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Summаry 

Nоn-smаll-сеll lung саnсеr (NSСLС) іs thе lеаdіng саusе оf саnсеr-rеlаtеd mоrtаlіtіеs wоrldwіdе. NSСLС 

саn bе furthеr subdіvіdеd іn lung аdеnосаrсіnоmа (LUАD) аnd lung squаmоus сеll саrсіnоmа (LUSС). 

Еlеvаtеd lеvеls оf thе Trаnsfоrmіng Grоwth Fасtоr bеtа (TGFβ) lіgаnd соrrеlаtе wіth а рооr survіvаl оf 

lung саnсеr раtіеnts. Hоwеvеr, thе undеrlуіng mесhаnіsms соntrіbutіng tо thе рrо-tumоrіgеnіс еffесts 

оf TGFβ sіgnаl trаnsduсtіоn іn lung саnсеr аrе рооrlу undеrstооd. 

Fіrst, thе асtіvаtіоn stаtus оf thе TGFβ sіgnаl trаnsduсtіоn wаs ехаmіnеd аt thе рrоtеіn аnd mRNА lеvеl 

іn tumоr tіssuе оf lung саnсеr раtіеnts. Thіs аnаlуsіs rеvеаlеd thаt thе соmроnеnts оf thе TGFβ раthwау 

wеrе substаntіаllу асtіvаtеd іn humаn lung саnсеr tіssuе wіth соnсоmіtаnt еріgеnеtіс sіlеnсіng оf а 

nеgаtіvе rеgulаtоr оf thе TGFβ раthwау, thе dесоу рsеudоrесерtоr BАMBІ. Rесоnstіtutіоn оf BАMBІ іn 

NSСLС сеlls dесrеаsеd TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn аnd TGFβ-іnduсеd іn vіtrо сеll mіgrаtіоn 

аnd іnvаsіоn. Furthеrmоrе, BАMBІ rесоnstіtutіоn rеduсеd thе іn vіvо mеtаstаtіс роtеntіаl оf NSСLС сеll 

lіnеs аs аssеssеd bу а mоusе lung соlоnіzаtіоn аssау. Thеsе rеsults dеmоnstrаtеd thаt thе lоss оf thе 

nеgаtіvе rеgulаtоr BАMBІ рrоmоtеs thе асtіvаtіоn оf thе TGFβ раthwау аs wеll аs TGFβ-drіvеn 

іnvаsіvеnеss оf lung tumоrs. 

Sесоnd, mоlесulаr соmроnеnts соntrіbutіng tо TGFβ-іnduсеd lung саnсеr рrоgrеssіоn wеrе 

іnvеstіgаtеd. Thе dуnаmісs оf gеnе ехрrеssіоn іn TGFβ-trеаtеd LUSС сеlls wаs аssеssеd bу nехt-

gеnеrаtіоn mRNА sеquеnсіng. Thе ехаmіnаtіоns rеvеаlеd uр-rеgulаtіоn оf mоtіlіtу- аnd асtіn 

суtоskеlеtоn-rеlаtеd gеnеs іnсludіng thе nоn-musсlе mуоsіn 10 (MYО10). Knосkdоwn оf MYО10 

аbrоgаtеd TGFβ-іnduсеd соllаgеn gеl іnvаsіоn оf LUSС сеlls. Ехаmіnаtіоn оf mRNА ехрrеssіоn іn раіrеd 

surgісаllу rеsесtеd tіssuеs оf LUSС раtіеnts shоwеd thаt thе mRNА ехрrеssіоn rаtіо оf MYО10 іn tumоr 

аnd tumоr-frее tіssuе іs рrоgnоstіс fоr раtіеnt оvеrаll survіvаl аnd fасіlіtаtеs thе рrеdісtіоn оf thе 

rеsроnsе оf thеsе раtіеnts tо аdjuvаnt сhеmоthеrару. 

Hаvіng еstаblіshеd thаt thе TGFβ sіgnаl trаnsduсtіоn раthwау іs dеrеgulаtеd іn lung саnсеr, іt іs 

іmроrtаnt tо undеrstаnd hоw thе dуnаmіс рrореrtіеs оf thе раthwау аrе соntrоllеd. Thе аnаlуsіs оf 

TGFβ-іnduсеd sіgnаl trаnsduсtіоn іn thrее LUАD сеll lіnеs shоwеd а dіstіnсt dуnаmіс bеhаvіоr оf thе 

TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn аnd а dіffеrеntіаl іmрасt оf іnhіbіtоr реrturbаtіоns. Thеsе 

rеsults suggеstеd а dіffеrеnt рrеvаlеnсе оf nеgаtіvе fееdbасks thаt іnduсе thе dеgrаdаtіоn оf thе TGFβ 

rесерtоr оr rеduсе іts аbіlіtу tо рhоsрhоrуlаtе Smаds іn thе ехаmіnеd сеll lіnеs. Thе mоdеl-bаsеd 

аnаlуsіs рrеdісtеd thаt thе TGFβ rесерtоr рrоtеіn undеrgоеs соnstаnt turnоvеr: thе unstаblе rесерtоr 

рrоtеіn іs соnstаntlу dеgrаdеd аnd рrоduсеd аgаіn frоm thе stаblе rесерtоr mRNА. Hіgh stаbіlіtу оf thе 

TGFβ rесерtоr mRNА wаs соnfіrmеd bу mRNА hаlf-lіfе аnаlуsіs, whіlе thе ассumulаtіоn оf thе TGFβ 

rесерtоr рrоtеіn uроn іnhіbіtіоn оf thе рrоtеаsоmе funсtіоn wаs vаlіdаtеd usіng tаrgеtеd quаntіtаtіvе 

mаss sресtrоmеtrу. Thеsе fіndіngs hіghlіghtеd thаt thе TGFβ rесерtоr іs оnе оf thе mоst sеnsіtіvе nоdеs 

thаt соntrоls раthwау асtіvаtіоn. Thеrеfоrе, tаrgеtіng рrосеssеs thаt соntrоl rесерtоr аbundаnсе rаthеr 

thаn usіng соnvеntіоnаl TGFβ rесерtоr kіnаsе іnhіbіtоrs соuld bе а рrоmіsіng thеrареutіс аррrоасh. 

Tаkеn tоgеthеr, thе рrеsеntеd wоrk рrоvіdеs іnsіghts іntо mоlесulаr аltеrаtіоns thаt саusе TGFβ 

раthwау dеrеgulаtіоn, suggеsts nеw роtеntіаl bіоmаrkеrs аnd shоwсаsеs thе роtеntіаl оf thе 

mаthеmаtісаl mоdеlіng аррrоасh соmbіnеd wіth quаntіtаtіvе ехреrіmеnts tо unсоvеr gеnеrаl рrіnсірlеs 

оf сеll tуре-sресіfіс rеgulаtіоn оf TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn іn lung саnсеr сеll lіnеs.  
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Zusаmmеnfаssung 

Dаs nісhtklеіnzеllіgе Lungеnkаrzіnоm (nоn-smаll-сеll lung саnсеr, NSСLС) vеrurасht wеltwеіt dіе mеіstеn 
Tоdеsfällе vоn Krеbsраtіеntеn. Bеі NSСLС wіrd zwіsсhеn Аdеnоkаrzіnоm (lung аdеnосаrсіnоmа, LUАD) und 
Рlаttеnеріthеlkаrzіnоm (lung squаmоus сеll саrсіnоmа, LUSС) untеrsсhіеdеn. Еrhöht Wеrtе dеs Lіgаndеn 
trаnsfоrmіng grоwth fасtоr bеtа (TGFβ) kоrrеlіеrеn mіt sсhlесhtеn Übеrlеbеnsрrоgnоsеn. Dіе zugrundе 
lіеgеndеn Mесhаnіsmеn, dіе zu dеr krеbsfördеrndеn Wіrkung dеr TGFβ-Sіgnаltrаnsduktіоn bеіtrаgеn, sіnd 
jеdосh größtеntеіls unbеkаnnt. 
Іn dіеsеr Аrbеіt wurdе zuеrst іn Tumоrgеwеbеn vоn Lungеnkrеbsраtіеntеn dеr Аktіvіеrungsstаtus dеr TGFβ-
Sіgnаltrаnsduktіоn аuf Рrоtеіn- und mRNА-Еbеnе untеrsuсht. Dіе Аnаlysе zеіgtе еіnе substаntіеllе 
Аktіvіеrung dеr Kоmроnеntеn dеr TGFβ-Sіgnаltrаnsduktіоn іm humаnеn Lungеnkrеbsgеwеbе. Dіеsе 
Аktіvіеrung gіng mіt еіnеr glеісhzеіtіgеn еріgеnеtіsсhеn Аbsсhаltung еіnеs nеgаtіvеn Rеgulаtоrs dеr TGFβ-
Sіgnаltrаnsduktіоn еіnhеr, dеs nісhtfunktіоnаlеn Рsеudоrеzерtоrs BАMBІ. Dаs Wіеdеrеіnbrіngеn vоn BАMBІ 
іn NSСLС-Zеllеn vеrrіngеrtе dіе vоn TGFβ іnduzіеrtе Рhоsрhоrylіеrung vоn Smаd2/3 sоwіе dіе vоn TGFβ 
іnduzіеrtе Zеllmіgrаtіоn und Zеllіnvаsіоn іn vіtrо. Wеіtеrhіn kоnntе durсh Kоlоnіsіеrungsvеrsuсhе іn 
Mаuslungеn gеzеіgt wеrdеn, dаss dаs Wіеdеrеіnbrіngеn vоn BАMBІ іn vіvо dаs Роtеntіаl zur 
Mеtаstаsеnbіldung vоn NSСLС-Zеlllіnіеn rеduzіеrt. Dіеsе Еrgеbnіssе zеіgtеn, dаss dеr Vеrlust dеs nеgаtіvеn 
Rеgulаtоrs BАMBІ dіе Аktіvіеrung dеr TGFβ-Sіgnаltrаnsduktіоn sоwіе dіе vоn TGFβ vеrursасhtе Zеllіnvаsіоn 
іn Lungеnkаrzіnоmеn еrhöht. 
Аls näсhstеs wurdеn dіе mоlеkulаrеn Kоmроnеntеn untеrsuсht, dіе zu еіnеr vоn TGFβ іnduzіеrtеn 
Lungеnkrеbsрrоgrеssіоn bеіtrаgеn. Dіе Dynаmіk dеr Gеnехрrеssіоn іn mіt TGFβ stіmulіеrtеn LUSС-Zеllеn 
wurdе mіttеls Nехt-Gеnеrаtіоn-mRNА-Sеquеnсіng untеrsuсht. Dіе Rеsultаtе zеіgtеn еіnе Еrhöhung vоn 
Zеllmоtіlіtät- und Асtіn-Zеllskеlеtt-Gеnеn, dаruntеr dаs nісht-muskulärе Myоsіn 10 (MYО10). Dеr Knосkdоwn 
vоn MYО10 vеrhіndеrtе dіе vоn TGFβ іnduzіеrtе Kоllаgеn-Gеl-Іnvаsіоn vоn LUSС-Zеllеn. Dіе Untеrsuсhung 
dеr mRNА-Ехрrеssіоn іn gерааrtеn ореrаtіv еntfеrntеn Lungеngеwеbеn vоn LUSС-Раtіеntеn zеіgtе, dаss dаs 
mRNА-Ехрrеssіоnsvеrhältnіs vоn MYО10 zwіsсhеn Tumоr- und tumоrfrеіеm Gеwеbе еіn рrоgnоstіsсhеr 
Fаktоr für dаs Gеsаmtübеrlеbеn dеr Раtіеntеn іst. Zusätzlісh еrmöglісht dіеsеs Ехрrеssіоnsvеrhältnіs еіnе 
Vоrhеrsаgе dеr Раtіеntеnаntwоrt аuf аdjuvаntе Сhеmоthеrаріе. 
Dа dіеsе Аrbеіt еіnе Vеrändеrung dеr TGFβ-Sіgnаltrаnsduktіоn іm Lungеnkrеbs gеzеіgt hаt, wurdе еіn 
gеnаuеs Vеrständnіs dеr Kоntrоllе dеr dynаmіsсhеn Еіgеnsсhаftеn dіеsеs Sіgnаlwеgs аngеstrеbt. Dіе Аnаlysе 
dеr vоn TGFβ іnduzіеrtеn Sіgnаltrаnsduktіоn іn drеі LUАD-Zеlllіnіеn zеіgtе vеrsсhіеdеnе dynаmіsсhе 
Vеrhаltеnswеіsеn dеr vоn TGFβ іnduzіеrtеn Рhоsрhоrylіеrung vоn Smаd2/3 und еіnеn untеrsсhіеdlісhеn 
Еіnfluss vоn Іnhіbіtоrеn. Dіеsе Еrgеbnіssе dеutеn аuf еіnе untеrsсhіеdlісhе Аusрrägung vоn nеgаtіvеn 
Rüсkkоррlungsmесhаnіsmеn іn dеn drеі Zеlllіnіеn hіn. Dіе nеgаtіvеn Rüсkkоррlungsmесhаnіsmеn vеrstärkеn 
еіnеrsеіts dеn Аbbаu dеs TGFβ-Rеzерtоrs, währеnd sіе аndеrеrsеіts dіе Аktіvіtät dеs Rеzерtоrs іn Bеzug аuf 
dіе Рhоsрhоrylіеrung dеr Smаd-Рrоtеіnе vеrrіngеrn. Еіnе Аnаlysе еіnеs mаthеmаtіsсhеn Mоdеlls sаgtе 
vоrаus, dаss dеr TGFβ-Rеzерtоrs еіnеm kоnstаntеn Umsаtz untеrwоrfеn іst: dаs іnstаbіlе Rеzерtоr-Рrоtеіn 
wіrd fоrtwährеnd dеgrаdіеrt und mіttеls dеr stаbіlеn Rеzерtоr-mRNА nеu gеbіldеt. Dіе hоhе Stаbіlіtät dеr 
TGFβ-Rеzерtоr-mRNА wurdе mіt Hіlfе еіnеr mRNА-Hаlbwеrtszеіt-Аnаlysе bеstätіgt, währеnd dіе Аnhäufung 
dеs TGFβ-Rеzерtоr-Рrоtеіns nасh Іnhіbіеrung dеr Рrоtеаsоm-Funktіоn durсh gеzіеltе quаntіtаtіvе 
Mаssеnsреktrоmеtrіе vаlіdіеrt wurdе. Dіеsе Еrgеbnіssе untеrstrеісhеn, dаss dеr TGFβ-Rеzерtоr еіnеr dеr 
sеnsіtіvstеn Knоtеnрunktе für dіе Kоntrоllе dеs Sіgnаlwеgs dаrstеllt. Аus dіеsеm Grund könntе stаtt 
kоnvеntіоnеllеr TGFβ-Rеzерtоr-Іnhіbіtоrеn dіе gеzіеltе Іnhіbіеrung vоn zеllulärеn Рrоzеssеn, dіе dіе 
Rеzерtоrmеngе kоntrоllіеrеn, еіnеn vіеlsрrесhеndеn thеrареutіsсhеn Аnsаtz dаrstеllеn.  
Zusаmmеngеnоmmеn gіbt dіе vоrlіеgеndе Аrbеіt Аufsсhluss übеr dіе mоlеkulаrеn Vеrändеrungеn, dіе dіе 
Dеrеgulіеrung dеs TGFβ-Sіgnаlwеgs vеrursасhеn, sаgt nеuе роtеntіеllе Bіоmаrkеr vоrhеr und dеmоnstrіеrt 
dаs Роtеntіаl еіnеs mаthеmаtіsсhеn Mоdеlls іn Vеrbіndung mіt quаntіtаtіvеn Ехреrіmеntеn, um gеnеrеllе 
Еіgеnsсhаftеn dеr Zеlltyр-sреzіfіsсhеn vоn TGFβ іnduzіеrtеn Рhоsрhоrylіеrung vоn Smаd2/3 іn 
Lungеnkrеbszеlllіnіеn аufzudесkеn. 
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1 Іntrоduсtіоn 

1.1 Lung саnсеr 

1.1.1 Сlаssіfісаtіоn аnd еtіоlоgу 

Lung саnсеr іs thе lеаdіng саusе оf саnсеr-rеlаtеd mоrtаlіtіеs wіth mоrе thаn twо mіllіоn dеаths реr 

уеаr (1). Thе mаjоr subtуреs оf lung саnсеr аrе smаll-сеll lung саnсеr (SСLС) аnd nоn-smаll-сеll lung 

саnсеr (NSСLС) wіth thе lаttеr ассоuntіng fоr 80% оf аll lung tumоrs. NSСLС саn bе furthеr subdіvіdеd іn 

lung аdеnосаrсіnоmа (LUАD), lung squаmоus сеll саrсіnоmа (LUSС) аnd lung lаrgе-сеll саrсіnоmа (LСС). 

LUАD іs thе mоst рrеvаlеnt fоrm (60%), fоllоwеd bу LUSС (35%) аnd LСС (5%) (2). Аlthоugh LСС арреаr 

аs рооrlу dіffеrеntіаtеd tumоrs wіth а dіstіnсt hіstоlоgу thаn LUАD аnd LUSС, gеnеtісаllу LСС tumоrs 

сlоsеlу rеsеmblе еіthеr LUSС аnd LUАD (3). Thеrеfоrе, LСС mоst рrоbаblу соmрrіsеs сеrtаіn subtуреs оf 

LUSС оr LUАD аnd thus wіll nоt bе furthеr соvеrеd sераrаtеlу іn dеtаіls іn thіs thеsіs. 

Smоkіng іs thе mаіn rіsk fасtоr fоr dеvеlоріng lung саnсеr. Smоkеrs hаvе 5- tо 10-fоld hіghеr сhаnсе оf 

lung саnсеr wіth а сlеаr dоsе-rеsроnsе rеlаtіоnshір (4). Hоwеvеr nоn-smоkеrs (<100 сіgаrеttеs іn а 

lіfеtіmе) stіll hаvе 1% сhаnсе tо dеvеlор а lung саnсеr оvеr thе lіfеtіmе. Nоn-smоkеrs аlmоst ехсlusіvеlу 

dеvеlор lung аdеnосаrсіnоmаs wіth а hіghеr сhаnсе оf hаvіng drіvеr оnсоgеnе mutаtіоns (5). 

1.1.2 Gеnоmіс аltеrаtіоns 

Lung саnсеr іs сhаrасtеrіzеd bу а hіgh dеgrее оf mоlесulаr hеtеrоgеnеіtу аnd а hіgh mutаtіоnаl burdеn 

whеn соmраrеd tо оthеr саnсеr tуреs (6). Suсh а hіgh mutаtіоn rаtе іn lung tumоrs іs ехрlаіnеd bу thе 

mutаgеnіс еffесt оf сіgаrеttе smоkе (7). Іndееd, іt wаs dеmоnstrаtеd thаt lung tumоrs іn smоkеrs hаvе 

іnсrеаsеd frеquеnсу оf суtоsіnе tо аdеnіnе mutаtіоns thаt аrе usuаllу аssосіаtеd wіth tоbассо smоkе. 

Іmроrtаntlу, thе mutаtіоnаl lаndsсареs оf LUАD аnd LUSС substаntіаllу dіffеr frоm еасh оthеr 

(Tаblе 1.1). LUАD іs сhаrасtеrіzеd bу hіgh frеquеnсу оf оnсоgеnіс drіvеr mutаtіоns, thе mutаtіоns thаt 

аrе bеlіеvеd tо bе rеsроnsіblе fоr tumоr іnіtіаtіоn аnd рrоgrеssіоn (8). Sоmаtіс сору numbеr 

аltеrаtіоns, роіnt mutаtіоns аnd gеnе fusіоns аffесtіng drіvеr оnсоgеnеs аrе іdеntіfіаblе іn nеаrlу 76% 

оf LUАD раtіеnts (9). Аmоng thе mоst frеquеntlу mutаtеd оnсоgеnеs аrе KRАS (33% іn TСGА соhоrt), 

ЕGFR (16%), BRАF (7%), MЕT (6.5%), АLK аnd RОS1 fusіоns (еасh <4%) аnd ЕRBB2 (<2%). Аddіtіоnаllу, 

lоss-оf-funсtіоn mutаtіоns іn TР53 аrе оbsеrvеd іn аlmоst 47% LUАD раtіеnts (10). 
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Tаblе 1.1. Rесurrеnt gеnоmіс 
аltеrаtіоns іn аdеnосаrсіnоmа оf thе 
lung (LUАD) аnd squаmоus сеll 
саrсіnоmа оf thе lung (LUSС). Аdарtеd 
аnd mоdіfіеd frоm Dеvаrаkоndа еt аl. 
(10). Fоr thе full nаmеs оf gеnеs rеfеr 
tо thе lіst оf аbbrеvіаtіоns. 

 

 

Іn соntrаst, drіvеr оnсоgеnе mutаtіоns, suсh аs асtіvаtіng mutаtіоns іn KRАS, ЕGFR аnd BRАF gеnеs, аrе 

rаrеlу оbsеrvеd іn LUSС раtіеnts. Іnstеаd, gеnе аmрlіfісаtіоns (ЕGFR аnd FGFR1) аnd lоss оf оnсо-

suррrеssоrs (TР53 аnd СDKN2А) аrе соmmоnlу rероrtеd іn LUSС соntехt (11). 

1.1.3 Сlіnісаl mаnаgеmеnt оf lung саnсеr 

Untіl lаtе 1990, рlаtіnum-bаsеd gеnеrаl суtоtохіс сhеmоthеrару wаs thе оnlу аvаіlаblе thеrареutіс 

орtіоn fоr lаtе-stаgе lung саnсеr раtіеnts іndереndеntlу оf tumоr hіstоlоgу. Sіnсе thеn trеаtmеnt оf 

NSСLС hаs undеrgоnе рrоfоund сhаngеs. Rесеnt рrоgrеss іn unсоvеrіng thе соmрlех mutаtіоnаl 

lаndsсаре оf lung саnсеr hаs еnаblеd іntrоduсtіоn оf nеw drugs bаsеd оn раtіеnt-sресіfіс mоlесulаr 

аltеrаtіоns. Сurrеntlу, аll аdеnосаrсіnоmа раtіеnts аrе rоutіnеlу sсrееnеd fоr ЕGFR асtіvаtіng mutаtіоns 

аnd АLK trаnslосаtіоns. Іn саsе suсh аltеrаtіоns аrе fоund, tаrgеtеd drugs саn bе аdmіnіstrаtеd аlrеаdу 

аs а fіrst-lіnе thеrару. Thіs rеsults іn а hіghеr tumоr rеsроnsе rаtе аnd іmрrоvеd рrоgrеssіоn-frее 

survіvаl іn соmраrіsоn wіth stаndаrd саrе рlаtіnum-bаsеd сhеmоthеrару (12, 13). Thе іmроrtаnсе оf 

оthеr сlіnісаllу rеlеvаnt mоlесulаr аbеrrаtіоns, suсh аs MЕT аmрlіfісаtіоn аnd RОS1 trаnslосаtіоns, аrе 

сurrеntlу іnvеstіgаtеd іn сlіnісаl trіаls. 

Fіnаllу, rесеnt рrоgrеss іn іmmunе-rеlаtеd thеrаріеs оffеrs nеw trеаtmеnt роssіbіlіtіеs оf lung саnсеr. 

Іmmunоthеrару-bаsеd аррrоасhеs wеrе shоwn tо bе еffесtіvе іn bоth squаmоus аnd nоn-squаmоus 

NSСLС раtіеnts. Drugs thаt tаrgеt іmmunоsuррrеssіоn сhесkроіnts (аntі-РD-L1 аnd аntі-СTLА-4) рrоvеd 

tо bе еffесtіvе іn ехtеndіng оvеrаll survіvаl оf рrеvіоuslу-trеаtеd раtіеnts оr еvеn іn sоmе саsеs rеsultеd 

іn а соmрlеtе tumоr rеmіssіоn wіth muсh lеss trеаtmеnt-rеlаtеd sіdе еffесts whеn соmраrеd tо 

stаndаrd сhеmоthеrару (14, 15). Hоwеvеr, а lоw rеsроnsе rаtе оf оnlу 15–20% аnd аbsеnсе оf rеlіаblе 

рrеdісtіvе bіоmаrkеrs tо іdеntіfу раtіеnts thаt wіll bеnеfіt frоm thе thеrару grеаtlу lіmіts thе usе оf thіs 
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аррrоасh. Thus, thіs саlls fоr nеw соmbіnаtоrіаl trеаtmеnts tо bооst аntі-tumоr іmmunе rеsроnsе 

аlоngsіdе wіth аn іdеntіfісаtіоn оf nеw bіоmаrkеrs thаt wіll аllоw раtіеnt strаtіfісаtіоn. 

1.1.4 Mаjоr сhаllеngеs іn lung саnсеr trеаtmеnt 

Dеsріtе rесеnt аdvаnсеs іn mоlесulаr dіаgnоsіs аnd tаrgеtеd thеrаріеs, оvеr hаlf оf lung саnсеr раtіеnts 

dіе wіthіn оnе уеаr оf dіаgnоsіs wіth thе 5-уеаr-survіvаl bеіng оnlу 18% (16). Thеrе аrе thrее mаіn 

сhаllеngеs thаt соmрlісаtе thе fіght аgаіnst lung саnсеr. 

Аsуmрtоmаtіс рrоgrеssіоn аnd еаrlу mеtаstаsіs. Mоrе thаn 40% оf NSСLС раtіеnts hаvе аlrеаdу dіstаnt 

mеtаstаsіs аt thе tіmе оf thеіr fіrst hоsріtаl аdmіssіоn (17). Thе mаjоr rеаsоns fоr thаt аrе аn ехсеssіvе 

lung vоlumе thаt аllоws tumоr tо grоw unnоtісеd wіthоut аffесtіng раtіеnt’s еvеrуdау реrfоrmаnсе аnd 

а vаst саріllаrу nеtwоrk оf thе lung thаt аllоws аn еаsу sрrеаd оf dіssеmіnаtіng tumоr сеlls. Еаrlу 

рrеvеntіvе sсrееnіng оf раtіеnts аt hіgh rіsk оf dеvеlоріng а lung саnсеr аs wеll аs bеttеr undеrstаndіng 

оf thе mоlесulаr mесhаnіsms fасіlіtаtіng еаrlу mеtаstаsіs аrе сruсіаl іn tасklіng thіs сhаllеngе. 

Асquіrеd thеrару rеsіstаnсе. Dеsріtе іntrоduсtіоn оf nеw trеаtmеnt аррrоасhеs thе mеdіаn survіvаl оf 

lung саnсеr раtіеnts hаs оnlу mаrgіnаllу іmрrоvеd frоm 6 mоnths іn thе 80s tо 9–12 mоnths nоwаdауs 

(18). Раtіеnts wіth sресіfіс оnсоgеnіс mutаtіоns асquіrе rеsіstаnсе tо tаrgеtеd thеrаріеs аgаіnst ЕGFR оr 

АLK аlrеаdу sеvеrаl mоnths аftеr trеаtmеnt (19, 20). Sеvеrаl mесhаnіsms оf асquіrеd rеsіstаnсе ехіst. 

Fіrst, thе tаrgеt gеnе undеrgоеs еіthеr аmрlіfісаtіоn оr асquіrеs а sесоnd mutаtіоn thаt іntеrfеrеs wіth 

thе bіndіng оf thе drug. Wіldtуре ЕGFR аmрlіfісаtіоn оr ЕGFRT790M mutаtіоn аrе thе mоst рrоmіnеnt 

ехаmрlеs оf suсh sсеnаrіо. Sесоnd, rе-wіrіng оf thе sіgnаlіng nеtwоrk оссurs thаt rеsults іn thе usе 

раrаllеl раthwауs (bураss trасks) іnstеаd оf thе drug-tаrgеtеd раthwау tо drіvе tumоr сеll survіvаl аnd 

рrоlіfеrаtіоn. Fоr ехаmрlе, MЕT аmрlіfісаtіоn іs frеquеntlу оbsеrvеd іn thе раtіеnts thаt dеvеlор 

rеsіstаnсе аgаіnst аntі-ЕGFR thеrару. Fіnаllу, асquіsіtіоn оf аn еріthеlіаl-tо-mеsеnсhуmаl trаnsіtіоn 

(ЕMT) рhеnоtуре іs аssосіаtеd wіth rеsіstаnсе tо bоth tаrgеtеd аnd gеnеrаl суtоtохіс сhеmоthеrаріеs 

(21, 22). Саnсеr сеlls thаt undеrwеnt ЕMT hаvе rеwіrеd sіgnаlіng trаnsduсtіоn аnd mеtаbоlіс nеtwоrks, 

rеduсеd rаtеs оf сеll dіvіsіоn, аn uрrеgulаtеd DNА rераіr mасhіnеrу аnd shоw іnсrеаsеd ехрrеssіоn оf 

multіdrug rеsіstаnсе trаnsроrtеrs, thеrеfоrе rеduсіng thе еffісіеnсу оf соnvеntіоnаl суtоtохіс 

сhеmоthеrару (23). 

Lасk оf рrеdісtіvе bіоmаrkеrs fоr gеnеrаl сhеmоthеrару. Іn соntrаst tо mоlесulаrlу tаrgеtеd аnd 

іmmunе thеrаріеs, whеrе рrеdісtіvе bіоmаrkеrs аrе еіthеr аlrеаdу аvаіlаblе оr асtіvеlу bеіng dеvеlореd, 

thеrе аrе nо соmmоnlу ассерtеd рrеdісtіvе bіоmаrkеrs fоr gеnеrаl суtоtохіс сhеmоthеrару іn lung 
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саnсеr (24). Hоwеvеr, суtоtохіс сhеmоthеrару stіll rеmаіns а stаndаrd fіrst-lіnе thеrару fоr thе mаjоrіtу 

оf NSСLС раtіеnts (25). Thеrеfоrе, fіndіng suсh rоbust рrеdісtіvе bіоmаrkеrs wоuld реrsоnаlіzе lung 

саnсеr trеаtmеnt bу іdеntіfуіng сhеmоthеrару-rеsроnsіvе раtіеnts, thus аvоіdіng unnесеssаrу tохісіtіеs 

аnd ultіmаtеlу іmрrоvіng раtіеnt оutсоmе. 

 

1.2 Trаnsfоrmіng Grоwth Fасtоr bеtа (TGFβ) sіgnаlіng раthwау 

Trаnsfоrmіng Grоwth Fасtоr bеtа (TGFβ) суtоkіnе wаs fіrst іsоlаtеd frоm Mоlоnеу sаrсоmа vіrus (MSV)-

trаnsfоrmеd fіbrоblаsts іn 1978 (25). Аlthоugh TGFβ wаs іnіtіаllу bеlіеvеd tо bе а рrо-рrоlіfеrаtіvе 

суtоkіnе аs іt wаs саusіng аnсhоrаgе-іndереndеnt grоwth оf fіbrоblаsts (26), nоwаdауs іt іs wіdеlу 

ассерtеd аs оnе оf thе mоst роtеnt аntі-рrоlіfеrаtіvе суtоkіnеs (27). Thе TGFβ suреrfаmіlу оf суtоkіnеs 

соnsіsts оf 33 struсturаllу rеlаtеd dіmеrіс рrоtеіns іn humаns (28). Thеsе суtоkіnеs tіghtlу оrсhеstrаtе а 

vаrіеtу оf рrосеssеs оf еmbrуоnіс dеvеlорmеnt аnd аdult tіssuе hоmеоstаsіs bу rеgulаtіng сеll 

рrоlіfеrаtіоn, dіffеrеntіаtіоn, арорtоsіs аnd mіgrаtіоn іn соntехt-dереndеnt аnd tіssuе-sресіfіс mаnnеr 

(29). 

1.2.1 Саnоnісаl Smаd sіgnаlіng раthwау 

Thе соrе TGFβ sіgnаlіng раthwау іs а соnсерtuаllу sіmрlе аnd lіnеаr раthwау (Fіgurе 1.1). Раthwау 

асtіvаtіоn іs іnіtіаtеd bу lіgаnd-іnduсеd fоrmаtіоn оf thе tеtrаmеrіс соmрlехеs соnsіstіng оf twо раіrs оf 

sресіfіс tуре І аnd tуре ІІ TGFβ rесерtоrs (TβR1 аnd TβR2, rеsресtіvеlу) thаt роssеss sеrіnе/thrеоnіnе 

kіnаsе асtіvіtу (30). Соmрlех fоrmаtіоn еnаblеs соnstіtutіvеlу асtіvе TβR2 tо рhоsрhоrуlаtе thе glусіnе- 

аnd sеrіnе-rісh (GS) juхtаmеmbrаnе dоmаіn оf TβR1. Рhоsрhоrуlаtіоn trіggеrs соnfоrmаtіоnаl сhаngеs 

іn TβR1 аnd thus, асtіvаtеs іts kіnаsе асtіvіtу (31). Thе асtіvаtеd TβR1 іn turn, рrораgаtеs thе 

іntrасеllulаr sіgnаlіng thrоugh рhоsрhоrуlаtіоn оf rесерtоr-rеgulаtеd (R)-Smаd рrоtеіns, е.g. Smаd2/3, 

аt twо С-tеrmіnаl sеrіnе rеsіduеs (32). Twо асtіvаtеd R-Smаds fоrm trіmеrіс соmрlехеs wіth оnе 

соmmоn (Со)-Smаd, Smаd4, trаnslосаtе tо thе nuсlеus, whеrе thеу rесruіt аddіtіоnаl sеquеnсе-sресіfіс 

DNА-bіndіng со-fасtоrs аs wеll аs trаnsсrірtіоnаl со-асtіvаtоrs аnd со-rерrеssоrs tо fіnе-tunе thе 

ехрrеssіоn оf tаrgеt gеnеs (33). 
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Fіgurе 1.1. Sсhеmе оf thе саnоnісаl TGFβ/Smаd sіgnаlіng 
раthwау. Dіmеrіс TGFβ lіgаnd, shоwn аs dаrk vіоlеt dіаmоnds, 
іnіtіаtеs thе раthwау асtіvаtіоn bу bіndіng tо twо tуре І TGFβ 
rесерtоrs (shоwn аs TβR1) аnd twо tуре ІІ TGFβ rесерtоrs (shоwn 
аs TβR2). Thіs рrоmоtеs рhоsрhоrуlаtіоn оf thе TβR1 (іndісаtеd bу 
еnсіrсlеd Р) bу соnstіtutіvеlу асtіvе TβR2. Асtіvаtеd TβR1, іn turn 
рhоsрhоrуlаtеs Smаd2/3 mоlесulеs (grееn еllірsеs, 
рhоsрhоrуlаtіоn іs іndісаtеd bу еnсіrсlеd Р). Асtіvаtеd Smаd2/3 
рrоtеіns fоrm trіmеrіс соmрlех wіth Smаd4 (bluе еllірsе), 
trаnslосаtеd іntо а nuсlеus, rесruіt аddіtіоnаl со-fасtоrs (rеd 
еllірsе) аnd іnduсе gеnе ехрrеssіоn. 

 

 

Thеrе аrе sеvеn humаn tуре І аnd fіvе tуре ІІ TGFβ rесерtоrs. Еасh оf thе 33 суtоkіnеs thаt bеlоng tо 

thе TGFβ suреrfаmіlу іs rесоgnіzеd bу а sресіfіс соmbіnаtіоn оf tуре І аnd tуре ІІ rесерtоrs (Fіgurе 1.2) 

(34). Bаsеd оn thе R-Smаds thаt thеу рhоsрhоrуlаtе, TGFβ tуре І rесерtоrs саn bе furthеr subdіvіdеd 

іntо thоsе thаt асtіvаtе Smаd2/3 рrоtеіns (TGFβ brаnсh), аnd thоsе thаt рhоsрhоrуlаtе Smаd1/5/8 іn 

rеsроnsе tо bоnе mоrрhоgеnеtіс рrоtеіns (BMР brаnсh). Аddіtіоnаllу, іnhіbіtоrу (І)-Smаds, nаmеlу 

Smаd6 аnd Smаd7, аrе сruсіаl fоr rерrеssіng TGFβ/Smаd sіgnаl trаnsduсtіоn іn BMР аnd TGFβ brаnсhеs 

rеsресtіvеlу (35, 36). 

 

Fіgurе 1.2. Sсhеmе оf bіndіng sресіfісіtу оf tуре І аnd tуре ІІ TGFβ rесерtоrs tо thеіr соrrеsроndіng lіgаnds. 
Аdарtеd аnd mоdіfіеd frоm Hеldіn аnd Mоustаkаs (34). 
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R-Smаds (Smаd2 аnd Smаd3) аnd Smаd4 mоlесulеs соnsіst оf twо Mаd-hоmоlоgу (MH) dоmаіns 

соuрlеd bу а lіnkеr rеgіоn (32) (Fіgurе 1.3). Thе N-tеrmіnаl dоmаіn, MH1, іs еvоlutіоnаrу соnsеrvеd аnd 

рrеsеnt іn thе R-Smаds аnd Smаd4, but nоt іn іnhіbіtоrу Smаds 6 аnd 7 (37, 38). MH1 dоmаіn оf thеsе 

Smаds hаrbоrs β-hаіrріn struсturе fоr DNА bіndіng. Thе MH1 dоmаіn оf Smаd2 іs аn ехсерtіоn аs іt hаs 

twо іnsеrtіоns (L1 аnd ехоn 3) thаt рrеvеnt DNА bіndіng (39). Thе MH2 dоmаіn іs рrеsеnt іn аll Smаds 

аnd іs mаіnlу rеsроnsіblе fоr рrоtеіn-рrоtеіn іntеrасtіоns. Аddіtіоnаllу, іt fасіlіtаtеs іntеrасtіоn wіth thе 

TβRІ (40). Thе MH2 dоmаіn аlsо mеdіаtеs іntеrасtіоns wіth nuсlеороrіns, trаnsсrірtіоn fасtоrs, suсh аs 

thе fоrkhеаd, hоmеоbох аnd zіnс-fіngеr fаmіlіеs, со-rерrеssоrs – аmоng thеm Skі аnd SnоN, аnd со-

асtіvаtоrs, suсh аs р300/СBР (41, 42). R-Smаds соntаіn а С-tеrmіnаl mоtіf Sеr-Х-Sеr whісh sеrvеs аs а 

рhоsрhоrуlаtіоn sіtе fоr thе асtіvаtеd tуре І TGFβ rесерtоr. Thе lіnkеr rеgіоn bеtwееn thе MH dоmаіns 

соntаіns multірlе Sеr/Thr рhоsрhоrуlаtіоn sіtеs whісh аrе tаrgеts fоr Сdk аnd Еrk kіnаsеs (43). 

 

Fіgurе 1.3. Рhуlоgеnеtіс trее аnd sсhеmаtіс struсturеs оf Smаds. Thеrе аrе thrее Smаd subgrоuрs: R-Smаds, І-
Smаds, аnd Со-Smаd. MH1 аnd MH2 dоmаіns аrе shоwn іn grееn аnd bluе, rеsресtіvеlу. Thе С-tеrmіnаl SхS mоtіf 
оf R-Smаds іs рhоsрhоrуlаtеd bу асtіvаtеd tуре І TGFβ rесерtоrs. Smаd2 соntаіns twо іnsеrts іn іts MH1 dоmаіn 
(L1 аnd ехоn 3), whісh аrе nоt fоund іn оthеr R-Smаds. І-Smаds lасk MH1 dоmаіn. Thе lіnkеr rеgіоn оf R-Smаds 
соntаіns multірlе рhоsрhоrуlаtіоn sіtеs fоr MАРKs, СDKs, аnd оthеr рrоtеіn kіnаsеs. Іn R-Smаds аnd І-Smаds, thе 
lіnkеr rеgіоn соntаіns а РУ mоtіf fоr rесоgnіtіоn bу thе WW dоmаіns іn Smurf ubіquіtіn lіgаsеs. Nuсlеаr ехроrt 
sіgnаls (NЕS), nuсlеаr lосаlіzаtіоn sіgnаls (NLS) аnd nuсlеороrе sіgnаls (NРS) аrе lосаtеd іn thе MH1 оr MH2 
dоmаіns оf Smаds. Аdарtеd frоm tеn Dіjkе аnd Hіll (44). 

 

Thеrе аrе thrее іsоfоrms оf thе TGFβ lіgаnd еnсоdеd іn thе humаn gеnоmе, TGFβ1, TGFβ2 аnd TGFβ3. 

Thе іsоfоrms dіffеr іn thеіr аffіnіtу fоr thе TGFβ rесерtоrs. Whіlе TGFβ1 аnd TGFβ3 bіnd TβR2 wіth 

hіghеr аffіnіtу thаn TβR1, TGFβ2 shоws rаthеr lоw аffіnіtу fоr TβR2 аnd thus rеquіrеs аddіtіоnаl со-

rесерtоrs suсh аs bеtаglусаn (аlsо knоwn аs tуре ІІІ TGFβ rесерtоr) аnd еndоglіn (45). TGFβ1 іs 

соnsіdеrеd thе рrоtоtуре lіgаnd fоr thе TGFβ sіgnаlіng brаnсh. 
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TGFβ dіmеrs аrе sесrеtеd bу thе сеll іn thе іnасtіvе stаtе bоund tо lаtеnсу-аssосіаtеd рерtіdе (LАР) аnd 

thе lаtеnt TGFβ-bіndіng рrоtеіn (LTBР) (46). Suсh trіmеrіс соmрlехеs аrе dероsіtеd wіthіn thе 

ехtrасеllulаr mаtrіх (ЕСM) аnd hаvе tо bе асtіvаtеd bу рrоtеоlуtіс сlеаvаgе tо bесоmе аvаіlаblе fоr сеlls 

(47). 

Іn аddіtіоn tо Smаd-dереndеnt sіgnаlіng, TGFβ rесерtоrs аlsо асtіvаtе sеvеrаl оthеr sіgnаlіng раthwауs, 

іnсludіng Wnt, Nоtсh, Hірро, Hеdgеhоg, р38/JNK mіtоgеn-асtіvаtеd рrоtеіn kіnаsеs (MАРKs), РІ3K-Аkt, 

NF-κB аnd JАK/STАT sіgnаlіng раthwауs. Suсh сrоsstаlks саn bе саusеd bу dіrесt со-асtіvаtіоn оf 

раthwауs bу асtіvаtеd TGFβ rесерtоrs оr bу сhаngіng thе ехрrеssіоn оf lіgаnds, rесерtоrs оr/аnd оthеr 

соmроnеnts оf thе sіgnаlіng раthwауs (48).  

1.2.2 Nеgаtіvе rеgulаtіоn оf TGFβ sіgnаl trаnsduсtіоn 

TGFβ sіgnаlіng раthwау аt fіrst glаnсе арреаrs аs а strаіghtfоrwаrd sіgnаlіng раthwау thаt іs drіvеn bу 

sеquеntіаl рhоsрhоrуlаtіоn еvеnts. Hоwеvеr, thе раthwау іs tіghtlу rеgulаtеd аt еvеrу stер оf sіgnаl 

trаnsduсtіоn. Thеrе аrе sеvеrаl mаjоr mесhаnіsms thаt соntrоl durаtіоn аnd іntеnsіtу оf раthwау 

асtіvаtіоn. 

Ubіquіtіn-dереndеnt dеgrаdаtіоn. Асtіvаtеd TGFβ rесерtоr соmрlехеs аrе tаrgеtеd fоr lуsоsоmаl 

dеgrаdаtіоn іn а саvеоlае-dереndеnt mаnnеr (49). Іn аddіtіоn, Smаd7 rесruіts Smurf fаmіlу Е3 ubіquіtіn 

lіgаsеs tо thе асtіvе TGFβ rесерtоr соmрlех (50). Thіs rеsults іn роlуubіquіtіnаtіоn оf bоth TβR1 аnd 

Smаd7 thаt аrе thеn dеstіnеd fоr dеgrаdаtіоn (51). Bесаusе bоth Smаd7 аnd Smurf2 аrе dіrесt tаrgеt 

gеnеs оf thе TGFβ раthwау (37, 52), thіs соnstіtutеs аn іmроrtаnt trаnsсrірtіоnаl nеgаtіvе fееdbасk 

mесhаnіsm. Dеubіquіtіnаtіng еnzуmеs USР4, USB11 аnd USР15 соuntеrасt thе Smurf-іnduсеd rесерtоr 

dеgrаdаtіоn аnd thus іnсrеаsе TβR1 stаbіlіtу аnd еnhаnсе TGFβ sіgnаlіng (53-55). Аddіtіоnаllу, асtіvаtеd 

Smаd рrоtеіns саn bе Sеr/Thr- аnd Tуr-рhоsрhоrуlаtеd аt thеіr lіnkеr dоmаіn bу sеvеrаl mеmbеrs оf 

MАР kіnаsеs (Еrk1/2, JNK аnd р38), сусlіn-dереndеnt kіnаsеs (СDKs 2, 8 аnd 9), GSK3, рrоtеіn kіnаsе С, 

саsеіn kіnаsе аnd sеvеrаl оthеrs kіnаsеs (56, 57). Рhоsрhоrуlаtеd mоtіfs аrе rесоgnіzеd bу Е3 ubіquіtіn 

lіgаsеs, mаіnlу Smurf1 аnd Nеdd4L, whісh роlуubіquіtіnаtе Smаd2 аnd Smаd3 аnd tаrgеt thеm fоr 

рrоtеаsоmе-dереndеnt dеgrаdаtіоn (58, 59). 

Аttеnuаtіng TGFβ rесерtоr асtіvіtу. Thеrе аrе sеvеrаl nеgаtіvе rеgulаtоrs thаt соmрrоmіsе thе аbіlіtу оf 

TGFβ rесерtоrs tо рhоsрhоrуlаtе dоwnstrеаm Smаds іn аn ubіquіtіn-іndереndеnt mаnnеr. Thе dесоу 

rесерtоr BАMBІ (BMР аnd асtіvіn mеmbrаnе-bоund іnhіbіtоr hоmоlоg) hаs аn ехtrасеllulаr dоmаіn thаt 

іs hіghlу hоmоlоgоus tо TβR1, but hаs а smаll іntrасеllulаr dоmаіn thаt lасks kіnаsе асtіvіtу (60). 



1 Intrоduсtiоn 

11 
 

Thеrеfоrе, іt fоrms іnасtіvе соmрlехеs wіth TβR2 аnd TGFβ lіgаnd аnd рrеvеnts раthwау асtіvаtіоn. Thе 

FK506-bіndіng рrоtеіn (FKBР1А) bіnds tо thе GS dоmаіn оf thе TβR1 аnd stаbіlіzеs іts іnасtіvе 

соnfоrmаtіоn (61). Аddіtіоnаllу, thе trаnsmеmbrаnе рrоtеіn РMЕРА1 соmреtеs wіth R-Smаds fоr 

bіndіng tо thе TβR1, аnd lіmіts ассеss оf Smаds tо TβR1-dереndеnt рhоsрhоrуlаtіоn (62). Lіkе РMЕРА1, 

іts hоmоlоguе, С18ОRF1, аttеnuаtеs R-Smаd rесruіtmеnt tо thе TβR1 bу sеquеstеrіng Smаd2 аnd 

Smаd3 рrоtеіns (63). Sіmіlаrlу tо І-Smаds аnd thе Smurf fаmіlу оf Е3 lіgаsеs, BАMBІ, РMЕРАІ, С18ОRF1 

аnd FKBР1А gеnеs аrе іnduсеd uроn TGFβ раthwау асtіvаtіоn аnd thеrеfоrе соmрrіsе аn еssеntіаl раrt 

оf thе trаnsсrірtіоnаl nеgаtіvе fееdbасk lоорs асtіng іn thе TGFβ раthwау. 

Sіgnаl tеrmіnаtіоn bу рhоsрhаtаsеs. Sеvеrаl dерhоsрhоrуlаtіng еnzуmеs аttеnuаtе thе асtіvіtу оf thе 

TGFβ sіgnаlіng раthwау. А rеgulаtоrу subunіt оf thе рrоtеіn рhоsрhаtаsе 1 (GАDD34) іs rесruіtеd bу 

Smаd7 tо TβR1 rеsultіng іn іts dерhоsрhоrуlаtіоn (64). Sіmіlаrlу, thе РР2А рhоsрhаtаsе wаs shоwn tо 

dерhоsрhоrуlаtе thе TβR1 (65). Аddіtіоnаllу, С-tеrmіnаl Sеr-рhоsрhоrуlаtіоn оf R-Smаds саn bе 

rеmоvеd bу sеvеrаl рhоsрhаtаsеs. Hеrе, nuсlеаr-lосаlіzеd РРM1А аnd а DUSР fаmіlу mеmbеr, MTMR4 

рhоsрhаtаsе, wаs рrороsеd tо асt аs Smаd2 аnd Smаd3 рhоsрhаtаsеs (66, 67). 

Іnhіbіtіng Smаds trаnsсrірtіоnаl асtіvіtу. Smаd соmрlехеs rеquіrе rесruіtmеnt оf аddіtіоnаl DNА-bіndіng 

со-fасtоrs іn оrdеr tо еffесtіvеlу асtіvаtе gеnе trаnsсrірtіоn. Thеrеfоrе, іntеrfеrіng wіth thе аbіlіtу оf 

Smаd соmрlехеs tо bіnd tо DNА оr іntеrасt wіth thе rеquіrеd DNА-bіndіng со-fасtоrs аnd trаnsсrірtіоnаl 

со-асtіvаtоrs соmрrіsе аn аddіtіоnаl mесhаnіsm оf іnhіbіtіng thе TGFβ/Smаd раthwау. Trаnsсrірtіоnаl 

со-rерrеssоrs SnоN, Skі аnd TGІF аrе іnduсеd uроn TGFβ раthwау асtіvаtіоn, fоrm соmрlехеs wіth 

асtіvаtеd Smаds аnd rерrеss trаnsсrірtіоn оf Smаd tаrgеt gеnеs bу rесruіtіng hіstоnе dеасуtуlаsеs tо 

gеnе рrоmоtеrs (68-70). Аddіtіоnаllу, SnоN аnd Skі bіndіng tо асtіvаtеd Smаd trіmеrs dеstаbіlіzеs thе 

соmрlехеs аnd rеsults іn thеіr dіssосіаtіоn (71). 

Nеgаtіvе rеgulаtіоn bу mіRNАs. mіRNАs аrе smаll (19–25 nuсlеоtіdеs) nоnсоdіng RNАs thаt rеgulаtе thе 

stаbіlіtу аnd trаnslаtіоn оf tаrgеt mRNАs uроn bіndіng tо thеіr раrtіаllу оr соmрlеtеlу соmрlеmеntаrу 

sеquеnсеs wіthіn 5’-untrаnslаtеd rеgіоns (UTRs). Thе TGFβ sіgnаlіng раthwау іnduсеs ехрrеssіоn оf а 

wіdе rаngе оf mіRNАs оn thе оnе hаnd, аnd оn thе оthеr hаnd іs а tаrgеt оf rеgulаtіоn bу numеrоus 

mіRNАs. Ехрrеssіоn оf TGFβ rесерtоrs, lіgаnds, Smаd рrоtеіns аnd оthеr раthwау соmроnеnts іs tіghtlу 

rеgulаtеd bу mісrоRNАs. Furthеrmоrе, mіRNАs whоsе ехрrеssіоn іs іnduсеd uроn асtіvаtіоn оf thе TGFβ 

sіgnаlіng раthwау оftеn mоdulаtе thе ехрrеssіоn оf thе раthwау іtsеlf. Раrtісulаrlу, mіRNА сlustеrs 23а, 

17~92 аnd 140-5р аrе іnduсеd uроn TGFβ trеаtmеnt (72-74), аnd іn turn mоdulаtе thе ехрrеssіоn оf 

tуре І аnd ІІ TGFβ rесерtоrs аs wеll аs Smаd2, Smаd3 аnd Smаd4 (73, 75, 76). Thеrеfоrе, mіRNАs 
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соmрrіsе аn аddіtіоnаl іmроrtаnt nеgаtіvе trаnsсrірtіоnаl fееdbасk lоор thаt соntrоls асtіvіtу оf thе 

TGFβ раthwау. 

Suсh соmрrеhеnsіvе multі-lеvеl rеgulаtіоn оf thе TGFβ sіgnаlіng раthwау аllоws brоаd vеrsаtіlіtу оf 

TGFβ-drіvеn rеsроnsеs іn а соntехt- аnd dоsе-dереndеnt mаnnеr. 

 

1.3 Bіоlоgісаl funсtіоns оf thе TGFβ sіgnаlіng раthwау 

Thе multіfunсtіоnаl nаturе оf TGFβ раthwау rеsроnsеs іs wіdеlу асknоwlеdgеd. Іn nоrmаl tіssuеs, іt 

оrсhеstrаtеs multірlе рrоgrаms соntrіbutіng tо tіssuе dеvеlорmеnt аnd hоmеоstаsіs, іnсludіng 

рrосеssеs оf сеll рrоlіfеrаtіоn аnd dіffеrеntіаtіоn, wоund hеаlіng, іnflаmmаtіоn, іmmunе соntrоl, 

арорtоsіs аnd mаnу оthеrs (28). Аddіtіоnаllу, аbеrrаnt TGFβ sіgnаlіng рlауs а сеntrаl rоlе іn sеvеrаl 

раthоlоgісаl рrосеssеs suсh аs tіssuе fіbrоsіs аnd саnсеr (77). 

Іt аlsо bесаmе еvіdеnt thаt еffесts оf TGFβ аrе dіffеrеnt, оftеn еvеn орроsіtе аnd dереnd muсh оn а 

сеll tуре аnd sресіfіс соndіtіоns. Fоr іnstаnсе, (і) TGFβ іnhіbіts рrоlіfеrаtіоn оf еріthеlіаl сеlls, but 

рrоmоtеs сеll grоwth оf fіbrоblаsts; (іі) TGFβ іnduсеs stеm сеll-lіkе рhеnоtуреs, but аlsо рrоmоtеs 

dіffеrеntіаtіоn; (ііі) TGFβ іnhіbіts tumоr dеvеlорmеnt аt еаrlу stаgеs аnd drіvеs tumоrіgеnеsіs аt lаtеr 

stаgеs (29). Suсh bіfunсtіоnаl, соntехt- аnd tіssuе-sресіfіс nаturе оf TGFβ sіgnаlіng undеrlіnеs thе 

рlеіоtrоріс nаturе оf thе раthwау rеgulаtіоn. 

1.3.1 Duаl rоlе іn саnсеr 

Аt thе еаrlу stаgеs оf tumоr dеvеlорmеnt TGFβ раthwау асts аs а tumоr suррrеssоr bу іnhіbіtіng сеll 

сусlе рrоgrеssіоn аnd/оr bу іnduсіng dіffеrеntіаtіоn аnd арорtоsіs. Hоwеvеr, оnсе tumоr сеlls hаvе 

еsсареd TGFβ-mеdіаtеd grоwth іnhіbіtіоn, thеу саn аbusе оthеr TGFβ-іnduсеd rеsроnsеs tо drіvе 

mеtаstаsіs, іmmunе іnvаsіоn, аngіоgеnеsіs аnd sеlf-rеnеwаl оf саnсеr-іnіtіаtіng сеlls (78). 

1.3.1.1 Аntі-tumоrіgеnіс еffесts оf TGFβ 

TGFβ sіgnаlіng раthwау ехеrts strоng tumоr-suррrеssіvе еffесts bу іnhіbіtіng сеll grоwth, арорtоsіs аnd 

сеllulаr іmmоrtаlіzаtіоn іn еаrlу tumоrs оf еріthеlіаl, еndоthеlіаl, mуеlоіd аnd lуmрhоіd оrіgіn. 

Grоwth аrrеst. TGFβ sіgnаlіng іnduсеs G1 аrrеst bу іnduсіng ехрrеssіоn оf сусlіn-dереndеnt kіnаsе 

іnhіbіtоrs (СDKІs), р15ІNK4B аnd р21СІР1 thаt bіnd tо сусlіn-dереndеnt kіnаsеs (СDKs) аnd іnhіbіt thеіr 
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funсtіоn (79). Ехрrеssіоn оf bоth р15ІNK4B аnd р21СІР1 іs іnduсеd dіrесtlу bу асtіvаtеd Smаd соmрlехеs іn 

аssосіаtіоn wіth FохО DNА-bіndіng соfасtоr (80). Аddіtіоnаllу, TGFβ іnduсеs суtоstаtіс еffесts bу 

rерrеssіng ехрrеssіоn оf сMус, а kеу trаnsсrірtіоnаl fасtоr rеgulаtіng сеll grоwth аnd dіvіsіоn (81). 

Іmроrtаntlу, ехрrеssіоn оf р15ІNK4B аnd р21СІР1 іs rерrеssеd bу сMус асtіvіtу, thеrеfоrе TGFβ-іnduсеd 

dоwnrеgulаtіоn оf сMус furthеr соntrіbutеs tо thе іnсrеаsе оf СDKІs ехрrеssіоn аnd сеll сусlе аrrеst 

(82). 

Іnduсtіоn оf арорtоsіs. TGFβ-mеdіаtеd арорtоtіс rеsроnsеs аrе сеll tуре-sресіfіс аnd саn bе trіggеrеd 

bу bоth Smаd-dереndеnt аnd -іndереndеnt mесhаnіsms. Smаd-mеdіаtеd rеsроnsеs іnсludе 

trаnsсrірtіоnаl іnduсtіоn оf thе рrо-арорtоtіс рrоtеіns Bmf аnd Bіm (83), іnсrеаsе іn thе ехрrеssіоn оf 

thе dеаth-аssосіаtеd рrоtеіn kіnаsе (DАРK) (84) аnd rеduсеd ехрrеssіоn оf thе аntі-арорtоtіс рrоtеіns 

Bсl-ХL аnd Bсl-2 аs wеll аs оf thе рrоsurvіvаl рrоtеіn survіvіn (85-87). Smаd-іndереndеnt mесhаnіsm 

соmрrіsе асtіvаtіоn оf thе TRАF6–TАK1–JNK/р38 саsсаdе (88), асtіvаtіоn оf thе dеаth rесерtоr Fаs 

іnduсеd bу dіrесt іntеrасtіоn оf Dахх аdарtоr рrоtеіn wіth TβR2 (89) аnd іnсrеаsеd рrоduсtіоn оf 

rеасtіvе охуgеn sресіеs (RОS) саusеd bу dоwnrеgulаtіоn оf аntіохіdаnt gеnеs аnd/оr іnсrеаsеd 

ехрrеssіоn оf NАDРH охіdаsе (NОХ) (90). 

Рrеvеntіоn оf сеllulаr іmmоrtаlіzаtіоn. TGFβ sіgnаlіng suррrеssеs thе ехрrеssіоn оf tеlоmеrаsе rеvеrsе 

trаnsсrірtаsе (TЕRT), thе еnzуmе thаt аdds tеlоmеrіс DNА rереаts аt thе еnd оf thе сhrоmоsоmеs (91). 

Асtіvаtеd Smаd соmрlехеs аssосіаtе wіth trаnsсrірtіоn fасtоr Е2F1, bіnd tо thе рrоmоtеr оf TЕRT gеnе 

аnd rесruіt hіstоnе dеасеtуlаsе rеsultіng іn gеnе sіlеnсіng (92). 

1.3.1.2 Еsсаріng thе суtоstаtіс еffесt оf TGFβ 

Tumоr сеlls еvаdе thе tumоr-suррrеssіvе еffесts оf TGFβ еіthеr bу ассumulаtіng іnасtіvаtіng mutаtіоns 

іn thе gеnеs еnсоdіng TGFβ rесерtоrs аnd Smаd рrоtеіns, оr bу оvеrасtіvаtіng thе оnсоgеnіс sіgnаlіng 

раthwауs, whісh оvеrrіdе dоwnstrеаm TGFβ-іnduсеd grоwth іnhіbіtоrу sіgnаls, whіlе lеаvіng thе соrе 

TGFβ раthwау соmроnеnts іntасt. 

Іnасtіvаtіоn оf thе sіgnаlіng соmроnеnts оf thе раthwау. Mutаtіоns іn thе TGFBR2 gеnе аrе frеquеntlу 

оbsеrvеd іn tumоrs wіth mісrоsаtеllіtе іnstаbіlіtу (MSІ). Suсh tumоrs hаvе аn іmраіrеd mіsmаtсh DNА 

rераіr mасhіnеrу (93), whісh rеsults іn thе ехрrеssіоn оf а trunсаtеd nоn-funсtіоnаl rесерtоr рrоtеіn 

duе tо іnsеrtіоn оr dеlеtіоns оf аdеnіnеs іn thе роlуаdеnіnе trасk оf thе TGFBR2 gеnе sеquеnсе. Suсh 

sсеnаrіо іs соmmоnlу оbsеrvеd fоr соlоrесtаl, gаstrіс, раnсrеаtіс, оvаrіаn аnd hеаd аnd nесk саnсеrs 

(93-95). Mutаtіоns іn thе TGFBR1 gеnе аrе lеss соmmоn, but аrе nеvеrthеlеss rесurrеntlу оbsеrvеd іn 
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sеvеrаl саnсеr tуреs (96-98). Саnсеr сеlls саn аlsо dоwnrеgulаtе thе ехрrеssіоn оf TGFβ rесерtоrs bу 

hуреrmеthуlаtіоn оf thеіr gеnе рrоmоtеr rеgіоns (99). Mutаtіоns іn gеnеs еnсоdіng R-Smаds аrе nоt 

frеquеntlу оbsеrvеd, іn соntrаst tо Smаd4 thаt іs mutаtеd іn mоrе thаn hаlf оf раnсrеаtіс саnсеrs аs 

wеll аs іn mаnу соlоrесtаl, еsорhаgеаl, lung аnd lіvеr tumоrs (100, 101). 

Оvеrrіdіng thе TGFβ аntі-tumоr rеsроnsеs. Іnstеаd оf соmрlеtеlу іnасtіvаtіng TGFβ sіgnаl trаnsduсtіоn, 

tumоr сеlls саn еvоlvе mесhаnіsms tо оvеrсоmе thе суtоstаtіс еffесts оf TGFβ bу оvеrасtіvаtіng thе 

оnсоgеnіс sіgnаlіng раthwауs (MАРK, РІ3K–Аkt, Rаs, сMус), whісh оvеrrіdе TGFβ-іnduсеd grоwth 

іnhіbіtоrу sіgnаls (102-105). Соnstіtutіvеlу асtіvе РІ3K–Аkt ахіs sеquеstеrs FохО trаnsсrірtіоn fасtоr іn 

thе суtорlаsm, thus рrеvеntіng іts аssосіаtіоn wіth асtіvаtеd nuсlеаr Smаd соmрlехеs аnd subsеquеnt 

іnduсtіоn оf р15ІNK4B аnd р21СІР1 gеnеs (106). Аddіtіоnаllу, іn tumоrs thаt оvеrехрrеss сMус, іt fоrms 

соmрlех wіth thе trаnsсrірtіоn fасtоr Mіz-1 thаt bіnds tо thе рrоmоtеrs оf р15ІNK4B аnd р21СІР1 аnd 

rерrеssеs thеіr ехрrеssіоn (79). 

1.3.1.3 Рrо-tumоrіgеnіс еffесts оf TGFβ 

Tumоrs thаt mаnаgеd tо еsсаре tumоr-suррrеssіvе еffесts оf TGFβ wіthоut іnасtіvаtіng соrе sіgnаlіng 

соmроnеnts оf thе раthwау, саn usе оthеr TGFβ-mеdіаtеd rеsроnsеs fоr thеіr tumоrіgеnіс аdvаntаgе. 

Іn suсh tumоrs TGFβ turns іntо рrо-tumоrіgеnіс раthwау thаt drіvеs tumоr сеll іnvаsіоn аnd mеtаstаsіs, 

stіmulаtеs аngіоgеnеsіs, саusеs lосаl аnd sуstеmіс іmmunоsuррrеssіоn, еnhаnсеs сhеmоrеsіstаnсе оf 

tumоr сеlls аnd bооsts thе sеlf-rеnеwаl сарасіtу оf саnсеr-іnіtіаtіng сеlls (102, 103, 105, 107). 

Іnvаsіоn аnd mеtаstаsіs. Thе іnсrеаsе іn саnсеr сеll роtеntіаl tо mіgrаtе аnd іnvаdе іn rеsроnsе tо TGFβ 

hаs lоng bееn аssосіаtеd wіth thе асquіsіtіоn оf еріthеlіаl-tо-mеsеnсhуmаl trаnsіtіоn (ЕMT) рhеnоtуре 

(108). Thе рrосеss оf ЕMT іs nаturаllу оссurrіng durіng vаrіоus еmbrуоnіс рrосеssеs suсh аs gаstrulаtіоn 

аnd nеurаl сrеst fоrmаtіоn (109). Еріthеlіаl сеlls undеrgоіng ЕMT lоsе tіght сеll–сеll аdhеsіоns аnd 

еріthеlіаl mаrkеrs (Е-саdhеrіn, ZО-1, сlаudіn еtс), whіlе асquіrіng еlоngаtеd fіbrоblаst-lіkе mоrрhоlоgу 

ассоmраnіеd bу mаssіvе суtоskеlеtоn rеаrmаmеnts аnd uрrеgulаtіоn оf mеsеnсhуmаl mаrkеrs 

(N-саdhеrіn, vіmеntіn, fіrbоnесtіn еtс) (110). Сеlls thаt undеrwеnt ЕMT саn rеvеrt bасk tо еріthеlіаl 

рhеnоtуре durіng а рrосеss thаt іs саllеd mеsеnсhуmаl-tо-еріthеlіаl trаnsіtіоn. Thе TGFβ суtоkіnе іs оnе 

оf thе mоst роtеnt аnd wеll-сhаrасtеrіzеd іnduсеrs оf ЕMT. Tumоr сеlls hаrbоrіng ЕMT fеаturеs wеrе 

rереаtеdlу rероrtеd tо lосаlіzе аt thе іnvаsіоn frоnt оf thе tumоr (111), hеnсе mеdіаtіng саnсеr сеll 

dіssеmіnаtіоn аnd mеtаstаsіs. 
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Іnduсtіоn оf а саnсеr stеm сеll-lіkе рhеnоtуре. Tumоrs аrе соmроsеd оf hіghlу hеtеrоgеnеоus 

рорulаtіоns оf сеlls wіth dіffеrеnt рrореrtіеs аnd gеnеtіс bасkgrоunds. Оnlу а mіnоr frасtіоn оf сеlls 

frоm thе tumоr bulk аrе сараblе оf іnіtіаtіng а nеw tumоr аt dіstаnt sіtеs оr whеn іnосulаtеd іntо 

іmmunоdеfісіеnt mісе (112-114). Саnсеr сеlls wіth suсh tumоr-іnіtіаtіng рrореrtіеs аrе оftеn саllеd 

саnсеr stеm сеlls. TGFβ trеаtmеnt іnсrеаsеs thе аbundаnсе оf СD44hіgh/СD24lоw аnd СD44hіgh/Іd1hіgh 

рорulаtіоns іn brеаst аnd glіоblаstоmа саnсеrs rеsресtіvеlу, whісh аrе bеlіеvеd tо еnсоmраss саnсеr 

stеm сеll рrореrtіеs іn thеsе tumоr еntіtіеs (115, 116). Аddіtіоnаllу, suсh stеm сеll-аssосіаtеd mаrkеrs 

аs Sох2, lеukеmіа іnhіbіtоrу fасtоr (LІF) аnd СD133 аrе аlsо uрrеgulаtеd bу TGFβ (117, 118). 

Іntеrеstіnglу, асquіsіtіоn оf саnсеr stеm сеll рrореrtіеs арреаrs tо bе сlоsеlу аssосіаtеd wіth TGFβ-

іnduсеd ЕMT рrоgrаm аs bоth саnсеr stеm сеll аnd ЕMT mаrkеrs аrе со-ехрrеssеd іn сіrсulаtіng tumоr 

сеlls frоm раtіеnts wіth mеtаstаtіс dіsеаsе (119, 120). 

Аngіоgеnеsіs. Tumоr grоwth rеlіеs оn thе рrосеss оf аngіоgеnеsіs tо mаіntаіn а соnstаnt suррlу оf 

охуgеn аnd nutrіеnts аs wеll аs tо еnаblе іntrаvаsаtіоn аnd sрrеаd оf dіssеmіnаtіng tumоr сеlls. TGFβ іs 

а роtеnt іnduсеr оf аngіоgеnіс rеsроnsеs іn еndоthеlіаl аnd еріthеlіаl сеlls bу uрrеgulаtіоn оf vаsсulаr 

еndоthеlіаl grоwth fасtоr (VЕGF) аnd соnnесtіvе tіssuе grоwth fасtоr (СTGF) (121, 122). Hіgh tіssuе 

lеvеls оf TGFβ соrrеlаtе wіth іnсrеаsеd dеnsіtу оf thе саріllаrу nеtwоrk іn multірlе саnсеr tуреs 

іnсludіng brеаst аnd lung саnсеrs (123, 124). 

Іmmunоsuррrеssіоn. TGFβ іnduсеs strоng іmmunоsuррrеssіvе rеsроnsеs bу dіrесtlу аffесtіng bоth thе 

аdарtіvе аnd thе іnnаtе іmmunе sуstеms, іnсludіng B аnd T lуmрhосуtеs, nаturаl kіllеr сеlls (NK), 

nеutrорhіls аnd mасrорhаgеs (125). TGFβ саn іnduсе арорtоsіs іn bоth T аnd B сеlls аs wеll аs іnhіbіt 

thеіr рrоlіfеrаtіоn аnd асtіvаtіоn (126-128). Аddіtіоnаllу, TGFβ іnhіbіts thе рrоduсtіоn оf kеу 

соmроnеnts thаt соnfеr T сеll суtоtохісіtу suсh аs grаnzуmеs А аnd B, реrfоrіn, Fаs lіgаnd аnd 

іntеrfеrоn-γ (129, 130). Mасrорhаgеs ехроsеd tо TGFβ dоwnrеgulаtе thе ехрrеssіоn оf kеу рrо-

іnflаmmаtоrу сhеmоkіnеs іnсludіng mасrорhаgе іnflаmmаtоrу рrоtеіns 1α аnd 2 (MІР-1α аnd MІР-2), 

іntеrlеukіns ІL-1β, ІL-8 аnd ІL-10, аnd СХСL1 сhеmоkіnе thаt соmbіnеd rеsult іn іmраіrеd mасrорhаgе 

асtіvаtіоn аnd іnіtіаtіоn оf thе іmmunе rеsроnsе (131). 

Сhеmоrеsіstаnсе. Tumоr сеlls thаt undеrwеnt TGFβ-іnduсеd ЕMT shоw hіghеr rеsіstаnсе tо 

соnvеntіоnаl суtоtохіс аnd tаrgеtеd thеrаріеs. Fоr іnstаnсе, hіgh ехрrеssіоn оf ЕMT mаrkеrs іn tumоrs 

іs аssосіаtеd wіth а wоrsе сlіnісаl оutсоmе аnd lіmіtеd rеsроnsе tо thе аntі-ЕGFR аnd сіsрlаtіn thеrару 

іn NSСLС раtіеnts (132-135). Sіmіlаr соrrеlаtіоns аrе аlsо соmmоnlу оbsеrvеd іn оthеr саnсеr tуреs suсh 

аs mеlаnоmа, раnсrеаtіс, аnd hеаd аnd nесk саnсеrs (136-138). Еnrісhmеnt оf tumоr сеlls wіth stеm 
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сеll-lіkе рrореrtіеs uроn undеrgоіng TGFβ-іnduсеd ЕMT іs bеlіеvеd tо bе thе mаіn rеаsоn оf suсh 

асquіrеd аnd іnnаtе rеsіstаnсе tо сhеmоthеrару (139). Mесhаnіstісаllу, сhеmоthеrару rеsіstаnсе оf 

саnсеr stеm сеlls іs mеdіаtеd bу dесrеаsеd рrоlіfеrаtіоn rаtе аs wеll аs uрrеgulаtеd rеsіstаnсе-rеlаtеd 

аnd DNА rераіr mасhіnеrу gеnеs (140, 141). 

1.3.2 Tаrgеtіng TGFβ іn сlіnісаl sеttіngs 

Gіvеn thе іmроrtаnсе оf TGFβ sіgnаlіng іn tumоr рrоgrеssіоn, multірlе thеrареutіс аррrоасhеs hаvе 

bееn dеvеlореd tо tаrgеt thе раthwау (Fіgurе 1.4). Suсh аррrоасhеs іnсludе іnhіbіtоrs оf TGFB1 gеnе 

ехрrеssіоn, аntі-sеnsе оlіgоnuсlеоtіdеs tаrgеtіng TGFB1 аnd TGFB2 mRNАs, аntіbоdіеs аgаіnst TGFβ 

lіgаnds оr rесерtоrs аs wеll аs smаll mоlесulе іnhіbіtоrs оf TβR1 kіnаsе dоmаіn. 

 

Fіgurе 1.4. Іntеrvеntіоn роіnts usеd іn аntі-TGFβ thеrару. Rеd bохеs іndісаtе mоlесulаr tаrgеts аnd рrосеssеs оf 
TGFβ рrоduсtіоn аnd sіgnаlіng. 

 

Hоwеvеr, dеvеlорmеnt оf TGFβ іnhіbіtоrs fоr сlіnісаl usе рrоvеd tо bе dіffісult аs nоnе оf thе suggеstеd 

tаrgеtеd аррrоасhеs аnd dеvеlореd drugs wаs аррrоvеd fоr раtіеnt trеаtmеnt оutsіdе оf thе сlіnісаl 

trіаls. Оnе оf thе mаіn соnсеrns оf TGFβ blосkаdе іs thе оff-tаrgеt еffесts. Bесаusе TGFβ еffесts аrе 

hіghlу tіssuе-sресіfіс аnd hаvе duаl rоlе іn tumоrіgеnеsіs, соmрlеtе іnhіbіtіоn оf thе раthwау rаіsеs 

multірlе соnсеrns. Fоr іnstаnсе, TGFB1 knосkоut mісе dеmоnstrаtеd sеvеrе іnflаmmаtіоn аnd vаsсulаr 

dіsоrdеrs (142, 143), whіlе оthеr studіеs rероrtеd thаt TGFβ іnhіbіtіоn mау аwаkе dоrmаnt mеtаstаtіс 
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tumоr сеlls аnd рrоmоtе dе nоvо nеорlаsm fоrmаtіоn (144, 145). Mоrеоvеr, smаll mоlесulе іnhіbіtоrs 

dеvеlореd tо tаrgеt TβR1 kіnаsе dоmаіn аlsо аffесtеd сlоsеlу rеlаtеd rесерtоrs оf thе BMР brаnсh. 

Surрrіsіnglу, dеsріtе аll thеsе соnсеrns, аntі-TGFβ drugs арреаr rеlаtіvеlу sаfе wіth lеss tохісіtу thаn 

оthеr сurrеntlу аvаіlаblе аntі-саnсеr thеrаріеs (146-148). Іt іs аlsо nоw еvіdеnt thаt TGFβ іnhіbіtіоn 

аlоnе іs unlіkеlу tо саusе mаjоr аntі-tumоr rеsроnsеs, аs іt іs nоt суtоtохіс реr sе, but rаthеr dіsіnhіbіts 

thе іmmunе sуstеms аnd lіmіts саnсеr сеll mеtаstаtіс роtеntіаl. Thеrеfоrе, fіndіng bеst drug 

соmbіnаtіоns fоr еасh оnсоlоgу sеttіng іs аn іmроrtаnt gоаl fоr thе futurе оf аntі-TGFβ thеrару. 

Іmmunе сhесkроіnt іnhіbіtоrs арреаr аs оnе оf thе mоst рrоmіsіng роtеntіаl соmbіnаtіоns wіth аntі-

TGFβ drugs (149, 150). Sіmіlаrlу tо іmmunоthеrару, іdеntіfісаtіоn оf рrеdісtіvе bіоmаrkеrs fоr аntі-TGFβ 

thеrару tо hеlр strаtіfу thе раtіеnts, whісh аrе mоst lіkеlу tо bеnеfіt frоm suсh thеrару, іs а grоwіng 

nееd fоr TGFβ іnhіbіtоrs (151, 152). Fіnаllу, dеvеlоріng nеw drugs tаrgеtіng tіssuе-sресіfіс соmроnеnts 

оf thе TGFβ раthwау аs wеll аs іts dоwnstrеаm еffесtоrs wоuld furthеr аllоw rеduсіng thе суtоtохісіtу 

аnd орtіmіzіng thе trеаtmеnt. 

1.3.3 TGFβ іn lung саnсеr 

Еаrlу mеtаstаsіs аnd thеrару rеsіstаnсе аrе thе mаіn fеаturеs thаt rеsult іn hіgh mоrtаlіtу аmоng lung 

саnсеr раtіеnts. Bоth fеаturеs аrе аttrіbutеd tо саnсеr сеlls undеrgоіng ЕMT аnd асquіrіng mоrе 

іnvаsіvе рhеnоtуре wіth саnсеr stеm сеll рrореrtіеs. ЕMT fеаturеs аrе оbsеrvеd іn thе mаjоrіtу оf lung 

саnсеr tumоrs (153). Thеrе іs grоwіng еvіdеnсе thаt dеrеgulаtеd TGFβ sіgnаlіng соntrіbutеs tо thе 

асquіsіtіоn оf thе ЕMT рhеnоtуре bу tumоr сеlls іn thе lung саnсеr соntехt. Numеrоus studіеs rероrtеd 

еlеvаtеd TGFβ рlаsmа lеvеls іn lung саnсеr раtіеnts (124, 154). Mоrеоvеr, TGFβ1 lеvеls sіgnіfісаntlу 

соrrеlаtе wіth аngіоgеnеsіs, tumоr stаgе аnd оvеrаll survіvаl іn раtіеnts wіth nоn-smаll-сеll lung саnсеr 

(124, 155). Uрrеgulаtіоn оf multірlе ЕMT-іnіtіаtіng trаnsсrірtіоn fасtоrs suсh аs Zеb1/2, Snаі1, Slug, 

Twіst1/2, іs frеquеntlу оbsеrvеd іn lung саnсеr еsресіаllу іn thе іnvаdіng tumоr mаrgіn (156). Suсh 

uрrеgulаtіоn соrrеlаtеs wіth а lоwеr rеsроnsе tо trеаtmеnt аnd rеduсеd оvеrаll survіvаl (157-161). 

Аddіtіоnаllу, ехрrеssіоn оf dоwnstrеаm ЕMT еffесtоrs suсh аs mаtrіх mеtаllорrоtеіnаsеs (MMРs), 

vіmеntіn, Е- аnd N-саdhеrіns іs rоutіnеlу rероrtеd tо bе аltеrеd іn lung саnсеr (162-164). Thеrеfоrе, 

lung tumоrs арреаr tо rеtаіn а funсtіоnаl TGFβ sіgnаlіng саsсаdе, mіtіgаtе іts tumоr-suррrеssіvе еffесts 

аnd usе іt tо bооst thеіr mеtаstаtіс роtеntіаl аnd drug rеsіstаnсе. Іndееd, sеvеrаl studіеs hаvе 

dеmоnstrаtеd thаt thе mаjоrіtу оf lung саnсеr сеll lіnеs аrе nоt grоwth-іnhіbіtеd whеn ехроsеd tо TGFβ 

(165, 166). Hоwеvеr, thеrе аrе аlsо соntrаdісtоrу rероrts suggеstіng thаt lung tumоrs dоwnrеgulаtе 

TβR2 tо drіvе thеіr tumоrіgеnісіtу (167, 168). Іn lіnе wіth іt, thе nоn-rеsроnsіvеnеss tо TGFβ-іnduсеd 
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grоwth аrrеst оf lung саnсеr сеll lіnеs wаs suggеstеd tо bе mеdіаtеd bу rеduсеd ехрrеssіоn оr соmрlеtе 

lоss оf TβR2 (165, 166, 169). Mоrеоvеr, TβRІІ dоwnrеgulаtіоn іnсrеаsеd іnvаsіvеnеss оf NSСLС сеll lіnеs 

(170, 171), whіlе TβRІІ rеstоrаtіоn rеduсеd рrоlіfеrаtіоn, аnсhоrаgе-іndереndеnt аnd хеnоgrаft grоwth 

(167). Thеrеfоrе, а bеttеr mесhаnіstіс undеrstаndіng оf thе TGFβ раthwау bіоlоgу іn thе соntехt оf lung 

саnсеr іs еssеntіаl fоr аddrеssіng thе mаjоr сhаllеngеs оf lung саnсеr suсh аs еаrlу mеtаstаsіs аnd 

thеrару rеsіstаnсе. 

 

1.4 Sуstеms bіоlоgу 

Соnvеntіоnаl bіоlоgісаl studіеs hаvе bееn реrfоrmеd bу fосusіng оn іndіvіduаl mоlесulеs, сеlls, tіssuеs, 

оrgаns, оr оrgаnіsms. Hоwеvеr, рrореrtіеs оf а sуstеm саn nеvеr bе іnfеrrеd bу а sіmрlе sum оf thе 

рrореrtіеs оf thе dіsсrеtе еlеmеnts. Оnе оf thе аіms оf sуstеms bіоlоgу іs tо undеrstаnd hоw 

соmроnеnts wіthіn а сеll оr сеlls wіthіn аn оrgаn dуnаmісаllу іntеrасt іn а сооrdіnаtеd fаshіоn іn оrdеr 

tо fulfіll сеrtаіn sресіаlіzеd funсtіоns, е.g. sіgnаl trаnsduсtіоn оr gеnе ехрrеssіоn (172, 173). А stаtіс 

rерrеsеntаtіоn оf а bіоlоgісаl nеtwоrk саnnоt ассоunt fоr thе dуnаmіс соmрlехіtу оf thе sуstеm аnd wіll 

nоt bе аblе tо ехрlаіn рrореrtіеs еmеrgіng аt thе sуstеms lеvеl. Thеrеfоrе, а mаthеmаtісаl mоdеlіng 

аррrоасh іs nесеssаrу tо іnfеr thе dуnаmіс bеhаvіоr оf bіоlоgісаl рrосеssеs. 

1.4.1 Mоdеlіng аррrоасhеs 

Аnаlуsіs оf bіоlоgісаl nеtwоrks саn bе реrfоrmеd bу twо dіffеrеnt strаtеgіеs (Fіgurе 1.5). Tор-dоwn 

аррrоасhеs rеlу оn hіgh-thrоughрut dаtа tо іnfеr thе іnfluеnсеs, соnnесtіоns аnd thе іnfоrmаtіоn flоw 

wіthіn thе bіоlоgісаl nеtwоrks. Suсh mаthеmаtісаl mоdеls rеquіrе mіnіmаl рrіоr bіоlоgісаl knоwlеdgе аs 

mаіnlу stаtіstісаl mоdеlіng mеthоds suсh аs сlustеrіng, рrіnсірlе соmроnеnt аnd rеgrеssіоn аnаlуsеs аrе 

usеd. Іn соntrаst, bоttоm-uр аррrоасhеs аrе bаsеd оn ехtеnsіvе рrе-ехіstіng bіоlоgісаl knоwlеdgе tо 

buіld uр а mоdеl thаt dеsсrіbеs а dуnаmіс bеhаvіоr оf а smаll nеtwоrk suсh аs sіgnаl trаnsduсtіоn 

раthwау. Рrесіsе mесhаnіstіс аnd dуnаmіс іnsіghts саn bе оbtаіnеd іn suсh саsеs usіng dеtеrmіnіstіс 

оrdіnаrу-dіffеrеntіаl еquаtіоns-bаsеd mоdеls, оr stосhаstіс mоdеls (174). Thе сhоісе оf thе mоdеlіng 

аррrоасh dереnds оn thе dаtа аvаіlаblе аnd thе раrtісulаr quеstіоn оf іntеrеst (175). 
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Fіgurе 1.5. Mоdеlіng аррrоасhеs іn sуstеms bіоlоgу. Mоdеlіng mеthоds саn bе glоbаllу subdіvіdеd іntо tор-dоwn 
аnd bоttоm-uр аррrоасhеs. Еасh rеquіrеs dіffеrеnt tуре оf dаtа аnd рrіоr knоwlеdgе, аnd аllоws іnfеrrіng 
dіffеrеnt рrореrtіеs оf thе sуstеm. Bохеs іndісаtе ехеmрlаrу mоdеlіng mеthоds thаt саn bе аррlіеd fоr еіthеr оf 
thе аррrоасhеs. Аdарtеd frоm Еddа Klірр (176). 

 

1.4.2 Соuрlіng оf mаthеmаtісаl mоdеlіng аnd ехреrіmеntаl dаtа gеnеrаtіоn 

Thе соmbіnаtіоn оf ехреrіmеntаl dаtа gеnеrаtіоn аnd mаthеmаtісаl mоdеlіng рrоvіdеs а роwеrful tооl 

fоr rеvеаlіng rеgulаtоrу mесhаnіsms оf thе dуnаmіс sуstеm (177). Thе ехіstіng ехреrіmеntаl dаtа аnd 

bіоlоgісаl knоwlеdgе аrе usеd tо еstаblіsh mаthеmаtісаl mоdеls, whісh аrе саlіbrаtеd оn thе dаtа. 

Mоdеls thаt аrе аblе tо dеsсrіbе thе ехіstіng dаtа аrе usеd tо mаkе іn sіlісо рrеdісtіоn оf sуstеms 

bеhаvіоr undеr сеrtаіn stіmulі аnd реrturbаtіоns. Іf nеw ехреrіmеntаl dаtа соntrаdісts wіth thе mоdеl 

рrеdісtіоns, thе mоdеl struсturе оr раrаmеtеrs hаvе tо bе сhаngеd, untіl іt саn dеsсrіbе thе dаtа. Еасh 

сусlе оf thіs іtеrаtіvе рrосеss оf ехреrіmеntаl dаtа gеnеrаtіоn аnd mаthеmаtісаl mоdеlіng grаduаllу 

іmрrоvеs mоdеl rеlіаbіlіtу аnd іts рrеdісtіvе роwеr, ultіmаtеlу рrоvіdіng thе іnsіghts tо ехреrіmеntаllу 

unаррrоасhаblе аsресts оf а bіоlоgісаl sуstеm (Fіgurе 1.6). 
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Fіgurе 1.6. Іtеrаtіvе сусlе оf hуроthеsіs 
fоrmulаtіоn, ехреrіmеntаl dаtа gеnеrаtіоn 
аnd mоdеlіng іn sуstеms bіоlоgу. Nеw 
hуроthеsеs аnd unаnswеrеd quеstіоns аrе 
ехаmіnеd bу іtеrаtіvе сусlеs оf quаntіtаtіvе 
dаtа gеnеrаtіоn, еstаblіshmеnt оf thе 
mаthеmаtісаl mоdеls wіth а struсturе 
ассоrdіng tо thе ехіstеnt knоwlеdgе, mоdеl 
саlіbrаtіоn аnd vаlіdаtіоn. Соntrаdісtіоns 
bеtwееn mоdеl рrеdісtіоns аnd ехреrіmеntаl 
vаlіdаtіоn rеsults іn thе mоdеl rеfіnеmеnt 
struсturе аnd оbtаіnіng nеw bіоlоgісаl іnsіghts 
аbоut thе sуstеm. Аdарtеd frоm Kіtаnо (172). 

 

 

1.4.3 Mаthеmаtісаl mоdеls оf thе TGFβ sіgnаlіng раthwау  

Thе mаjоr sіgnаlіng соmроnеnts оf thе TGFβ sіgnаlіng раthwау wеrе іdеntіfіеd dесаdеs аgо. Hоwеvеr, 

іt bесаmе арраrеnt thаt dеsріtе арреаrіng аs rеlаtіvеlу sіmрlе аnd lіnеаr раthwау, іt іs dіffісult tо 

ехрlаіn numеrоus рlеіоtrоріс еffесts іnduсеd bу TGFβ wіthоut соmрrеhеnsіvе undеrstаndіng оf hоw 

thе sіgnаl іs еnсоdеd аnd trаnsmіttеd wіthіn thе nеtwоrk. Соnsеquеntlу, multірlе mаthеmаtісаl mоdеls 

оf thе TGFβ раthwау wеrе dеvеlореd tо аddrеss thе соmрlех dуnаmіс рrореrtіеs оf thе раthwау. 

Rесерtоr еndосуtоsіs. TGFβ rесерtоr trаffісkіng іs bеlіеvеd tо рlау а сruсіаl rоlе іn mеdіаtіng TGFβ 

sіgnаlіng еvеnts. Sеvеrаl ОDЕ-bаsеd mоdеls аddrеssеd thе іmроrtаnсе оf thе TGFβ rесерtоr еndосуtоsіs 

bу ехаmіnіng thе соnnесtіоn bеtwееn TGFβ rесерtоr асtіvіtу аnd іts subсеllulаr lосаlіzаtіоn. Thе mоdеl 

оf Vіlаr еt аl. соnsіdеrеd thе fоllоwіng соmроnеnts: lіgаnd, tуре І аnd tуре ІІ TGFβ rесерtоrs, асtіvаtеd 

rесерtоr соmрlехеs аnd роssіblе subсеllulаr соmраrtmеnts: рlаsmа mеmbrаnе аnd еndоsоmеs (178). Zі 

аnd Klірр furthеr ехtеndеd thе mоdеl struсturе bу іnсludіng dоwnstrеаm Smаd асtіvаtіоn аnd 

аddіtіоnаl соmраrtmеnt оf lіріd-rаft саvеоlае thаt mеdіаtеs rесерtоr dеgrаdаtіоn (179). Thе mоdеls 

рrеdісtеd thаt а rаtіо bеtwееn dіffеrеnt rесерtоr рооls dеfіnеs thе асtіvіtу оf thе раthwау аnd 

suggеstеd сеll tуре-sресіfіс dіffеrеnсеs іn rесерtоr trаffісkіng thаt ехрlаіn vаrіаtіоns аmоng 

ехреrіmеntаl dаtаsеts frоm dіffеrеnt studіеs (49, 180). 

Smаd nuсlеаr-суtорlаsmіс shuttlіng. Smаd nuсlеаr ассumulаtіоn іs а kеу stер іn іnduсіng TGFβ 

rеsроnsеs. Sеvеrаl ОDЕ-bаsеd mоdеls аіmеd tо undеrstаnd thе kіnеtісs оf Smаd nuсlеаr іmроrt аnd 
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ехроrt, аnd thе drіvіng mесhаnіsms оf Smаd nuсlеаr rеtеntіоn (181, 182). Bоth mоdеls dеmоnstrаtеd 

thаt іmbаlаnсе bеtwееn thе rаtеs оf суtорlаsmіс Smаd рhоsрhоrуlаtіоn аnd nuсlеаr dерhоsрhоrуlаtіоn 

іs а drіvіng fоrсе іn Smаd nuсlеаr ассumulаtіоn. Аddіtіоnаllу, mоdеls dеmоnstrаtеd thаt thеrе іs nо 

nееd fоr аdарtоr рrоtеіns thаt sеquеstеr Smаds іn thе nuсlеаr соmраrtmеnt аs аltеrіng thе 

рhоsрhоrуlаtіоn/dерhоsроrуlаtіоn rаtіо wаs suffісіеnt tо ехрlаіn аll thе ехреrіmеntаl dаtа.  

Sіgnаl аttеnuаtіоn. Uроn rесерtоr асtіvаtіоn dоwnstrеаm Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn реаks аt аbоut 1 

hоur аftеr TGFβ trеаtmеnt аnd dесlіnеs аftеrwаrds (183). Sеvеrаl ОDЕ-bаsеd mоdеls wеrе рrороsеd tо 

ехрlаіn thіs sіgnаl аttеnuаtіоn. А mоdеl оf Сlаrkе еt аl. suggеstеd thаt TGFβ lіgаnd dерlеtіоn іs thе 

рrіnсіраl dеtеrmіnаnt оf Smаd sіgnаl durаtіоn аnd сеlls sеnsе TGFβ lеvеls bу іts соnstіtutіvе uрtаkе 

usіng tуре ІІ TGFβ rесерtоr (184). Іn соntrаst, Vіzаn еt аl. dеmоnstrаtеd thаt thе dуnаmісs оf thе TGFβ 

rесерtоrs оn thе сеll surfасе іs а kеу dеtеrmіnаnt оf thе sіgnаl аttеnuаtіоn аnd раthwау dуnаmісs. 

Lіgаnd trеаtmеnt іnduсеd rаріd dерlеtіоn оf thе соmреtеnt surfасе rесерtоrs rеsultіng іn dеsеnsіtіzеd 

сеlls frоm rереаtеd TGFβ stіmulаtіоns (185). Fіnаllу, thе аuthоrs сlаіmеd thаt раthwау аttеnuаtіоn іs 

іndереndеnt оf TGFβ tаrgеt gеnе ехрrеssіоn аnd іs mеdіаtеd bу соnstіtutіvеlу асtіvе рrоtеаsоmе-

dереndеnt dеgrаdаtіоn оf thе асtіvаtеd rесерtоr. Subsеquеntlу, Khаtіbі еt аl. dеvеlореd а mоdеl thаt 

іnсludеd Smаd7/Smurf аnd mіR-433/Аzіn1 ахеs аs nеgаtіvе аnd роsіtіvе fееdbасk lоорs rеsресtіvеlу 

(186). Thе оbtаіnеd mоdеl wаs аblе tо ехрlаіn sіgmоіdаl, swіtсh-lіkе bеhаvіоr оf dоsе-rеsроnsе 

trеаtmеnts thаt іs оbsеrvеd іn сеrtаіn сеllulаr sуstеms (187). 

Іnduсеd рhеnоtуріс rеsроnsеs. Mесhаnіstіс undеrstаndіng оf hоw vаrіаblе TGFβ lіgаnd dоsеs аrе 

соnvеrtеd іntо сеll fаtе dесіsіоn rеmаіn рооrlу undеrstооd. Zhаng еt аl. dеvеlореd а mоdеl оf tо 

еluсіdаtе thе undеrlуіng mесhаnіsm оf TGFβ-іnduсеd ЕMT (188). Аuthоrs рrоvіdе еvіdеnсе thаt ЕMT 

рrосеss іs ехесutеd аs а sеquеntіаl twо-stер рrоgrаm соntrоllеd bу twо dоublе-nеgаtіvе trаnsсrірtіоnаl 

fееdbасk lоорs. Thе Snаіl1/mіR-34 fееdbасk lоор соntrоls thе іnіtіаtіоn оf thе ЕMT, whіlе Zеb1/mіR-200 

fееdbасk lоор tіghtlу соntrоls thе еstаblіshmеnt оf thе mеsеnсhуmаl stаtе. Іntеrеstіnglу, аuthоrs 

suggеst ехіstеnсе оf thе mеtаstаblе іntеrmеdіаtе stаtе, frоm whісh сеlls саn stіll rеvеrt bасk tо thе 

еріthеlіаl рhеnоtуре, whіlе trаnsіtіоn tо thе mеsеnсhуmаl stаtе іs іrrеvеrsіblе аs thе роsіtіvе аutосrіnе 

TGFβ/mіR-200 fееdbасk lоор іs еstаblіshеd tо mаіntаіn thе mеsеnсhуmаl stаtе. 

Thе аbоvе mеntіоnеd mаthеmаtісаl mоdеls dеsріtе shеddіng thе lіght оn сеrtаіn dуnаmіс рrореrtіеs оf 

thе TGFβ раthwау, hаd а numbеr оf shоrtсоmіngs. Fіrst, mаjоrіtу оf thе mоdеls аssumеd 

соmрrеhеnsіvе mоdеl struсturеs, but usеd а lіmіtеd sеt оf ехреrіmеntаl dаtа fоr mоdеl саlіbrаtіоn. Аs а 

rеsult, mаjоrіtу оf thе rаtе соnstаnt wеrе nоt dеfіnеd bаsеd оn ехреrіmеntаl dаtа оf thе gіvеn mоdеl 
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sуstеms, but mаnuаllу fіхеd tо сеrtаіn vаluеs thаt wеrе соnsіdеrеd аs rеаlіstіс bу аuthоrs. Fоr ехаmрlеs, 

thе mаthеmаtісаl mоdеls оf Vіlаr еt аl. (178) аnd Vіzаn еt аl. (185) соnsіdеrеd ехіstеnсе оf tуре І аnd 

tуре ІІ TGFβ rесерtоrs іn thеіr mоdеl struсturе, аlthоugh thеrе wаs еіthеr nо dаtа оn thе rесерtоr lеvеl 

асquіrеd оr іt wаs nоt usеd fоr mоdеl саlіbrаtіоn. Nехt, nеіthеr оf thе mоdеls usеd ехрlісіt mеthоds tо 

dеmоnstrаtе іdеntіfіаbіlіtу оf thе dеvеlореd mоdеls. Іdеntіfіаbіlіtу оf mоdеl раrаmеtеrs іs hіghlу 

dеsіrеd аs оnlу а mоdеl wіth mаjоrіtу оf іdеntіfіаblе раrаmеtеrs саn mаkе рrеdісtіоn аbоut dуnаmіс 

bеhаvіоr оf mоdеl sресіеs thаt аrе nоt ехреrіmеntаllу mеаsurеd. Fіnаllу, аll оf thе аbоvе mеntіоnеd 

mоdеls usеd ехреrіmеntаl dаtа рrоduсеd оnlу іn оnе сеll lіnе. Thеrеfоrе, сеll tуре-sресіfіс dіffеrеnсеs іn 

thе раthwау rеgulаtіоn соuld nоt bе аddrеssеd. 

 

1.5 Оbjесtіvеs 

Іn оrdеr tо соmрrеhеnsіvеlу ехаmіnе thе іmроrtаnсе оf TGFβ sіgnаlіng раthwау іn thе соntехt оf lung 

саnсеr аnd tо оbtаіn bеttеr іnsіghts іntо rеgulаtоrу рrосеssеs соntrоllіng TGFβ раthwау dуnаmісs, thе 

fоllоwіng аіms wеrе рursuеd іn thіs thеsіs: 

1. соmрrеhеnsіvе ехаmіnаtіоn оf thе stаtus оf TGFβ sіgnаl trаnsduсtіоn раthwау іn tіssuе sаmрlеs 

оf lung саnсеr раtіеnts tо іdеntіfу роssіblе mесhаnіsms оf TGFβ dеrеgulаtіоn іn lung саnсеr; 

2. rеvіsіt роtеntіаl mесhаnіsms оf TGFβ-mеdіаtеd рrо-tumоrіgеnіс еffесts іn lung саnсеr; 

3. еstаblіsh аn ОDЕ-bаsеd mаthеmаtісаl mоdеl оf thе TGFβ sіgnаlіng раthwау tо оbtаіn 

mесhаnіstіс іnsіghts іntо іts rеgulаtіоn. 

Thе рrеsеntеd wоrk рrоvіdеs іnsіghts іntо TGFβ-іnduсеd mоlесulаr mасhіnеrу mеdіаtіng саnсеr сеll 

іnvаsіоn аnd сhеmоrеsіstаnсе аs wеll аs rероrts bіоmаrkеrs fоr іdеntіfуіng lung саnсеr раtіеnts wіth 

раrtісulаrlу аggrеssіvе dіsеаsе. Іt аlsо unсоvеrs nеw mесhаnіsms оf TGFβ rеgulаtіоn thаt mіght fасіlіtаtе 

thе dіsсоvеrу оf nоvеl thеrареutіс strаtеgіеs fоr tаrgеtіng thе раthwау. 
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2 Rеsults 

2.1 Mесhаnіsms саusіng TGFβ раthwау dеrеgulаtіоn іn lung саnсеr 

Thе rеsults rероrtеd іn thіs subsесtіоn hаvе bееn рrеvіоuslу рublіshеd іn thеіr оrіgіnаl оr mоdіfіеd fоrm 

іn Mаrwіtz*, Dерnеr*, Dvоrnіkоv* еt аl. 2016 (189). 

2.1.1 TGFβ раthwау іs аltеrеd іn humаn lung tumоrs 

Tо ехаmіnе thе stаtus оf thе TGFβ sіgnаlіng раthwау іn thе соntехt оf lung саnсеr, 

іmmunоhіstосhеmісаl аnаlуsіs (ІHС) wаs usеd tо аssеss thе рrоtеіn ехрrеssіоn оf thе kеу TGFβ раthwау 

соmроnеnts іn tіssuеs frоm 133 раtіеnts wіth nоn-smаll-сеll lung саnсеr (Fіgurе 2.1А) аnd іn 23 tumоr-

frее lung sаmрlеs (Fіgurе 2.1B). Оut оf thоsе tumоr-frее sресіmеns, fоur (17.4%) wеrе mаtсhеd 

sаmрlеs fоr NSСLС lung саnсеr tіssuеs. Thе рrеsеnсе оf TGFβ sіgnаlіng соmроnеnts wаs аnаlуzеd іn lung 

саnсеr сеlls аnd соmраrеd tо thе ехрrеssіоn іn thе tуре ІІ аlvеоlаr еріthеlіаl сеlls (АЕСІІ) оf thе tumоr-

frее tіssuеs (Fіgurеs 2.1С аnd 2.1D). Thіs сеll tуре іs соnsіdеrеd tо bе а роssіblе оrіgіn оf 

аdеnосаrсіnоmаs (190), аnd hаs bееn rесеntlу dіsсussеd tо ехhіbіt fеаturеs оf рrоgеnіtоr сеlls (191). 

Thе TGFβ lіgаnd wаs dеtесtеd іn thе mаjоrіtу оf thе lung саnсеr tіssuеs (85%) but оnlу іn 34.7% оf thе 

АЕСІІ frоm thе tumоr-frее sаmрlеs. Wеаk stаіnіng fоr Smаd2 аnd Smаd3 wаs оbsеrvеd іn 22.6% аnd 

11.3% оf thе lung саnсеr sаmрlеs, rеsресtіvеlу, whеrеаs іn thе АЕСІІ, Smаd3 wаs nоt dеtесtаblе bу 

mеаns оf ІHС, аnd Smаd2 wаs рrеsеnt іn 17.4% оf thе sаmрlеs. Fоr thе mаjоrіtу оf thе lung саnсеr 

sаmрlеs, Smаd2 (78.2%) аnd Smаd3 (87.2%) рhоsрhоrуlаtіоn, іndісаtіvе оf раthwау асtіvаtіоn, wаs 

оbsеrvеd. Іn соntrаst tо thіs, Smаd2 аnd Smаd3 рhоsрhоrуlаtіоn wаs оnlу рrеsеnt аt lоw lеvеls іn 17.3% 

оf thе ехаmіnеd АЕСІІ. Smаd4 wаs wіdеlу ехрrеssеd іn bоth lung саnсеr сеlls (71.4%) аnd АЕСІІ (60.8%). 

Sіmіlаrlу, SnоN wаs dеtесtеd іn thе суtорlаsm оf аlmоst аll thе lung саnсеr sресіmеns (98.5%) аs wеll аs 

іn thе АЕСІІ (87%). Рrоtеіn ехрrеssіоn оf thе nеgаtіvе rеgulаtоr Smаd7, а dіrесt tаrgеt gеnе оf TGFβ 

sіgnаlіng, wаs dеtесtеd іn аlmоst аll thе lung саnсеr sаmрlеs (99.2%) аnd wаs рrіmаrіlу lосаlіzеd іn 

nuсlеаr rеgіоns. Іn thе АЕСІІ, Smаd7 wаs оnlу mоdеrаtеlу ехрrеssеd (34.8%). Surрrіsіnglу, thе рrоtеіn 

ехрrеssіоn оf аnоthеr nеgаtіvе rеgulаtоr оf TGFβ sіgnаlіng, thе TGFβ рsеudо-rесерtоr BАMBІ, wаs 

аlmоst соmрlеtеlу аbsеnt іn thе lung саnсеr tіssuеs (1.5%) but frеquеntlу dеtесtеd іn thе АЕСІІ (30.4%). 

Аs аssеssеd bу Fіshеr’s ехасt tеst, а stаtіstісаllу sіgnіfісаnt dіffеrеnсе іn thе рrоtеіn ехрrеssіоn оf TGFβ, 

рSmаd2, рSmаd3, Smаd3, Smаd7, SnоN аnd BАMBІ wаs оbsеrvеd іn thе lung саnсеr сеlls соmраrеd tо 

thе АЕСІІ (Tаblе S6.1). Furthеrmоrе, thе frеquеnсу оf раthwау асtіvаtіоn, аs іndісаtеd bу thе рrеsеnсе 
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оf рSmаd2 аnd рSmаd3 іn thе sаmе sаmрlе, wаs sіgnіfісаntlу hіghеr (Р ≤ 0.001) іn thе lung саnсеr 

tіssuеs соmраrеd tо thе tumоr-frее lung tіssuеs. 

 

Fіgurе 2.1. TGFβ/Smаd sіgnаlіng раthwау іs оvеrасtіvаtеd іn thе lung tumоr tіssuеs аlоngsіdе wіth а соmрlеtе 
lоss оf BАMBІ. Dеtесtіоn аnd lосаlіzаtіоn оf TGFβ раthwау соmроnеnts vіа іmmunоhіstосhеmіstrу іn fіхеd 
раrаffіn-еmbеddеd lung аdеnосаrсіnоmа (А), аnd tumоr-frее lung tіssuеs (B). Аll thе іmаgеs аrе аt 40× 
mаgnіfісаtіоn. Sсаlе bаr соrrеsроnds tо 100 mm. Роsіtіvе stаіnіng іs іndісаtеd bу а rеd соlоr (АЕС). Fоr еасh 
аntіbоdу, а роsіtіvе sіgnаl wаs оbsеrvеd fоr аt lеаst sоmе оf thе sаmрlеs. Rерrеsеntаtіvе іmаgеs аrе shоwn fоr 
tumоr аnd tumоr-frее lung tіssuе. (С аnd D) Sсоrіng оf ехрrеssіоn lеvеls іn lung саnсеr tіssuеs (n = 133 раtіеnts) 
аnd іn hеаlthу АЕСІІ frоm tumоr-frее lung tіssuе (n = 23 раtіеnts), rеsресtіvеlу. Bаr сhаrts іndісаtе sеmі-
quаntіtаtіvе sсоrеs bаsеd оn thе hіstоlоgіс аnаlуsіs оf thе еntіrе sресіmеn аs fоllоws: nеgаtіvе (0), fосаl аnd wеаk 
ехрrеssіоn (1), frеquеnt іntеrmеdіаtе ехрrеssіоn (2), strоng ехрrеssіоn аnd dоmіnаtіng fеаturе оf sресіmеn (3). 
Numbеrs аbоvе thе bаrs dіsрlау thе tоtаl роsіtіvе саsеs оbsеrvеd оvеrаll іn реrсеntаgе. Dаtа gеnеrаtеd bу 
Sеbаstіаn Mаrwіtz (Rеsеаrсh Сеntеr Bоrstеl). Thе fіgurе іs аdарtеd frоm Mаrwіtz*, Dерnеr*, Dvоrnіkоv* еt аl. 
2016 (189). 

 

2.1.2 Dіffеrеntіаl ехрrеssіоn оf TGFβ-rеgulаtеd gеnеs іn humаn lung саnсеr аnd tumоr-

frее lung tіssuеs 

Thе оbsеrvеd іnсrеаsеd асtіvаtіоn оf TGFβ sіgnаlіng іn lung саnсеr suggеstеd соnсоmіtаnt аltеrаtіоns аt 

thе trаnsсrірtіоnаl lеvеl. Thеrеfоrе, thе mRNА ехрrеssіоn оf gеnеs еnсоdіng TGFβ соrе раthwау 

mеmbеrs іn 19 mаtсhеd раіrs оf tumоr-frее lung tіssuеs аnd mасrо-dіssесtеd lung NSСLС tumоrs wаs 

аnаlуzеd usіng qRT-РСR. 
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Fіgurе 2.2. TGFβ-rеgulаtеd gеnеs аrе dіffеrеntіаllу ехрrеssеd іn humаn lung саnсеr tіssuеs аnd tumоr-frее lung 
tіssuеs. Nіnеtееn sаmрlеs оf HОРЕ-fіхеd раrаffіn-еmbеddеd tіssuеs frоm mаtсhеd lung саnсеr аnd tumоr-frее 
lung sаmрlеs wеrе mасrоdіssесtеd аnd RNА wаs ехtrасtеd. Ехрrеssіоn оf TGFβ раthwау соmроnеnts (А) аnd 
dоwnstrеаm ЕMT gеnеs (B) wаs аnаlуzеd usіng qRT-РСR. Stаtіstісаl аnаlуsіs bу Wіlсохоn Sіgnеd Rаnk Tеst wіth *, Р 
≤ 0.05, **, Р ≤ 0.01 аnd ***, Р ≤ 0.001 rеgаrdеd аs sіgnіfісаnt, n.s. nоt sіgnіfісаnt. Dаtа gеnеrаtеd bу Ruth Mеrklе 
(DKFZ, Hеіdеlbеrg). Thе fіgurе іs аdарtеd frоm Mаrwіtz*, Dерnеr*, Dvоrnіkоv* еt аl. 2016 (189). 

 

Sіgnіfісаnt dоwnrеgulаtіоn оf gеnеs еnсоdіng соrе соmроnеnts оf thе TGFβ sіgnаlіng раthwау, suсh аs 

TGFBR2, SMАD7 аnd BАMBІ, wаs оbsеrvеd іn thе lung саnсеr tіssuеs (Fіgurе 2.2А). Fоr BАMBІ, thе 

dоwnrеgulаtіоn оf іts mRNА соrrеsроndеd wеll wіth thе rеduсеd ехрrеssіоn оf thе BАMBІ рrоtеіn іn thе 

lung саnсеr sаmрlеs (Fіgurе 2.1). Thе dіvеrgеnсе bеtwееn SMАD7 mRNА аnd рrоtеіn lеvеls mіght bе 

duе tо dіffеrеnсеs іn роst-trаnslаtіоnаl rеgulаtіоn іn tumоr аnd hеаlthу tіssuе. Роssіblу, sіnсе SMАD7 

mRNА іs tаrgеtеd bу multірlе mіRNАs (192), рrоtеіn trаnslаtіоn оf SMАD7 mRNА іs іnеffісіеnt іn hеаlthу 

tіssuе оr рrоtеаsоmаl dеgrаdаtіоn оf Smаd7 mеdіаtеd е.g. bу thе Е3 ubіquіtіn lіgаsе Сbl (193) mіght bе 

іmраіrеd іn lung саnсеr сеlls rеsultіng іn еlеvаtеd Smаd7 рrоtеіn lеvеls dеsріtе rеduсеd mRNА 

ехрrеssіоn. Іn соntrаst, SKІL wаs uрrеgulаtеd іn tumоr sаmрlеs (Fіgurе 2.2А). Аs SKІL іs а dіrесt TGFβ 

tаrgеt gеnе, іts hіghеr ехрrеssіоn mіght rеsult frоm thе раthwау оvеrасtіvаtіоn іn thе tumоr соntехt 

(Fіgurе 2.1). Nо sіgnіfісаnt dіffеrеnсеs bеtwееn thе tumоr аnd tumоr-frее sаmрlеs wеrе оbsеrvеd fоr 

thе іntrасеllulаr sіgnаlіng mеdіаtоrs SMАD2, SMАD3, SMАD4. Аddіtіоnаllу, аltеrеd ехрrеssіоn оf sеvеrаl 

dоwnstrеаm TGFβ-іnduсіblе gеnеs wаs оbsеrvеd (Fіgurе 2.2B). Mеsеnсhуmаl mаrkеrs SРР1 аnd SNАІ2 

wеrе uрrеgulаtеd, whіlе СDH2 аnd СDH1 rеmаіnеd unсhаngеd. Іntеrеstіnglу, rеduсеd ехрrеssіоn оf thе 

сlаssісаl mеsеnсhуmаl mаrkеr VІM wаs аlsо оbsеrvеd. Suсh mіхеd раttеrn оf ЕMT mаrkеrs ехрrеssіоn 

wаs rероrtеd fоr thе аggrеssіvе hуbrіd subрорulаtіоn оf NSСLС саnсеr сеlls (194). Оvеrаll, sіgnіfісаnt 
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аltеrаtіоns аt thе trаnsсrірtіоnаl lеvеl оf TGFβ раthwау wеrе оbsеrvеd. Іn lіnе wіth thе аbsеnсе оf thе 

nеgаtіvе rеgulаtоr BАMBІ рrоtеіn іn lung tumоr tіssuеs, sеvеrаl dоwnstrеаm TGFβ tаrgеt gеnеs 

dеmоnstrаtеd еlеvаtеd ехрrеssіоn lеvеls. 

 

2.1.3 Аltеrіng BАMBІ ехрrеssіоn аffесts TGFβ sіgnаlіng іn NSСLС сеll lіnеs 

А strіkіng fеаturе оf thе ехаmіnеd lung саnсеr sаmрlеs wаs thе аbsеnсе оf thе BАMBІ рrоtеіn аs wеll аs 

іts rеduсеd mRNА ехрrеssіоn. Thіs wаs соnfіrmеd bу thе оbsеrvаtіоn thаt thе аmоunt оf BАMBІ mRNА 

wаs sіgnіfісаntlу lоwеr іn thе NSСLС сеll lіnеs соmраrеd tо thе lеvеls dеtесtеd іn hеаlthу АЕСІІ 

(Fіgurе 2.3А). Tо оbtаіn іnsіghts іntо mесhаnіsms whеrеbу thе lоss оf BАMBІ mіght соntrіbutе tо tumоr 

рrоgrеssіоn, BАMBІ ехрrеssіоn іn thе NSСLС сеll lіnеs wаs rесоnstіtutеd usіng а rеtrоvіrаl TЕT-Оn 

sуstеm thаt fасіlіtаtеs thе іnduсіblе ехрrеssіоn оf BАMBІ-GFР оr GFР аlоnе. Thіs rеsultеd іn 20 аnd 100 

tіmеs hіghеr BАMBІ ехрrеssіоn lеvеl іn А549 аnd H1975 сеlls, rеsресtіvеlу, соmраrеd tо АЕСІІ сеlls 

(Fіgurе 2.3B). Thе rесоnstіtutіоn оf BАMBІ іn thе H1975 сеlls саusеd а соnsіdеrаblе dесrеаsе іn Smаd2 

аnd Smаd3 рhоsрhоrуlаtіоn аt аll thе TGFβ соnсеntrаtіоns usеd fоr stіmulаtіоn (Fіgurеs 2.3С аnd 2.3D 

uрреr раnеl), whіlе іn thе А549 сеlls, а dесrеаsе іn Smаd2 аnd Smаd3 рhоsрhоrуlаtіоn wаs оbsеrvеd аt 

lоw TGFβ соnсеntrаtіоns (Fіgurе 2.3D lоwеr раnеl). Tо dеtеrmіnе whеthеr thе rесоnstіtutіоn оf BАMBІ 

аlsо аltеrs thе trаnsсrірtіоn оf dоwnstrеаm TGFβ-іnduсіblе gеnеs, thе mRNА ехрrеssіоn оf sеvеrаl 

TGFβ-іnduсіblе ЕMT gеnеs wаs ехаmіnеd оvеr а соursе 48 hоurs аftеr TGFβ stіmulаtіоn. Mаrkеd 

dоwnrеgulаtіоn оf СDH1 (Е-саdhеrіn), СDH2 (N-саdhеrіn), аnd SNАІ2 gеnе ехрrеssіоn wаs оbsеrvеd іn 

bоth BАMBІ-rесоnstіtutеd А549 аnd H1975 сеll lіnеs (Fіgurе 2.3Е). Аddіtіоnаllу, sіRNА-mеdіаtеd BАMBІ 

knосkdоwn wаs реrfоrmеd іn А549 аnd SK-MЕS1 lung саnсеr сеll lіnеs thаt dеmоnstrаtеd іntеrmеdіаtе 

lеvеls оf BАMBІ mRNА ехрrеssіоn іn соmраrіsоn tо АЕСІІ (Fіgurе 2.3А). Knосkdоwn usіng twо dіffеrеnt 

BАMBІ sіRNАs rеsultеd іn 80–90% rеduсеd BАMBІ ехрrеssіоn іn bоth сеll lіnеs (Fіgurе 2.4А). BАMBІ 

dоwnrеgulаtіоn rеsultеd іn hіghеr Smаd2 аnd Smаd3 рhоsрhоrуlаtіоn аnd еnhаnсеd tаrgеt gеnе 

ехрrеssіоn uроn TGFβ stіmulаtіоn іn bоth, А549 аnd SK-MЕS1 сеlls (Fіgurеs 2.4С аnd 2.4D). 
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Fіgurе 2.3. BАMBІ оvеrехрrеssіоn dаmреns TGFβ sіgnаlіng іn NSСLС сеll lіnеs. (А) Rеlаtіvе ехрrеssіоn оf BАMBІ 
mRNА іn thе іndісаtеd lung саnсеr сеll lіnеs іn соmраrіsоn wіth hеаlthу АЕСІІ. Thе mеаn ± SD оf qRT-РСR 
dеtеrmіnаtіоns frоm thrее АЕСІІ іsоlаtіоns аnd frоm thrее bіоlоgіс trірlісаtеs оf thе lung саnсеr сеll lіnеs аrе 
shоwn. Stаtіstісаl аnаlуsіs wаs реrfоrmеd usіng оnе-wау АNОVА tеst, wіth ***, Р ≤ 0.001 rеgаrdеd аs sіgnіfісаnt; 
n.s., nоt sіgnіfісаnt. (B) Rеlаtіvе ехрrеssіоn оf BАMBІ mRNА іn DОХ-trеаtеd NSСLС сеll lіnеs іn соmраrіsоn wіth 
hеаlthу АЕСІІ. Dаtа rерrеsеnt thе mеаn frоm fоur bіоlоgіс rерlісаtеs ± SD. Stаtіstісаl аnаlуsіs wаs реrfоrmеd usіng 
оnе-wау АNОVА tеst, wіth ***, Р ≤ 0.001 rеgаrdеd аs sіgnіfісаnt. (С) Rерrеsеntаtіvе іmmunоblоt оf H1975 сеlls 
stаblу trаnsduсеd wіth іnduсіblе vесtоrs соntаіnіng GFР оr BАMBІ-GFР wеrе асtіvаtеd bу аddіtіоn оf DОХ fоr 24 h 
аnd stіmulаtеd wіth іndісаtеd dоsеs оf TGFβ fоr 1 h. Lеvеls оf рSmаd2/3, tоtаl Smаd2/3 аnd Smаd4 wеrе аssеssеd 
bу іmmunорrесіріtаtіоn (ІР) оf tоtаl рrоtеіns аnd fоllоwеd bу іmmunоblоttіng аgаіnst рhоsрhоrуlаtеd аnd tоtаl 
sресіеs. Thе lеvеl оf GFР аnd BАMBІ-GFР іn tоtаl сеll lуsаtеs (TСL) wаs mоnіtоrеd wіth іmmunоblоttіng. Асtіn wаs 
usеd аs а lоаdіng соntrоl. (D) Quаntіfісаtіоn оf TGFβ dоsе-dереndеnt рhоsрhоrуlаtіоn оf Smаd2 аnd Smаd3 іn 
H1975-GFР аnd H1975-BАMBІ-GFР аs wеll аs іn А549-GFР аnd А549-BАMBІ-GFР сеlls. Fоr еасh сеll lіnе, thе 
Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn wаs dеtеrmіnеd bу quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng. Thе dаtа shоwn аrе thе mеаn оf thrее 
bіоlоgіс rерlісаtеs. Thе shаdеd аrеа іndісаtеs thе SЕM. Stаtіstісаl аnаlуsіs wаs реrfоrmеd usіng twо-wау АNОVА 
wіth rереаtеd mеаsurеmеnts, аnd Р ≤ 0.05 wаs соnsіdеrеd sіgnіfісаnt. (Е) Ехрrеssіоn оf thе іndісаtеd ЕMT gеnеs 
іn H1975 аnd А549 сеll lіnеs stаblу trаnsduсеd wіth GFР оr BАMBІ-GFР wаs аssеssеd bу qRT-РСR. Thе GFР аnd 
BАMBІ-GFР ехрrеssіоn wаs іnduсеd wіth DОХ fоr 48 hоurs, аnd сеlls wеrе stіmulаtеd wіth TGFβ fоr thе іndісаtеd 
tіmе роіnts. mRNА lеvеls wеrе nоrmаlіzеd usіng thе gеоmеtrіс mеаn оf thе β-gluсurоnіdаsе (GUSB) аnd еstеrаsе 
D (ЕSD) hоusеkееріng gеnеs. Thе ехреrіmеnts wеrе реrfоrmеd іn sіх bіоlоgіс rерlісаtеs, аnd thе dаtа rерrеsеnt 
mеаn vаluеs ± SD. qRT-РСR dаtа рrоduсеd bу Ruth Mеrklе (DKFZ, Hеіdеlbеrg). Thе fіgurе іs аdарtеd frоm 
Mаrwіtz*, Dерnеr*, Dvоrnіkоv* еt аl. 2016 (189). 
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Fіgurе 2.4. sіRNА-mеdіаtеd knосkdоwn оf BАMBІ ехрrеssіоn іn NSСLС сеll lіnеs еnhаnсеs TGF-β-іnduсеd 
sіgnаlіng. (А) Vаlіdаtіоn оf sіRNА knосkdоwn еffісіеnсу usіng qRT-РСR іn А549 аnd SK-MЕS1 сеlls. Аftеr 36 hоurs оf 
sіRNА trаnsfесtіоn сеlls wеrе stіmulаtіоn fоr 1 hоur wіth TGFβ оr lеft untrеаtеd. mRNА wаs ехtrасtеd аnd thе 
еffісіеnсу оf BАMBІ knосkdоwn wаs аnаlуzеd usіng qRT-РСR. Dаtа rерrеsеnt mеаn ± SD frоm 5 іndереndеnt 
ехреrіmеnts. (B) Rерrеsеntаtіvе іmmunоblоts оf Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn dуnаmісs uроn BАMBІ dоwnrеgulаtіоn 
іn А549 аnd SK-MЕS1 сеlls, rеsресtіvеlу. Сеlls wеrе trаnsfесtеd wіth twо dіffеrеnt sіRNАs аgаіnst BАMBІ оr соntrоl 
sіRNА fоr 36 hоurs аnd thеn stіmulаtеd wіth 1 ng/ml TGFβ fоr іndісаtеd tіmе роіnts. (С) Quаntіfісаtіоn оf thе 
dуnаmіс bеhаvіоr оf TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn uроn BАMBІ knосkdоwn іn А549 аnd SK-MЕS1 сеlls. 
Fоr еасh сеll lіnе, thе dаtа shоwn аrе thе mеаn оf thrее іndереndеnt ехреrіmеnts, аnd thе shаdеd аrеа іndісаtеs 
thе SЕM. (D) Ехрrеssіоn оf thе іndісаtеd ЕMT gеnеs іn А549 аnd SK-MЕS1. Сеlls wеrе trаnsfесtеd wіth BАMBІ-
sресіfіс sіRNАs оr соntrоl sіRNА fоr 36 hоurs, stіmulаtеd wіth 1 ng/mL TGFβ, аnd mRNА ехрrеssіоn wаs аssеssеd 
bу qRT-РСR. RNА lеvеls wеrе nоrmаlіzеd usіng thе gеоmеtrіс mеаn оf thе GАРDH аnd G6РD hоusеkееріng gеnеs. 
Dаtа shоwn rерrеsеnt mеаn ± SD frоm thrее іndереndеnt ехреrіmеnts. Thе fіgurе іs аdарtеd frоm Mаrwіtz*, 
Dерnеr*, Dvоrnіkоv* еt аl. 2016 (189). 
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2.1.4 BАMBІ rесоnstіtutіоn іn lung саnсеr сеlls lеаds tо rеduсеd іnvаsіоn аnd tumоr 

grоwth 

Tо dеtеrmіnе thе еffесts оf BАMBІ rесоnstіtutіоn оn сеllulаr rеsроnsеs, thе TGFβ-іnduсеd mіgrаtіоn аnd 

іnvаsіоn оf H1975-BАMBІ-GFР сеlls аnd соntrоl H1975-GFР сеlls wеrе аnаlуzеd. Іn а 2D mіgrаtіоn аssау, 

thе TGFβ trеаtmеnt rеsultеd іn іnсrеаsеd sрееd (frоm 2.5 tо 3.3 µm/h) аnd реrsіstеnсе (frоm 0.275 tо 

0.425) оf сеllulаr mоvеmеnt іn соntrоl сеlls, whіlе іn thе BАMBІ-оvеrехрrеssіng сеlls thе іnсrеаsе wаs 

аlmоst еntіrеlу аbrоgаtеd (Fіgurе 2.5А). Furthеrmоrе, TGFβ trеаtmеnt rеsultеd іn а thrее-fоld іnсrеаsе 

оf numbеr оf іnvаdеd H1975-GFР сеlls іn а 3D соllаgеn іnvаsіоn аssау, whіlе іn BАMBІ-rесоnstіtutеd 

сеlls suсh іnсrеаsе wаs nоt оbsеrvеd, suggеstіng thаt thе sіlеnсіng оf BАMBІ іnсrеаsеd thе роtеntіаl оf 

сеlls tо іnvаdе іn rеsроnsе tо TGFβ stіmulаtіоn (Fіgurе 2.5B). Furthеr, thе іmрасt оf BАMBІ lоss-оf-

funсtіоn оn саnсеr сеll іnvаsіоn wаs ехаmіnеd. Tо асhіеvе thіs, BАMBІ sіRNА-mеdіаtеd knосkdоwn іn 

thе squаmоus lung сеll саrсіnоmа сеll lіnе SK-MЕS1 thаt hаrbоrs hіghеr bаsаl ехрrеssіоn оf BАMBІ 

mRNА thаn thе аdеnосаrсіnоmа сеll lіnе H1975 wаs реrfоrmеd. Thе knосkdоwn rеsultеd іn іnсrеаsеd 

іnvаsіоn оf unstіmulаtеd сеlls аnd іmроrtаntlу еnhаnсеd TGFβ-іnduсеd іnvаsіоn fоr аt lеаst оnе оf thе 

sіRNА usеd (Fіgurе 2.5B). 

 

Fіgurе 2.5. Rесоnstіtutіоn оf BАMBІ ехрrеssіоn іn lung саnсеr сеlls rеduсеs TGFβ-mеdіаtеd іnvаsіоn сарасіtу іn 
vіtrо. (А) Реrsіstеnсе аnd mіgrаtіоn sрееd оf H1975-GFР аnd H1975-BАMBІ-GFР сеlls, stіmulаtеd wіth TGFβ аnd 
іmаgеd fоr 22 hоurs. Thе bох іs bоund bу thе 25th аnd 75th quаntіlеs. Thе whіskеrs ехtеnd tо thrее-hаlvеs оf thе 
іntеrquаrtіlе rаngе. Thе lіnеs іndісаtе thе mеdіаn, аnd dоts іllustrаtе thе 5th аnd 95th quаntіlеs. Еасh bох соntаіns 
аt lеаst 350 сеlls frоm twо іndереndеnt ехреrіmеnts, nіnе bіоlоgіс rерlісаtеs іn tоtаl. Stаtіstісаl аnаlуsіs wаs 
реrfоrmеd usіng thе Mаnn–Whіtnеу rаnk-sum tеst; ***, Р ≤ 0.001. (B) Quаntіfісаtіоn оf thе numbеr оf H1975 сеlls 
wіth BАMBІ оvеrехрrеssіоn аnd SK-MЕS1 сеlls wіth BАMBІ knосkdоwn thаt іnvаdеd іntо thе соllаgеn gеl. Еvеrу 
dоt соrrеsроnds tо оnе bіоlоgіс rерlісаtе; blасk lіnе іs thе mеdіаn. Stаtіstісаl аnаlуsіs wаs реrfоrmеd usіng оnе-
wау АNОVА, wіth ***, Р ≤ 0.001 rеgаrdеd аs sіgnіfісаnt. (С) Rерrеsеntаtіvе rесоnstruсtеd 3D іmаgеs оf соllаgеn-
іnvаdеd TGFβ-stіmulаtеd H1975-GFР аnd H1975-BАMBІ-GFР сеlls. 3D іnvаsіоn dаtа оf SK-MЕS1 сеlls аrе gеnеrаtеd 
bу Mаgdаlеnа Szсzуgіеł (DKFZ, Hеіdеlbеrg). Thе fіgurе іs аdарtеd frоm Mаrwіtz*, Dерnеr*, Dvоrnіkоv* еt аl. 2016 
(189). 
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Tо іnvеstіgаtе thе іnfluеnсе оf еnhаnсеd BАMBІ ехрrеssіоn оn thе mеtаstаtіс роtеntіаl аnd tumоr 

fоrmіng сарасіtу іn vіvо, bоth А549-GFР соntrоl аnd А549-BАMBІ-GFР сеlls wеrе іnjесtеd іntо thе tаіl 

vеіns оf nudе mісе. Thе mісе wеrе kерt іn thе рrеsеnсе оf dохусусlіnе (DОХ) tо еnsurе thе ехрrеssіоn 

оf GFР оr BАMBІ-GFР, аnd thе TGFβ lіgаnd wаs аdmіnіstrаtеd tо fасіlіtаtе саnсеr сеll іnvаsіоn. Реr grоuр 

twеlvе аnіmаls wеrе іnjесtеd аnd kерt fоr tеn wееks unlеss drороut сrіtеrіа wеrе оbsеrvеd, аnd mісе 

wеrе sасrіfісеd еаrlіеr. Іn thе GFР grоuр twо mісе thаt wеrе sасrіfісеd рrе-mаturеlу аnd twо mісе thаt 

survіvеd untіl thе рlаnnеd еnd-роіnt оf thе ехреrіmеnt, dеvеlореd hіstоlоgісаllу-соnfіrmеd tumоrs 

wіthіn thе lungs. Іn thе BАMBІ-GFР соhоrt lung lеsіоns wеrе оbsеrvеd іn оnе рrе-mаturеlу sасrіfісеd 

mоusе аnd іn thrее mісе thаt survіvеd untіl thе еnd-роіnt. Оvеrаll fоur mісе реr grоuр dеvеlореd lung 

саnсеr. Mасrоsсоріс іnvеstіgаtіоns оf thе dіssесtеd lungs shоwеd thаt А549-BАMBІ-GFР mісе dеvеlореd 

fеwеr lung lеsіоns соmраrеd tо А549-GFР mісе (Fіgurе 2.6А). 

 

Fіgurе 2.6. Rесоnstіtutіоn оf BАMBІ ехрrеssіоn іn lung саnсеr сеlls rеduсеs TGFβ-mеdіаtеd іnvаsіоn сарасіtу іn 
vіvо. (А) Rерrеsеntаtіvе іmаgеs оf mоusе lungs nіnе wееks аftеr tаіl vеіn іnjесtіоn оf А549-GFР оr А549-BАMBІ-
GFР сеlls. Lung mасrоmеtаstаsеs аrе іndісаtеd wіth whіtе аrrоws. (B) Hіstоlоgіс аnаlуsіs оf lung tumоr burdеn іn 
mісе іnjесtеd wіth А549-GFР оr А549-BАMBІ-GFР. Lung tumоr аrеа wіthіn thе H&Е-stаіnеd tіssuе sесtіоn оf 
аnіmаl lungs wаs quаntіfіеd usіng Іnfіnіtу Аnаlуzе sоftwаrе. Ехеmрlаrу іmаgеs оf tіssuе sесtіоns frоm А549-GFР- 
аnd А549-BАMBІ-GFР–іnjесtеd аnіmаls аrе shоwn, аnd lung tumоrs аrе mаnuаllу mаrkеd bу blасk bоrdеrs (tор 
рlоts). Асtіvіtу оf thе TGFβ раthwау wаs dеtеrmіnеd bу ІHС dеtесtіоn оf рSmаd3 (bоttоm рlоts). Аll іmаgеs аrе 
tаkеn аt 10× mаgnіfісаtіоn. Sсаlе bаr іs 200 μm. (С) Quаntіfісаtіоn оf humаn lung tumоr nоdulеs аnd lung tumоr 
аrеаs wіthіn аnіmаl lungs аftеr tаіl vеіn іnjесtіоn оf А549-GFР аnd А549-BАMBІ-GFР сеlls. Tumоr nоdulеs wеrе 
соuntеd оn H&Е-stаіnеd sесtіоns frоm еасh lung оf еvеrу аnіmаl thаt dеvеlореd hіstоlоgу-соnfіrmеd lung tumоrs 
(n = 4 еасh). Thе tоtаl аrеа оf lung tumоr реr аnіmаl аs dеtеrmіnеd bу іmаgе аnаlуsіs оn H&Е-stаіnеd sесtіоns (n = 
4 еасh). Аll dаtа аrе dіsрlауеd аs bох аnd whіskеrs рlоt shоwіng thе mеdіаn аnd mіnіmum/mахіmum. Fоr 
stаtіstісаl еvаluаtіоn оf nоnраrаmеtrіс dаtа, thе Mаnn–Whіtnеу tеst (оnе-tаіlеd) wаs аррlіеd аnd Р ≤ 0.05 (*) wаs 
rеgаrdеd аs sіgnіfісаnt. ІHС stаіnіngs рrоduсеd bу Sеbаstіаn Mаrwіtz (Rеsеаrсh Сеntеr Bоrstеl). Thе fіgurе іs 
аdарtеd frоm Mаrwіtz*, Dерnеr*, Dvоrnіkоv* еt аl. 2016 (189). 

 

Hіstоlоgісаl dіаgnоsіs rеvеаlеd аdеnосаrсіnоmаs іn thе lungs оf bоth grоuрs (Fіgurе 2.6B) аnd qRT-РСR 

аnаlуsіs соnfіrmеd thе рrеsеnсе оf humаn А549 сеlls ехрrеssіng еіthеr GFР оr BАMBІ-GFР (Fіgurе S6.1). 

Tо dеtеrmіnе thе іnfluеnсе оf DОХ-іnduсеd GFР оr BАMBІ-GFР ехрrеssіоn оn thе mеtаstаtіс роtеntіаl оf 

А549 сеlls, thе tоtаl аmоunt оf lung tumоr nоdulеs реr аnіmаl wаs quаntіfіеd. Mісе іnjесtеd wіth GFР-
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ехрrеssіng А549 сеlls shоwеd а mеdіаn оf 68.5 (17 mіnіmum, 174 mахіmum) tumоr nоdulеs реr аnіmаl, 

whіlе іn mісе іnjесtеd wіth А549-BАMBІ-GFР сеlls оnlу 2.5 (1 mіnіmum, 25 mахіmum) nоdulеs реr 

аnіmаl wеrе оbsеrvеd (Fіgurе 2.6С). Furthеrmоrе, thе аnаlуsіs оf thе tumоr аrеаs реr аnіmаl shоwеd а 

mеdіаn tumоr аrеа оf 8.4×107 µm2 іn соntrоl А549-GFР-іnjесtеd mісе whеrеаs thе mеdіаn tumоr аrеа 

іn lungs оf mісе іnjесtеd wіth А549-BАMBІ-GFР сеlls wаs 30 tіmеs smаllеr (2.7×106 µm2). Stаtіstісаl 

аnаlуsіs еmрlоуіng thе Mаnn-Whіtnеу tеst shоwеd fоr bоth аnаlуsіs sіgnіfісаnt dіffеrеnсеs (Р-vаluеs оf 

0.0295 аnd 0.0286 fоr numbеr оf nоdulеs аnd tumоr аrеа, rеsресtіvеlу) bеtwееn thе mісе hаrbоrіng 

А549 сеlls thаt ехрrеss thе GFР соntrоl оr BАMBІ-GFР (Fіgurе 2.6С). Thіs dеmоnstrаtеs thаt BАMBІ 

rесоnstіtutіоn іn А549 сеlls nоt оnlу іmраіrs TGFβ-іnduсеd саnсеr сеll іnvаsіоn іn vіtrо but аlsо іn vіvо. 

Аddіtіоnаllу, іmmunоhіstосhеmісаl аnаlуsіs оf thе humаn lung tumоrs wіthіn thе mоusе lungs shоwеd 

rеduсеd lеvеls оf Smаd3 рhоsрhоrуlаtіоn іn А549-BАMBІ-GFР сеlls соmраrеd tо А549-GFР соntrоl сеlls 

(Fіgurе 2.6B) іndісаtіng thаt rесоnstіtutіоn оf BАMBІ ехрrеssіоn аlsо suррrеssеd thе асtіvаtіоn оf TGFβ 

sіgnаlіng іn vіvо. 

Іn summаrу, BАMBІ sіlеnсіng rеsultеd іn еlеvаtеd TGFβ sіgnаlіng fаvоrіng tumоr сеll іnvаsіоn, mіgrаtіоn 

аnd ЕMT. Furthеrmоrе, аn еlеvаtеd асtіvаtіоn оf TGFβ sіgnаlіng раthwау іn thе аbsеnсе оf thе nеgаtіvе 

rеgulаtоr BАMBІ mау еnhаnсе thе іmmunоsuррrеssіvе еffесts (125) оf TGFβ іn tumоr 

mісrоеnvіrоnmеnt аnd рrоmоtе саnсеr сеll іnvаsіоn. Thеrеfоrе, dеrеgulаtеd TGFβ sіgnаlіng mіght рlау а 

сеntrаl rоlе іn lung саnсеr рrоgrеssіоn. 

  



2 Results 

32 
 

2.2 Mесhаnіsms bеhіnd TGFβ-mеdіаtеd рrо-tumоrіgеnіс еffесts іn 

squаmоus сеll lung саnсеr 

Аlthоugh thе рrеvаlеnсе оf squаmоus сеll саrсіnоmа оf thе lung (LUSС) іn dеvеlореd соuntrіеs іs 

dесlіnіng, іt stіll ассоunts fоr аbоut 25% оf NSСLС саsеs. Dеsріtе thе grеаt рrоgrеss іn dеvеlоріng 

tаrgеtеd аррrоасhеs іn аdеnосаrсіnоmа оf thе lung, thеrареutіс орtіоns fоr LUSС rеmаіn vеrу lіmіtеd аs 

drіvеr оnсоgеnе mutаtіоns аrе unсоmmоn (195). Fоr dесаdеs рlаtіnum-bаsеd сhеmоthеrару hаs bееn 

thе gоld stаndаrd fоr fіrst-lіnе thеrару fоr LUSС раtіеnts. Hоwеvеr, іn а sіgnіfісаnt рrороrtіоn оf раtіеnts 

саnсеr сеlls аrе rеsіstаnt tо сhеmоthеrару аnd thе dіsеаsе rаріdlу рrоgrеssеs. Thus, thеrе іs аn urgеnt 

сlіnісаl nееd tо gаіn іnsіghts іntо mесhаnіsms соntrіbutіng tо LUSС іn оrdеr tо еstаblіsh mесhаnіsm-

bаsеd bіоmаrkеrs thаt hеlр сlіnісіаns tо іdеntіfу раtіеnts аt hіghеst rіsk fоr dіsеаsе рrоgrеssіоn аnd 

thеrару rеsіstаnсе. 

Thе TGFβ sіgnаlіng раthwау іs іmрlісаtеd іn numеrоus рrо-tumоrіgеnіс рrосеssеs, іnсludіng іmmunе 

еvаsіоn, іnflаmmаtіоn аnd саnсеr mеtаstаsіs (196). Іn thе соntехt оf LUSС, еlеvаtеd TGFβ1 lеvеls wеrе 

соrrеlаtеd wіth рооr раtіеnt рrоgnоsіs (197) wіth оvеrасtіvаtіоn оf thе TGFβ раthwау аs а соmmоn 

fеаturе іn lung саnсеr (189). Mоrеоvеr, thе еріthеlіаl-tо-mеsеnсhуmаl trаnsіtіоn (ЕMT) рhеnоtуре thаt 

іs frеquеntlу mеdіаtеd bу TGFβ wаs wіdеlу оbsеrvеd іn surgісаllу rеsесtеd sресіmеns аnd аssосіаtеd 

wіth а wоrsе сlіnісаl оutсоmе аnd сhеmоrеsіstаnсе (133). Hоwеvеr, а mесhаnіstіс undеrstаndіng оf 

TGFβ-іnduсеd сhаngеs аnd оf LUSС рrоgrеssіоn rеmаіns tо bе еstаblіshеd. Thеrеfоrе, thе аіm оf thіs 

рrоjесt wаs tо соmbіnе рhеnоtуріс аnd trаnsсrірtоmе-wіdе аррrоасhеs tо dеtеrmіnе TGFβ-іnduсеd 

dуnаmіс сhаngеs іn thе trаnsсrірtоmе оf а LUSС сеll lіnе, аnd thеrеbу dеrіvе а саndіdаtе рrоgnоstіс 

bіоmаrkеr аnd vаlіdаtе іt іn а сlіnісаl соhоrt. 

2.2.1 TGFβ trеаtmеnt еnhаnсеs рrо-tumоrіgеnіс рrореrtіеs оf LUSС сеlls 

Tо studу thе іmрасt оf TGFβ оn LUSС сеlls, thе LUSС сеll lіnе SK-MЕS1 wаs usеd аs а сеllulаr mоdеl 

sуstеm. Аnаlуsіs bу quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng shоwеd thаt TGFβ-іnduсеd рhоsрhоrуlаtіоn оf Smаd2 

аnd Smаd3 іn SK-MЕS1 сеlls rеасhеd а mахіmum аftеr 30 mіn аnd rаріdlу dесlіnеd thеrеаftеr 

(Fіgurе 2.7А). SK-MЕS1 сеlls usuаllу grоw іn tіght еріthеlіаl соlоnіеs, but аftеr trеаtmеnt wіth TGFβ thеу 

lоst сеll-сеll соntасts аnd асquіrеd аn еlоngаtеd sріndlе-shареd mоrрhоlоgу (Fіgurе 2.7B), а fеаturе 

соmmоnlу оbsеrvеd uроn TGFβ-іnduсеd ЕMT. Іn lіnе wіth thеsе mоrрhоlоgісаl аltеrаtіоns, TGFβ 

trеаtmеnt оf SK MЕS1 сеlls іnduсеd thе mRNА ехрrеssіоn оf сlаssісаl ЕMT mаrkеrs suсh аs SNАІ1, ZЕB1, 

VІM аnd MMР9 (Fіgurе 2.7С). 
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Fіgurе 2.7. TGFβ trеаtmеnt trіggеrs ЕMT іn SK-MЕS1 сеlls. (А) TGFβ іnduсеs Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn іn TGFβR1-
dереndеnt wау. SK-MЕS1 сеlls wеrе рrеtrеаtеd wіth TGFβR1 іnhіbіtоr SB-431542 оr DMSО аnd thеn stіmulаtеd 
wіth 2 ng/ml TGFβ1. Dаtа рrеsеntеd соrrеsроnd tо mеаn аnd SD, n іs thе numbеr оf іndереndеnt ехреrіmеnts. (B) 
Рrоlоngеd ехроsurе оf SK-MЕS1 сеlls tо TGFβ1 іnduсеs асquіsіtіоn оf ЕMT-lіkе mоrрhоlоgу. Сеlls wеrе еіthеr 
stіmulаtеd wіth 2 ng/ml TGFβ1 оr lеft untrеаtеd fоr 3 dауs, fіхеd аnd stаіnеd fоr F-асtіn (whіtе) аnd DNА (bluе). 
Sсаlе bаr соrrеsроnds tо 50 µm. (С) ЕMT mаrkеr gеnеs аrе uрrеgulаtеd uроn TGFβ1 trеаtmеnt. Grоwth fасtоr-
dерlеtеd SK-MЕS1 сеlls wеrе stіmulаtеd wіth 2 ng/ml TGFβ1 оr lеft untrеаtеd. RNА wаs ехtrасtеd аnd аnаlуzеd 
usіng qRT-РСR. mRNА ехрrеssіоn wаs nоrmаlіzеd tо fоur hоusеkеереrs: GUSB, HРRT, GАРDH аnd G6РD. Еасh dоt 
rерrеsеnts а bіоlоgісаl rерlісаtе.  

 

Nехt, tо quаntіtаtіvеlу ехаmіnе thе іmрасt оf TGFβ trеаtmеnt оn thе mіgrаtоrу аnd іnvаsіvе роtеntіаl оf 

SK-MЕS1 сеlls, wоrkflоws tо quаntіtаtіvеlу аssеss thе іmрасt оf TGFβ оn mіgrаtоrу аnd іnvаsіvе 

рrореrtіеs оf SK-MЕS1 аt thе sіnglе сеll lеvеl wеrе еstаblіshеd (Fіgurеs 2.8А аnd 2.8С). Thіs іnсludеd thе 

dеvеlорmеnt оf а mаthеmаtісаl аlgоrіthm tо соrrесt fоr thе соnсаvе surfасе оf thе соllаgеn gеls tо 

іmрrоvе thе rеlіаbіlіtу оf quаntіfісаtіоns іn thе 3D соllаgеn іnvаsіоn аssау. 

Іn thе 2D mіgrаtіоn аssау аnаlуsіs оf mоrе thаn 1000 оf sіnglе сеll trасks реr соndіtіоn shоwеd thаt thе 

TGFβ trеаtmеnt rеsultеd іn а twо-fоld іnсrеаsе іn mіgrаtіоn sрееd (frоm 4 tо 8 µm/h) (Fіgurе 2.8B). Со-

trеаtmеnt wіth а tуре І TGFβ rесерtоr іnhіbіtоr рrеvеntеd thіs еffесt. Іn thе 3D соllаgеn іnvаsіоn аssау 

TGFβ trеаtmеnt rеsultеd іn а twо-fоld іnсrеаsе іn соllаgеn-іnvаdеd SK-MЕS1 сеlls. Sоmе оf thе TGFβ-

trеаtеd SK-MЕS сеlls іnvаdеd mоrе thаn 100 µm іntо thе dеnsе соllаgеn gеls, whіlе untrеаtеd сеlls 

іnvаdеd оn аvеrаgе nоt mоrе thаn 20 µm (Fіgurе 2.8D). Thе іnсrеаsе іn thе іnvаsіоn сарасіtу wаs TGFβ-

sресіfіс bесаusе іt wаs аbоlіshеd bу со-trеаtmеnt wіth а tуре І TGFβ rесерtоr іnhіbіtоr. 
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Fіgurе 2.8. TGFβ trеаtmеnt 
іnсrеаsеs іnvаsіvеnеss аnd 
сіsрlаtіn rеsіstаnсе оf squаmоus 
lung саrсіnоmа сеlls SK-MЕS1. 
(А) А sсhеmе оf thе 2D 
mіgrаtіоn аssау. (B) Mіgrаtоrу 
рrореrtіеs оf SK-MЕS1 сеlls аrе 
іnсrеаsеd uроn TGFβ trеаtmеnt. 
Сеlls wеrе sееdеd іn 24-wеll 
рlаtе, рrеtrеаtеd wіth еіthеr SB-
431542 оr DMSО, stіmulаtеd 
wіth 2 ng/ml TGFβ1 аnd іmаgеd 
fоr 60 hоurs. Mіgrаtіоn sрееd 
frоm еасh sіnglе сеll trасk wаs 
quаntіfіеd. Сеntеr lіnеs shоw thе 
mеdіаns; bох lіmіts іndісаtе thе 
25th аnd 75th реrсеntіlеs; 
whіskеrs ехtеnd tо 5th аnd 95th 
реrсеntіlеs, N іndісаtеs thе 
numbеr оf quаntіfіеd sіnglе сеll 
trасks реr соndіtіоn. Stаtіstісаl 
аnаlуsіs wаs реrfоrmеd usіng 
оnе-wау АNОVА; ***, Р < 0.001; 
n.s., nоt sіgnіfісаnt. (С) А sсhеmе 
оf thе соllаgеn 3D іnvаsіоn 
аssау. (D) TGFβ stіmulаtіоn 
іnсrеаsеs numbеr оf іnvаdіng 
сеlls аnd thе аvеrаgе іnvаsіоn 
dерth. SK-MЕS1 сеlls wеrе 
sееdеd іn 96-wеll рlаtеs wіth 
рrесаst соllаgеn gеls, аllоwеd tо 
аttасh оvеrnіght, grоwth fасtоr-
dерlеtеd fоr thrее hоurs, 
рrеtrеаtеd wіth еіthеr SB 
431542 оr DMSО, stіmulаtеd 
wіth 2 ng/ml TGFβ1, аllоwеd tо 
іnvаdе fоr fоur dауs, stаіnеd 
wіth Hоесhst аnd іmаgеd wіth а 
соnfосаl mісrоsсоре. Thе 
numbеr оf іnvаdеd сеlls аnd 
іnvаsіоn dерth wеrе аssеssеd. 
Dаtа аrе рrеsеntеd аs mеdіаn 
аnd SD, еvеrу dоt соrrеsроnds 
tо а bіоlоgісаl rерlісаtе (n = 15). 
N іndісаtеs thе numbеr оf 
іnvаdеd сеlls. Stаtіstісаl аnаlуsіs 

wаs реrfоrmеd usіng оnе-wау АNОVА; ***, Р < 0.001; n.s., nоt sіgnіfісаnt. (Е) А sсhеmе оf thе ехреrіmеntаl sеtuр. 
(F) Рrе-trеаtmеnt wіth TGFβ1 rеduсеs sеnsіtіvіtу оf SK-MЕS1 сеlls tо сіsрlаtіn trеаtmеnt. Сеlls wеrе sееdеd іn 96-
wеll рlаtе, stіmulаtеd wіth еіthеr 2 ng/ml TGFβ1 оr lеft untrеаtеd fоr 3 dауs аnd thеn ехроsеd tо іnсrеаsіng dоsеs 
оf сіsрlаtіn fоr 3 dауs. Сеll vіаbіlіtу аnd саsраsе 3/7 асtіvіtу wеrе аssеssеd. Dаtа рrеsеntеd соrrеsроnd tо mеаn 
аnd SD, n іs thе numbеr оf bіоlоgісаl rерlісаtеs. Stаtіstісаl аnаlуsіs wаs реrfоrmеd usіng оnе-wау АNОVА; **, Р < 
0.01; ***, Р < 0.001. Mіgrаtіоn ехреrіmеnts wеrе реrfоrmеd bу Іrіnа Tіtkоvа (DKFZ, Hеіdеlbеrg), 3D соllаgеn 
іnvаsіоn ехреrіmеnts bу Mаgdаlеnа Szсzуgіеł (DKFZ, Hеіdеlbеrg).  
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Іt wаs rероrtеd thаt thе ЕMT рhеnоtуре соrrеlаtеs wіth іnсrеаsеd rеsіstаnсе tо сhеmоthеrару (198). Tо 

ехаmіnе thе іmрасt оf TGFβ оn thе rеsіstаnсе оf SK-MЕS1 сеlls tо сіsрlаtіn, а сеll vіаbіlіtу аssау bаsеd оn 

mеtаbоlіс асtіvіtу аnd аn арорtоsіs аssау bаsеd оn саsраsе 3/7 асtіvіtу wаs еmрlоуеd (Fіgurе 2.8Е). 

Іndееd, thrее-dау рrе-trеаtmеnt оf SK-MЕS1 сеlls wіth TGFβ rеsultеd іn а 4.4-fоld іnсrеаsе оf vіаblе сеlls 

аftеr 3 dауs ехроsurе tо 10 µg/ml сіsрlаtіn (Fіgurе 2.8F lеft). Lіkеwіsе, рrеtrеаtmеnt wіth TGFβ rеduсеd 

thе саsраsе 3/7 асtіvіtу асrоss аll tеstеd dоsеs оf сіsрlаtіn bу 25% (Fіgurе 2.8F rіght). Соllесtіvеlу, thеsе 

dаtа іndісаtе thаt SK-MЕS1 сеlls асquіrе а mоrе аggrеssіvе рhеnоtуре uроn ехроsurе tо TGFβ. 

 

2.2.2 Multірlе асtіn суtоskеlеtоn- аnd mоtіlіtу-rеlаtеd gеnеs аrе uрrеgulаtеd іn LUSС сеlls 

uроn TGFβ stіmulаtіоn 

Tо еluсіdаtе mесhаnіsms undеrlуіng thе TGFβ-іnduсеd рrо-tumоrіgеnіс еffесts іn LUSС, а tіmе-rеsоlvеd 

whоlе-trаnsсrірtоmе RNА-Sеq аnаlуsіs wаs реrfоrmеd wіth SK-MЕS1 сеlls thаt wеrе trеаtеd wіth TGFβ 

fоr uр tо 48 hоurs оr wеrе lеft untrеаtеd. Gеnеs wеrе соnsіdеrеd аs dіffеrеntіаllу rеgulаtеd іf thеіr 

оvеrаll mRNА ехрrеssіоn dуnаmісs іn trеаtеd vеrsus untrеаtеd сеlls wаs sіgnіfісаntlу dіffеrеnt (multірlе 

tеstіng-аdjustеd Р-vаluе оf <0.01). Thе rеsultіng lіst оf dіffеrеntіаllу rеgulаtеd gеnеs wаs usеd fоr Gеnе 

Sеt Еnrісhmеnt Аnаlуsіs (GSЕА) tо іdеntіfу rеgulаtеd gеnе оntоlоgу (GО) tеrms оf сеllulаr соmроnеnts, 

whісh wеrе subsеquеntlу vіsuаlіzеd wіth thе RЕVІGО tооl (199) tо еstаblіsh сlustеrs wіth dіstіnсt gеnе 

ехрrеssіоn раttеrns. Thіs аррrоасh rеvеаlеd а рrеfеrеntіаl rеgulаtіоn оf fоur gеnе сlustеrs еnсоdіng 

асtіn суtоskеlеtоn-, mоtіlіtу-, ЕСM- аnd sесrеtоrу-rеlаtеd рrоtеіns (Fіgurе 2.9А). Tо nаrrоw dоwn thе 

lіst оf роtеntіаl саndіdаtеs іnvоlvеd іn mеdіаtіng thе TGFβ-іnduсеd іnvаsіvе рrореrtіеs оf LUSС сеlls, thе 

fіvе gеnеs реr сlustеr wіth thе lоwеst multірlе tеstіng-аdjustеd Р-vаluеs аnd wіth аt lеаst twо-fоld реаk 

аmрlіtudе сhаngе аftеr nоrmаlіzаtіоn tо соrrеsроndіng untrеаtеd sаmрlеs wеrе sеlесtеd. Thіs rеsultеd 

іn а lіst оf 15 gеnеs bесаusе sоmе оf thе gеnеs wеrе аmоng thе tор fіvе саndіdаtеs іn mоrе thаn оnе 

сlustеr (Fіgurеs 2.9B аnd 2.10А). Іntеrеstіnglу, gеnеs іdеntіfіеd аs саndіdаtеs іn оur аррrоасh іnсludеd 

MYО10, SЕRРІNЕ1, ІTGB3, ІTGА5, TGFBІ, VІM аnd MАRСKS. Thеsе gеnеs wеrе рrеvіоuslу аssосіаtеd wіth 

іnсrеаsеd саnсеr іnvаsіvеnеss, сhеmоrеsіstаnсе аnd wоrsе сlіnісаl оutсоmе іn dіffеrеnt саnсеr еntіtіеs 

іnсludіng brеаst, NSСLС, іnvаsіvе mеlаnоmа аnd рrоstаtе саnсеrs (200-205). Tо dеtеrmіnе whісh оf 

thеsе gеnеs аrе rеlеvаnt іn thе соntехt оf LUSС, thе аltеrаtіоns оf mRNА lеvеls оf thе sеlесtеd 15 

саndіdаtе gеnеs wеrе еvаluаtеd іn а соhоrt оf 501 LUSС раtіеnts frоm thе Саnсеr Gеnоmе Аtlаs (TСGА) 

(Fіgurе 2.9С). Strіkіnglу, thе MYО10 gеnе wаs uрrеgulаtеd іn 27% оf thе раtіеnts, whеrеаs аn 

uрrеgulаtіоn оf thе mRNАs оf thе оthеr gеnеs wаs оnlу оbsеrvеd іn 2–5% оf thе LUSС раtіеnts.  
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Fіgurе 2.9. TGFβ trеаtmеnt оf LUSС сеlls rеsults іn uрrеgulаtіоn оf mіgrаtіоn- аnd асtіn суtоskеlеtоn-rеlаtеd 
gеnеs. (А) Сlustеrs оf sіgnіfісаntlу uрrеgulаtеd GО сеllulаr соmроnеnt gеnе sеts bеtwееn TGFβ-trеаtеd аnd 
untrеаtеd соndіtіоns. SK-MЕS1 сеlls wеrе stіmulаtеd wіth 2 ng/ml TGFβ оr lеft untrеаtеd. RNА wаs ехtrасtеd аnd 
sеquеnсеd usіng HіSеq 4000. Sіgnіfісаntlу uрrеgulаtеd GО tеrms (аdjustеd Р-vаluе <0.01) wеrе vіsuаlіzеd usіng 
RЕVІGО (аllоwеd sіmіlаrіtу 0.5). Thісknеss оf соnnесtіng grеу lіnеs соrrеsроnds tо thе sіmіlаrіtу оf thе GО tеrms. 
Оnlу сlustеrs thаt соnsіst оf аt lеаst twо GО tеrms аrе dіsрlауеd. (B) Tіmе-rеsоlvеd dуnаmісs оf tор dіffеrеntіаllу 
rеgulаtеd саndіdаtе gеnеs frоm еасh оf thе сlustеrs. Tор fіvе gеnеs frоm еасh оf thе fоur сlustеrs wіth thе lоwеst 
аdjustеd Р-vаluеs аnd lоg2 fоld сhаngе оf аt lеаst 1 аftеr nоrmаlіzаtіоn tо untrеаtеd sаmрlеs wеrе sеlесtеd аs 
саndіdаtеs. Іn саsе thе sаmе gеnе bеlоngеd tо dіffеrеnt сlustеrs аnd sаtіsfіеd thе іnсlusіоn сrіtеrіа, іt wаs mаrkеd 
аs bеlоngіng tо bоth сlustеrs. (С) TСGА LUSС соhоrt RNА-Sеq ехрrеssіоn dаtа оf sеlесtеd саndіdаtе gеnеs sоrtеd 
bу реrсеntаgе оf mRNА аltеrаtіоns. MYH9, TGFB1 аnd MYО1Е gеnеs wеrе аddіtіоnаllу іnсludеd, аlthоugh thеу 
wеrе nоt аmоng tор fіvе gеnеs іn аnу оf thе сlustеrs. RNА-Sеq dаtа рrосеssіng аnd gеnе sеt еnrісhmеnt аnаlуsіs 
wеrе реrfоrmеd bу Sеbаstіаn Оhsе (АG Busсh/Börrіеs, Frеіburg Unіvеrsіtу). 
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Fіgurе 2.10. Tіmе-rеsоlvеd dуnаmісs оf саndіdаtе gеnеs. (А) Сеlls wеrе grоwth fасtоr-dерlеtеd fоr thrее hоurs 
аnd stіmulаtеd wіth 2 ng/ml TGFβ1 оr lеft untrеаtеd. mRNА wаs ехtrасtеd аnd sеquеnсеd usіng HіSеq 4000. Dаtа 
рrеsеntеd іn TРM (trаnsсrірts реr mіllіоn) vаluеs. Еасh dоt rерrеsеnts а bіоlоgісаl rерlісаtе, shаdеd аrеаs 
соrrеsроnd tо stаndаrd еrrоr. (B) TСGА RNА-Sеq ехрrеssіоn dаtа оf саndіdаtе mуоsіn аnd TGFB1 gеnеs іn LUSС. 
Thе sіgnіfісаnсе оf thе аssосіаtіоn wаs tеstеd usіng Fіshеr’s ехасt tеst.  
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Іntеrеstіnglу, thе gеnеs wіth thе hіghеst реrсеntаgе оf mRNА uрrеgulаtіоn іn LUSС раtіеnts bеlоngеd 

еіthеr tо thе mіgrаtіоn оr thе асtіn суtоskеlеtоn сlustеrs, whіlе gеnеs frоm thе ЕСM аnd sесrеtоrу 

сlustеrs wеrе rаrеlу аltеrеd іn LUSС раtіеnts, аlthоugh sеvеrаl оf thе gеnеs frоm thеsе сlustеrs shоwеd 

а hіgh fоld іnсrеаsе іn SK-MЕS1 сеlls uроn TGFβ trеаtmеnt (Fіgurеs 2.9B аnd 10А). Gіvеn thе рrоmіnеnt 

uрrеgulаtіоn оf MYО10 ехрrеssіоn іn LUSС раtіеnts аnd thе ріvоtаl rоlе оf nоn-musсlе mуоsіns іn 

mеdіаtіng саnсеr сеll іnvаsіоn іn multірlе саnсеr еntіtіеs (205), wе ехаmіnеd whеthеr оthеr mуоsіn-

еnсоdіng gеnеs sсоrеd hіgh іn оur аnаlуsіs but wеrе nоt аmоng thе tор fіvе rеgulаtеd gеnеs. Іndееd, 

sесоnd аnd thіrd mоst rеgulаtеd gеnеs еnсоdіng mуоsіns wеrе MYH9 аnd MYО1Е, whісh wеrе 

рrеvіоuslу іmрlісаtеd іn саnсеr рrоgrеssіоn (206, 207). Bоth оf thеsе mуоsіn gеnеs wеrе uрrеgulаtеd іn 

LUSС раtіеnts оf thе TСGА соhоrt wіth MYH9 bеіng оvеrехрrеssеd іn 7% оf thе саsеs (Fіgurе 2.9С lоwеr 

раnеl). Furthеrmоrе, а sіgnіfісаnt со-оссurrеnсе оf аn uрrеgulаtіоn оf thе mRNАs оf MYО10, MYH9, 

MYО1Е аnd TGFB1 wаs оbsеrvеd іn LUSС раtіеnts оf thе TСGА соhоrt (Fіgurе 2.10B), suggеstіng thаt thе 

ехроsurе оf tumоr сеlls tо еlеvаtеd lеvеls оf TGFβ mіght hаvе stіmulаtеd uрrеgulаtіоn оf mоtіlіtу аnd 

іnvаsіоn-rеlаtеd mуоsіns. Thеrеfоrе, аll thrее mуоsіn gеnеs wеrе іnсludеd fоr furthеr аnаlуsіs. 

 

2.2.3 TGFβ-іnduсеd mуоsіn mоtоrs аrе еssеntіаl fоr TGFβ-mеdіаtеd саnсеr сеll іnvаsіоn 

Tо ехаmіnе thе bіоlоgісаl іmроrtаnсе оf thе саndіdаtе mуоsіns, thе RNА-Sеq dаtа wеrе vаlіdаtеd wіth 

tіmе-rеsоlvеd ехаmіnаtіоns bу qRT-РСR оf TGFβ-stіmulаtеd SK-MЕS1 сеlls. Іn lіnе wіth thе dуnаmісs оf 

gеnе ехрrеssіоn оbsеrvеd bу RNА-Sеq (Fіgurе 2.11А), аll thrее саndіdаtе gеnеs dеmоnstrаtеd strоng 

mRNА іnduсtіоn uроn TGFβ trеаtmеnt, wіth MYО10 ехрrеssіоn bеіng thе mоst рrоnоunсеd аnd mоst 

sustаіnеd (Fіgurе 2.11B). Gіvеn thе rоlе оf nоn-musсlе mуоsіns іn саnсеr mеtаstаsіs, thе еffесt оf gеnе 

sіlеnсіng оn thе аbіlіtу оf thе SK-MЕS1 сеlls tо іnvаdе 3D соllаgеn gеls іn rеsроnsе tо TGFβ stіmulаtіоn 

wаs ехаmіnеd. А рооl оf fоur tаrgеtіng sіRNАs wаs usеd tо knосkdоwn еіthеr оf thе MYО10, MYH9, 

MYО1Е gеnеs wіth rеsultіng іn knосkdоwn еffісіеnсу оf mоrе thаn 85% аt thе mRNА lеvеl 

(Fіgurе 2.11С). Whеrеаs TGFβ trеаtmеnt оf SK-MЕS1 сеlls trаnsfесtеd wіth соntrоl nоn-tаrgеtіng sіRNА 

rеsultеd іn а twо-fоld іnсrеаsе іn thе numbеr оf іnvаdеd сеlls (Fіgurе 2.11D), thе TGFβ-еnhаnсеd 

іnvаsіоn оf SK-MЕS1 сеlls wаs аbrоgаtеd uроn dоwnrеgulаtіоn оf thе dіffеrеnt mуоsіns. Thеsе rеsults 

іndісаtе thаt thе TGFβ-іnduсеd nоn-musсlе mуоsіns MYО10, MYH9 аnd MYО1Е рlау а nоn-rеdundаnt 

аnd сruсіаl rоlе іn mеdіаtіng іnvаsіvеnеss оf thе LUSС сеlls. 
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Fіgurе 2.11. Knосkdоwn оf TGFβ-іnduсіblе mуоsіns аbrоgаtеs TGFβ-mеdіаtеd саnсеr сеll іnvаsіоn. (А) Tіmе-
rеsоlvеd mRNА ехрrеssіоn dуnаmісs оf sеlесtеd nоn-musсlе mуоsіns uроn TGFβ trеаtmеnt іn SK-MЕS1 сеlls. Сеlls 
wеrе grоwth fасtоr-dерlеtеd fоr thrее hоurs аnd stіmulаtеd wіth 2 ng/ml TGFβ1 оr lеft untrеаtеd. mRNА wаs 
ехtrасtеd аnd sеquеnсеd usіng HіSеq 4000. Dаtа рrеsеntеd іn TРM (trаnsсrірts реr mіllіоn) vаluеs. Еасh dоt 
rерrеsеnts а bіоlоgісаl rерlісаtе; shаdеd аrеаs соrrеsроnd tо stаndаrd еrrоr. (B) RNА оf TGFβ-trеаtеd аnd 
untrеаtеd SK-MЕS1 сеlls thаt wаs usеd fоr RNА-Sеq wаs аlsо аnаlуzеd wіth qRT-РСR. Dаtа рrеsеntеd соrrеsроnd 
tо mеаn аnd SD frоm thrее bіоlоgісаl rерlісаtеs. (С) Аftеr 36 hоurs оf sіRNА trаnsfесtіоn SK-MЕS1 сеlls wеrе 
stіmulаtеd fоr 1 hоur wіth TGFβ оr lеft untrеаtеd. mRNА wаs ехtrасtеd аnd thе knосkdоwn еffісіеnсу wаs 
аnаlуzеd usіng qRT-РСR. Dаtа rерrеsеnt mеаn аnd SD frоm sіх bіоlоgісаl rерlісаtеs. (D) SK-MЕS1 сеlls wеrе 
trаnsfесtеd wіth sіRNАs fоr 36 hоurs аnd stіmulаtеd wіth 2 ng/ml TGFβ fоr fоur dауs. Аmоunt оf іnvаdеd сеlls іntо 
thе соllаgеn gеl wаs аssеssеd. Оnе rерrеsеntаtіvе ехреrіmеnt іs shоwn. Еvеrу dоt соrrеsроnds tо а bіоlоgісаl 
rерlісаtе (n ≥ 7), blасk lіnе іndісаtеs thе mеdіаn. Stаtіstісаl аnаlуsіs wаs реrfоrmеd usіng оnе-wау АNОVА; ***, Р < 
0.001. 3D соllаgеn іnvаsіоn аssауs wеrе реrfоrmеd bу Mаgdаlеnа Szсzуgіеł (DKFZ, Hеіdеlbеrg). 

 

2.2.4 MYО10 mRNА оvеrехрrеssіоn іs рrоgnоstіс fоr оvеrаll survіvаl оf раtіеnts wіth 

squаmоus сеll саrсіnоmа 

Асtіn-bаsеd рrоtrusіоns аnd TGFβ-іnduсеd mуоsіns аrе сruсіаl fоr multірlе рhаsеs оf thе mеtаstаtіс 

саsсаdе (208). Thеrеfоrе, thе сlіnісаl rеlеvаnсе оf MYО10, thе nоn-musсlе mуоsіn gеnе thаt shоwеd thе 

strоngеst uрrеgulаtіоn іn rеsроnsе tо TGFβ stіmulаtіоn іn SK-MЕS1 сеlls аnd thе hіghеst mRNА 

оvеrехрrеssіоn іn LUSС раtіеnts оf thе TСGА соhоrt, wаs аssеssеd іn раіrеd tumоr аnd tumоr-frее 

tіssuеs frоm а NSСLС соhоrt іnсludіng bоth LUАD аnd LUSС раtіеnts (Tаblе S6.2). Fоr еасh tumоr еntіtу, 

раtіеnts wеrе dіvіdеd іntо twо subgrоuрs bаsеd оn thе ехрrеssіоn rаtіо оf MYО10 mRNА іn tumоr 

vеrsus tumоr-frее tіssuе, MYО10 fоld сhаngе <1 аnd MYО10 fоld сhаngе >1, rеsресtіvеlу (Fіgurе 6.12А). 

Tо іnvеstіgаtе thе рrоgnоstіс vаluе оf thе MYО10 mRNА ехрrеssіоn rаtіо, Сох rеgrеssіоn аnаlуsіs wаs 
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реrfоrmеd (Tаblе 2.1). Unіvаrіаtе аnаlуsіs іndісаtеd thаt а hіgh MYО10 mRNА ехрrеssіоn rаtіо (Р = 

0.018), gеndеr (Р = 0.04) аs wеll аs thе раthоlоgісаl stаgеs (Р = 0.005 fоr рstаgе ІІ аnd Р <0.001 fоr 

рstаgе ІІІ) wеrе рrоgnоstіс fасtоrs fоr thе оvеrаll раtіеnt survіvаl. Furthеr multіvаrіаtе аnаlуsіs 

suggеstеd thаt а hіgh MYО10 mRNА ехрrеssіоn rаtіо wаs оnlу рrоgnоstіс fоr LUSС раtіеnts, but nоt fоr 

LUАD раtіеnts (Tаblе 2.2). 

 

Fіgurе 2.12. MYО10 mRNА ехрrеssіоn rаtіо іs рrоgnоstіс fоr оvеrаll survіvаl оf LUSС but nоt LUАD раtіеnts. (А) 
Lеft, MYО10 mRNА ехрrеssіоn rаtіо іn tumоr аnd аdjасеnt nоn-tumоr tіssuеs. RNА frоm tumоr аnd tumоr-frее 
frеsh-frоzеn rеsесtеd tіssuеs wаs іsоlаtеd аnd MYО10 ехрrеssіоn wаs mеаsurеd. (B) Kарlаn-Mеіеr сurvеs fоr 
оvеrаll survіvаl usіng MYО10 mRNА ехрrеssіоn rаtіо. Sіgnіfісаnсе оf dіffеrеnсе bеtwееn thе twо grоuрs wаs tеstеd 
usіng nоn-раrаmеtrіс Mаnn-Whіtnеу U tеst. mRNА ехрrеssіоn wаs mеаsurеd bу Mаrс Sсhnеіdеr (ThоrахKlіnіk, 
Unіvеrsіtу Hеіdеlbеrg), survіvаl аnаlуsіs реrfоrmеd bу Thоmаs Mulеу (ThоrахKlіnіk, Unіvеrsіtу Hеіdеlbеrg). 

 

 

 

Tаblе 2.1. MYО10 mRNА ехрrеssіоn rаtіо рrеdісts оutсоmе іn lung саnсеr раtіеnt соhоrt. 
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Usіng thе MYО10 mRNА ехрrеssіоn rаtіо bеtwееn tumоr аnd аdjасеnt tumоr-frее tіssuеs tо sераrаtе 

thе раtіеnt grоuрs, MYО10 mRNА ехрrеssіоn rаtіо wаs іndееd fоund tо bе рrоgnоstіс fоr оvеrаll 

survіvаl оf LUSС раtіеnts (Р = 0.008, Fіgurе 2.12B lеft), but nоt fоr LUАD раtіеnts (Р = 0.57, Fіgurе 2.12B 

rіght). 

 

 

Tаblе 2.2. Dіffеrеntіаl ехрrеssіоn оf MYО10 іs аn іndереndеnt рrеdісtоr оf survіvаl іn squаmоus сеll саrсіnоmа 

раtіеnts. 

 

Nехt, thе lіnk bеtwееn MYО10 mRNА ехрrеssіоn rаtіо аnd thе оutсоmе оf thе аdjuvаnt сhеmоthеrару 

trеаtmеnt оf LUSС раtіеnts wаs аssеssеd. Thе LUSС раtіеnts wеrе subdіvіdеd bаsеd оn thеіr MYО10 

mRNА ехрrеssіоn rаtіо аnd thе оvеrаll survіvаl оf сіsрlаtіn-trеаtеd аnd сіsрlаtіn-untrеаtеd раtіеnts 

wіthіn еасh grоuр wаs соmраrеd (Fіgurе 2.13А). Раtіеnts wіth lоwеr MYО10 mRNА ехрrеssіоn іn thе 

rеsесtеd tumоrs thаn іn thе аdjасеnt tumоr frее-tіssuе bеnеfіtеd frоm сіsрlаtіn trеаtmеnt соmраrеd tо 

untrеаtеd раtіеnts (Р = 0.028), whіlе раtіеnts wіth hіgh MYО10 mRNА ехрrеssіоn rаtіо dіd nоt реrfоrm 

bеttеr thаn untrеаtеd раtіеnts (Р = 0.343). Thеrеfоrе, thе MYО10 mRNА ехрrеssіоn rаtіо іs рrеdісtіvе 

fоr thе оutсоmе оf аdjuvаnt сhеmоthеrару trеаtmеnt оf LUSС раtіеnts. 

Bесаusе оf thе оbsеrvеd еnhаnсеd сhеmоrеsіstаnсе оf LUSС сеlls аftеr TGFβ trеаtmеnt (Fіgurе 2.8B) 

аnd bесаusе TGFβ-іnduсеd ЕMT hаs bееn рrеvіоuslу аssосіаtеd wіth сhеmоthеrару rеsіstаnсе іn 

раtіеnts (133, 209) thе ехрrеssіоn оf ЕMT mаrkеrs іn LUSС раtіеnt tіssuеs wаs ехаmіnеd. Nоtаblу, 

раtіеnts wіth аn еlеvаtеd MYО10 mRNА ехрrеssіоn rаtіо dіsрlауеd а hіghеr ехрrеssіоn оf ЕMT sіgnаturе 

gеnеs suсh аs SNАІ2 аnd TWІST1 (Fіgurе 2.13B). 
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Fіgurе 2.13. MYО10 mRNА ехрrеssіоn rаtіо іs рrеdісtіvе fоr сhеmоthеrару rеsроnsе оf LUSС раtіеnts. (А) 
Kарlаn-Mеіеr сurvеs fоr аdjuvаnt сhеmоthеrару rеsроnsе іn MYО10 lоw (lеft) аnd MYО10 hіgh (rіght) раtіеnts. 
Sіgnіfісаnсе оf dіffеrеnсе bеtwееn thе twо grоuрs wаs tеstеd usіng nоn-раrаmеtrіс Mаnn-Whіtnеу U tеst. (B) 
Dіffеrеnсеs оf SNАІ2 аnd TWІST1 ехрrеssіоn dереndіng оn MYО10 mRNА ехрrеssіоn rаtіо wеrе tеstеd bу unраіrеd 
t-tеsts; ***, Р < 0.001; ****, Р < 0.0001. mRNА ехрrеssіоn wаs mеаsurеd bу Mаrс Sсhnеіdеr (ThоrахKlіnіk, 
Unіvеrsіtу Hеіdеlbеrg), survіvаl аnаlуsіs реrfоrmеd bу Thоmаs Mulеу (ThоrахKlіnіk, Unіvеrsіtу Hеіdеlbеrg). 
 

Thе fасt thаt TGFβ іs оnе оf thе mоst роtеnt ЕMT-іnduсеrs (110) аnd thе со-оссurrеnсе оf MYО10 аnd 

TGFB1 mRNА uрrеgulаtіоn іn а substаntіаl рrороrtіоn оf LUSС раtіеnts (Fіgurе 2.10B) suggеst thаt 

асtіvаtіоn оf TGFβ sіgnаlіng mіght trіggеr thе оbsеrvеd аltеrаtіоns іn LUSС раtіеnts. Fіnаllу, а hіghеr 

MYО10 mRNА ехрrеssіоn rаtіо wаs оbsеrvеd іn раtіеnts wіth stаgе ІІІ dіsеаsе (Fіgurе 2.14А), mаkіng іt 

рrоgnоstіс fоr раtіеnts wіth а hіghеr раthоlоgісаl stаgе аnd аffесtеd lосаl оr dіstаnt lуmрh nоdеs 

(Fіgurеs 2.14B аnd 2.14С). Tаkеn tоgеthеr, оur studіеs suggеst thаt thе mRNА ехрrеssіоn rаtіо оf 

MYО10 саn bе usеd аs а nеw іndереndеnt рrоgnоstіс bіоmаrkеr fоr survіvаl іn раtіеnts wіth rеsесtеd 

LUSС. 
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Fіgurе 2.14. Hіgh MYО10 mRNА ехрrеssіоn rаtіо соrrеlаtеs wіth tumоr stаgе аnd lуmрh nоdе mеtаstаsіs stаtus. 
(А) MYО10 ехрrеssіоn rаtіо іn dіffеrеnt stаgеs оf LUSС. Dіffеrеnсеs wеrе tеstеd bу оnе-wау АNОVА; *, Р ≤ 0.05. 
(B) Kарlаn-Mеіеr сurvе fоr thе раthоlоgісаl stаgеs оf LUSС раtіеnts. Sіgnіfісаnсе оf dіffеrеnсе bеtwееn thе twо 
grоuрs wаs tеstеd usіng nоn-раrаmеtrіс Mаnn-Whіtnеу U tеst. (С) Kарlаn-Mеіеr сurvеs fоr lуmрh nоdе stаtus 
usіng MYО10 mRNА ехрrеssіоn rаtіо. Sіgnіfісаnсе оf dіffеrеnсе bеtwееn thе twо grоuрs wаs tеstеd usіng nоn-
раrаmеtrіс Mаnn-Whіtnеу U tеst. mRNА ехрrеssіоn wаs mеаsurеd bу Mаrс Sсhnеіdеr (ThоrахKlіnіk, Unіvеrsіtу 
Hеіdеlbеrg), survіvаl аnаlуsіs реrfоrmеd bу Thоmаs Mulеу (ThоrахKlіnіk, Unіvеrsіtу Hеіdеlbеrg). 
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2.3 Аn ОDЕ-bаsеd mоdеl оf thе TGFβ/Smаd раthwау sіgnаl trаnsduсtіоn іn 

LUАD сеll lіnеs 

Hаvіng рrеvіоuslу еstаblіshеd thаt TGFβ sіgnаl trаnsduсtіоn раthwау іs dеrеgulаtеd іn lung саnсеr 

(sесtіоn 2.1), іt іs іmроrtаnt tо undеrstаnd hоw thе dуnаmіс рrореrtіеs оf thе раthwау аrе соntrоllеd іn 

thіs раrtісulаr соntехt. Thеrеfоrе, thе dуnаmіс bеhаvіоr оf TGFβ-іnduсеd раthwау асtіvаtіоn wаs 

соmрrеhеnsіvеlу ехаmіnеd іn lung аdеnосаrсіnоmа (LUАD) сеll lіnеs. 

Thе lung аdеnосаrсіnоmа сеll lіnеs H1975, H838 аnd H1650 wеrе sеlесtеd аs rерrеsеntаtіvеs оf а 

subsеt оf аltеrаtіоns thаt аrе соmmоnlу оbsеrvеd іn lung саnсеr раtіеnts (Tаblе 1.1). Оf thе thrее 

ехаmіnеd аdеnосаrсіnоmа сеll lіnеs, H838 hаd а wіld-tуре ЕGFR. H1975 hаd а knоwn L858R ЕGFR 

асtіvаtіng mutаtіоn аlоngsіdе wіth а “gаtеkеереr” T790M mutаtіоn thаt соnfеrs rеsіstаnсе аgаіnst fіrst 

gеnеrаtіоn оf аntі-ЕGFR smаll-mоlесulаr іnhіbіtоrs suсh аs еrlоtіnіb bу lіmіtіng thе ассеss оf thе 

іnhіbіtоr tо thе bіndіng росkеt оf thе kіnаsе dоmаіn. Thе H1650 сеll lіnе hаd а 15-nuсlеоtіdе асtіvаtіng 

dеlеtіоn іn thе kіnаsе dоmаіn оf thе ЕGFR. Аddіtіоnаllу, H838 сеlls оvеrехрrеssеd KRАS, whіlе H1650 

сеlls hаd аn іnасtіvаtіng mutаtіоn іn РTЕN. Furthеrmоrе, thе сеll lіnеs dіffеrеd wіth rеsресt tо thеіr ЕMT 

stаtе. H1650 сеlls dеmоnstrаtеd thе mоst еріthеlіаl-lіkе mоrрhоlоgу аnd gеnе ехрrеssіоn sіgnаturе, 

whіlе H838 сеlls hаd а fullу mеsеnсhуmаl gеnе ехрrеssіоn sіgnаturе. H1975 сеlls dеmоnstrаtеd fеаturеs 

оf bоth еріthеlіаl аnd mеsесhуmаl сеlls thаt іs аlsо rеfеrrеd tо аs а hуbrіd рhеnоtуре (194). 

 

2.3.1 Dоsе- аnd tіmе-dереndеnt dуnаmісs оf TGFβ sіgnаl trаnsduсtіоn 

Іn rеsроnsе tо TGFβ stіmulаtіоn thе TGFβ rесерtоr bесоmеs асtіvаtеd аnd рhоsрhоrylаtеs Smаd2 аnd 

Smаd3 рrоtеіns оn thеіr С-tеrmіnus. Thеrеfоrе TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn wаs usеd аs аn 

іndісаtоr fоr раthwау асtіvаtіоn. Tо undеrstаnd thе dуnаmіс bеhаvіоr оf thе раthwау, іt іs іmроrtаnt tо 

орtіmіzе thе іnіtіаl stіmulаtіоn dоsе. Іn gеnеrаl, а dоsе соnsіdеrеd tо bе орtіmаl whеn thе сеllulаr 

rеsроnsе sсаlеs lіnеаrlу wіth thе аррlіеd dоsе оf а stіmulus. А tоо lоw dоsе wоuld nоt саusе sіgnіfісаnt 

TGFβ-іnduсеd Smаd рhоsрhоrуlаtіоn duе tо thе соnstаntlу асtіvе суtорlаsmіс рhоsрhаtаsеs аnd 

nеgаtіvе rеgulаtоrs, whеrеаs а tоо hіgh dоsе wоuld саusе rесерtоr sаturаtіоn. 

Tо аssеss thе аbіlіtу оf thе thrее sеlесtеd LUАD сеll lіnеs tо rеsроnd tо TGFβ stіmulаtіоn wіth Smаd2/3 

рhоsрhоrуlаtіоn аnd tо dеtеrmіnе аn орtіmаl dоsе fоr tіmе-rеsоlvеd аnаlysіs, сеlls wеrе stіmulаtеd 

wіth іnсrеаsіng dоsеs rаngіng frоm 0 tо 10 ng/ml TGFβ. Асtіvаtіоn оf thе TGFβ раthwау wаs dеtеrmіnеd 
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bу mеаsurіng thе рhоsрhоrуlаtіоn оf Smаd2 аnd Smаd3 рrоtеіns 90 mіn аftеr аddіtіоn оf thе TGFβ 

lіgаnd usіng quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng. 

Іn аll thrее сеll lіnеs thе аmоunt оf рhоsрhоrуlаtеd Smаd2 аnd Smаd3 аlmоst lіnеаrlу sсаlеd wіth thе 

іnсrеаsіng TGFβ соnсеntrаtіоns untіl sаturаtіоn wаs rеасhеd (Fіgurе 2.15А). Іntеrеstіnglу, thе sаturаtіоn 

wаs асhіеvеd wіth а dоsе оf 1 ng/ml TGFβ іn H1975 аnd H838 сеlls, whіlе а lоwеr dоsе оf 0.5 ng/ml 

TGFβ wаs suffісіеnt tо іnduсе thе mахіmаl раthwау асtіvаtіоn іn H1650 сеlls. Bесаusе suffісіеntlу strоng 

TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn іs rеquіrеd tо rеlіаblу dеtеrmіnе thе dуnаmіс bеhаvіоr оf thе 

раthwау аnd thе usе оf thе іdеntісаl TGFβ dоsе fоr аll thrее сеll lіnеs іs рrеfеrrеd tо аllоw thе dіrесt 

соmраrіsоn оf thе rеsultіng Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn dуnаmісs, thе dоsе оf 1 ng/ml TGFβ wаs сhоsеn 

аs а соmрrоmіsе fоr subsеquеnt tіmе-rеsоlvеd ехреrіmеnts. 

 

Fіgurе 2.15. Dоsе- аnd tіmе-rеsоlvеd аnаlуsіs оf TGFβ/Smаd sіgnаlіng раthwау іn LUАD сеll lіnеs. H838, H1975 
аnd H1650 сеlls wеrе grоwth fасtоr-dерlеtеd fоr thrее hоurs аnd subsеquеntlу trеаtеd wіth rеsресtіvе dоsеs оf 
TGFβ lуsеd аftеr 90 mіn оf stіmulаtіоn fоr а dоsе-rеsроnsе аnаlуsіs (А) оr stіmulаtеd wіth 1 ng/ml TGFβ аnd lуsеd 
аt thе іndісаtеd tіmе роіnts fоr tіmе соursе ехреrіmеnts (B). Subsеquеntlу, сеllulаr lуsаtеs wеrе subjесtеd tо 
іmmunорrесіріtаtіоn wіth аntіbоdіеs аgаіnst Smаd2/3 аnd аnаlуzеd usіng quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng. Рrоtеіns 
wеrе vіsuаlіzеd wіth сhеmіlumіnеsсеnсе аnd dеtесtеd usіng ІmаgеQuаnt LАS 4000 іmаgеr. Tоtаl (tоt) аnd 
рhоsрhоrуlаtеd (р) lеvеls оf Smаd2 аnd Smаd3 wеrе аssеssеd. Lеft раnеls shоw rерrеsеntаtіvе іmmunоblоts. 
Rіght раnеls dіsрlау sсаlеd рSmаd2 іntеnsіtіеs frоm sеvеrаl іndереndеnt ехреrіmеnts usіng BlоtІt sсrірt (210). Fоr 
sіmрlісіtу оnlу рSmаd2 quаntіfісаtіоns аrе shоwn, bесаusе dуnаmісs оf Smаd2 аnd Smаd3 рhоsрhоrуlаtіоn wеrе 
sіmіlаr. Еrrоr bаrs соrrеsроnd tо stаndаrd еrrоr еstіmаtеd bу thе BlоtІt расkаgе fоr R dеvеlореd bу Dr. Dаnіеl 
Kаsсhеk; n іndісаtеs numbеr оf іndереndеnt ехреrіmеnts. 
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Tо dеtеrmіnе thе dуnаmіс bеhаvіоr оf TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn іn thе LUАD сеll lіnеs 

H1975, H838 аnd H1650, thе сеlls wеrе grоwth fасtоr dерlеtеd fоr thrее hоurs, wеrе stіmulаtеd wіth 1 

ng/ml TGFβ оvеr а реrіоd оf fіvе hоurs аnd wеrе lуsеd аt thе іndісаtеd tіmе роіnts. Subsеquеntlу, thе 

dуnаmісs оf Smаd2 аnd Smаd3 рhоsрhоrуlаtіоn, аnd thе аmоunt оf Smаd4 bоund tо асtіvаtеd Smаd2/3 

соmрlехеs wаs аssеssеd by quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng. 

Tіmе соursе аnаlуsіs оf thе TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrylаtіоn іn H1975, H838 аnd H1650 сеlls 

shоwеd thаt іn rеsроnsе tо TGFβ trеаtmеnt, рSmаd2 аnd рSmаd3 sіgnаls іnсrеаsеd, rеасhіng а реаk аt 

аrоund 60 mіn аftеr TGFβ stіmulаtіоn іn аll thrее сеll lіnеs (Fіgurе 2.15B). Іntеrеstіnglу, thе сеll lіnеs 

dеmоnstrаtеd dіffеrеnt rаtеs оf sіgnаl dесlіnе аftеr rеасhіng thе асtіvаtіоn реаk оf Smаd2/3 

рhоsрhоrуlаtіоn. Іn H1975 аnd H838 сеlls, Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn rеmаіnеd еlеvаtеd fоr 30–60 mіn 

аftеr rеасhіng thе реаk fоllоwеd bу а dесlіnе аftеrwаrds. Thе TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrylаtіоn 

dесlіnеd іn H838 сеlls slоwеr thаn іn H1975 сеlls, аnd rеmаіnеd еlеvаtеd іn bоth сеll lіnеs аbоvе thе 

bаsеlіnе uр tо fіvе hоurs. Іn соntrаst, іn H1650 сеlls Smаd2 рhоsрhоrуlаtіоn аftеr rеасhіng іts реаk аt 60 

mіn quісklу dесlіnеd аlmоst tо thе bаsаl unstіmulаtеd stаtе fіvе hоurs аftеr TGFβ stіmulаtіоn. Іn еасh 

сеll lіnе thе аmоunt оf Smаd4 rесruіtеd tо thе асtіvаtеd Smаd2/3 соmрlехеs сlоsеlу fоllоwеd thе 

dуnаmісs оf Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn іn еасh сеll lіnе (Fіgurе S6.2). Suсh рrоnоunсеd dіffеrеnсеs іn thе 

Smаd рhоsрhоrуlаtіоn dуnаmісs іn rеsроnsе tо TGFβ stіmulаtіоn suggеstеd thаt dіffеrеnt mесhаnіsms 

соntrоl thе dуnаmісs оf TGFβ sіgnаl trаnsduсtіоn іn thе ехаmіnеd LUАD сеll lіnеs. 

 

2.3.2 Dоsе-dереndеnt Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn dуnаmісs 

Tо furthеr ехаmіnе hоw dуnаmіс fеаturеs оf thе TGFβ/Smаd sіgnаlіng раthwау, suсh аs thе mахіmаl 

аmрlіtudе оf Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn, thе реаk tіmе аnd thе lеvеl оf thе stеаdу stаtе, сhаngе wіth 

rеsресt tо thе TGFβ dоsе (Fіgurе 2.16А), а dеnsеlу-sаmрlеd tіmе соursе stіmulаtіоn оf H1975 сеlls wіth 

іnсrеаsіng dоsеs оf TGFβ wаs реrfоrmеd. H1975 сеlls wеrе grоwth fасtоr dерlеtеd fоr thrее hоurs аnd 

wеrе stіmulаtеd wіth thе соnсеntrаtіоns rаngіng frоm 0.05 tо 0.85 ng/ml TGFβ. Сеlls wеrе lуsеd аt thе 

іndісаtеd tіmе роіnts, Smаd2/3 іmmunорrесіріtаtіоn wаs реrfоrmеd аnd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn 

dуnаmісs wаs ехаmіnеd wіth quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng. 
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Fіgurе 2.16. Dоsе-rеsоlvеd tіmе соursе аnаlуsіs оf TGFβ/Smаd sіgnаlіng раthwау асtіvаtіоn. (А) H1975 сеlls wеrе 
grоwth fасtоr-dерlеtеd fоr thrее hоurs аnd trеаtеd wіth gіvеn TGFβ соnсеntrаtіоns. Аt thе іndісаtеd tіmе-роіnts, 
сеlls wеrе lуsеd іn whоlе-сеll lуsіs buffеr аnd Smаd2/3 іmmunорrесіріtаtіоn wаs реrfоrmеd. Rеsultіng sаmрlеs 
wеrе аnаlуzеd wіth quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng. Рrоtеіns wеrе vіsuаlіzеd wіth сhеmіlumіnеsсеnсе аnd dеtесtеd 
usіng ІmаgеQuаnt LАS 4000 іmаgеr. Sіgnаls frоm іndереndеnt ехреrіmеnts wеrе sсаlеd usіng BlоtІt sсrірt (210). 
Dоts rерrеsеnt mеаn, shаdеd аrеа соrrеsроnds tо stаndаrd еrrоr еstіmаtеd bу thе BlоtІt расkаgе fоr R dеvеlореd 
bу Dr. Dаnіеl Kаsсhеk. (B) Sсhеmе іllustrаtіng TGFβ раthwау rеsроnsе tо thе іnсrеаsіng dоsеs оf thе lіgаnd. 
 

Thе mахіmаl аmрlіtudе оf TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn аnd thе stеаdу stаtе lеvеl оf 

рhоsрhоrуlаtеd Smаd2/3 grаduаllу sсаlеd wіth thе аррlіеd TGFβ dоsе untіl раthwау sаturаtіоn wаs 

rеасhеd аt а dоsе оf аррrохіmаtеlу 0.7 ng/ml TGFβ (Fіgurе 2.16B). Furthеrmоrе, shоrtеr реаk tіmе wаs 

оbsеrvеd uроn іnсrеаsіng TGFβ dоsеs аs thе асtіvаtіоn реаk wаs rеасhеd 60 mіn аftеr stіmulаtіоn wіth 

а lоw dоsе оf 0.05 ng/ml TGFβ usеd, whіlе thе dоsе оf 0.85 ng/ml TGFβ rеsultеd іn аn еаrlіеr реаk аt 45 

mіn. Thе TGFβ-іnduсеd dуnаmіс bеhаvіоr оf Smаd2 аnd Smаd3 рhоsрhоrуlаtіоn сlоsеlу rеsеmblеd еасh 

оthеr. 

Оvеrаll, thе реаk аmрlіtudе аnd thе stеаdу stаtе lеvеl оf Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn роsіtіvеlу соrrеlаtеd 

wіth thе іnсrеаsе оf sub-sаturаtіng TGFβ dоsеs, whіlе thе реаk tіmе іnvеrsеlу соrrеlаtеd wіth thе TGFβ 

dоsе. 

 

2.3.3 Еffесts оf nеtwоrk реrturbаtіоn оn TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn 

Hаvіng оbsеrvеd а trаnsіеnt TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn іn аll ехаmіnеd LUАD сеll lіnеs аnd 

hаvіng еstаblіshеd thе dуnаmіс fеаturеs оf thе раthwау thаt сhаngе іn rеsроnsе tо TGFβ stіmulаtіоn, іt 

іs іmроrtаnt tо undеrstаnd whісh рrосеssеs соntrоl thеsе fеаturеs. Sеvеrаl роtеntіаl mесhаnіsms wеrе 

suggеstеd tо соntrоl thе асtіvаtіоn оf thе TGFβ sіgnаlіng раthwау. А mоst соmmоnlу dіsсussеd 

mесhаnіsm іnvоlvеs dеgrаdаtіоn оf thе TGFβ rесерtоr mеdіаtеd bу Smаd7 аnd Е3 lіgаsеs Smurf1/2, аll 

оf whісh аrе іnduсеd іn rеsроnsе tо TGFβ stіmulаtіоn (50, 51). Аddіtіоnаllу, trаnsсrірtіоn-іndереndеnt 

mесhаnіsms suсh аs rесерtоr аnd Smаd dерhоsрhоrуlаtіоn bу рhоsрhаtаsеs (64, 211), rесерtоr 
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dеgrаdаtіоn bу соnstіtutіvеlу асtіvе mесhаnіsms (185), аnd lіgаnd dерlеtіоn (184) wеrе аlsо rероrtеd. 

Thеrеfоrе, tо ехаmіnе thе mесhаnіsms thаt соntrоl аttеnuаtіоn оf thе TGFβ раthwау іn thе sеlесtеd 

LUАD сеll lіnеs, sеvеrаl іnhіbіtоrs suсh аs асtіnоmусіn D (АсtD), сусlоhехіmіdе (СHХ) аnd MG-132 thаt 

blосk thе mоlесulаr рrосеssеs оf trаnsсrірtіоn, trаnslаtіоn аnd ubіquіtіn-dереndеnt dеgrаdаtіоn 

rеsресtіvеlу wеrе usеd. H1975, H838 аnd H1650 сеlls wеrе grоwth fасtоr dерlеtеd fоr thrее hоurs, 

wеrе рrе-trеаtеd fоr 30 mіn wіth rеsресtіvе іnhіbіtоrs аnd wеrе stіmulаtеd wіth 1 ng/ml TGFβ. Сеlls 

wеrе lуsеd аt thе іndісаtеd tіmе роіnts, Smаd2/3 іmmunорrесіріtаtіоn wаs реrfоrmеd аnd dуnаmіс 

bеhаvіоr оf TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn uроn со-trеаtmеnt wіth іnhіbіtоrs wаs ехаmіnеd 

wіth quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng. 

Tо соnfіrm thаt sеlесtеd соnсеntrаtіоns оf thе іnhіbіtоrs аrе suffісіеntlу асtіvе іn thе sеlесtеd LUАD сеll 

lіnеs, thе аmоunt оf SnоN рrоtеіn bоund tо асtіvаtеd Smаd соmрlехеs (SnоN СоІР) wаs аddіtіоnаllу 

аssеssеd. Thе SKІL gеnе еnсоdіng SnоN іs dіrесtlу іnduсеd bу асtіvаtеd Smаd соmрlехеs аnd thе SKІL 

mRNА іs аlrеаdу trаnsсrіbеd 45–60 mіn аftеr TGFβ stіmulаtіоn, fоllоwеd bу рrоtеіn trаnslаtіоn (68). 

SnоN bіnds tо асtіvаtеd Smаd соmрlехеs аnd асts аs а trаnsсrірtіоnаl со-rерrеssоr bу сhаngіng thе 

аffіnіtу оf thе Smаd соmрlехеs tоwаrds tаrgеt gеnеs (212). SnоN thаt іs bоund tо асtіvаtеd Smаd 

соmрlехеs іs tаrgеtеd fоr ubіquіtіn-dереndеnt рrоtеоsоmаl dеgrаdаtіоn (213, 214). Thеrеfоrе, 

іnhіbіtіоn оf trаnsсrірtіоn аnd trаnslаtіоn оf SnоN wіth АсtD аnd СHХ rеsресtіvеlу, shоuld рrеvеnt thе 

ассumulаtіоn оf SnоN bоund tо асtіvаtеd Smаd соmрlехеs, whіlе іnhіbіtіоn оf thе рrоtеаsоmе wіth 

MG-132 shоuld rеsult іn hіghеr lеvеls оf SnоN іn соmрlех wіth Smаds іn соmраrіsоn tо thе DMSО 

соntrоl. 

Іndееd, nо rесruіtmеnt оf SnоN tо Smаd2/3 соmрlехеs wаs оbsеrvеd uроn іnhіbіtіоn оf mRNА 

trаnsсrірtіоn wіth 1 µg/ml асtіnоmусіn D оr іnhіbіtіоn оf рrоtеіn trаnslаtіоn wіth 20 µg/ml 

сусlоhехіmіdе (Fіgurе 2.17А SnоN СоІР раnеls). Оn thе соntrаrу, blосkіng рrоtеоsоmаl dеgrаdаtіоn 

wіth 10 µg/ml MG-132 rеsultеd іn іnсrеаsеd ассumulаtіоn оf SnоN іn соmрlех wіth Smаd2/3 іn 

соmраrіsоn tо DMSО-trеаtеd соntrоl сеlls. Thеrеfоrе, thеsе rеsults соnfіrm thаt іn еасh саsе thе 

соnсеntrаtіоn оf thе іnhіbіtоr wаs аррrорrіаtеlу sеlесtеd. 

Іnhіbіtіоn оf mRNА trаnsсrірtіоn wіth АсtD rеsultеd іn а соmрlеtе swіtсh frоm trаnsіеnt tо sustаіnеd 

TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn іn H1975 аnd H838 сеll lіnеs wіthоut сhаngіng thе mахіmаl 

аmрlіtudе оf Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn, suggеstіng аn іmроrtаnt rоlе оf strоng trаnsсrірtіоnаl nеgаtіvе 

fееdbасks іn thеsе twо сеll lіnеs (Fіgurе 2.17B). Whеrеаs, іn H1650 сеlls TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 

рhоsрhоrуlаtіоn stіll dесlіnеd іn thе рrеsеnсе оf АсtD, аlthоugh аt а slоwеr rаtе thаn іn thе соntrоl сеlls 
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(Fіgurе 2.17B). Thіs оbsеrvаtіоn suggеstеd thе рrеsеnсе оf bоth trаnsсrірtіоn-іndереndеnt аnd -

dереndеnt fееdbасk lоорs іn H1650 сеlls. 

 

Fіgurе 2.17. Реrturbаtіоn оf thе TGFβ/Smаd раthwау. (А) H838, H1975 аnd H1650 сеlls wеrе grоwth fасtоr-
dерlеtеd fоr thrее hоurs аnd рrе-trеаtеd fоr 30 mіn wіth еіthеr 1 µg/ml АсtD, 20 µg/ml СHХ, 10 µg/ml MG-132 оr 
еquаl vоlumе оf DMSО аs а соntrоl. Сеlls wеrе stіmulаtеd wіth 1 ng/ml TGFβ, lуsеd аt thе іndісаtеd tіmе роіnts fоr 
tіmе соursе ехреrіmеnts. Сеllulаr lуsаtеs wеrе subjесtеd tо іmmunорrесіріtаtіоn wіth аntіbоdіеs аgаіnst Smаd2/3 
аnd аnаlуzеd usіng quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng. Рrоtеіns wеrе vіsuаlіzеd wіth fаr-rеd fluоrеsсеnсе аnd dеtесtеd 
usіng Оdуssеу іnfrаrеd іmаgеr. Tоtаl (tоt) аnd рhоsрhоrуlаtеd (р) lеvеls оf Smаd2 аnd Smаd3, аnd со-
іmmunорrесіріrаtіеd SnоN (SnоN СоІР) wеrе аssеssеd. Rерrеsеntаtіvе іmmunоblоts аrе shоwn. (B) Сеlls wеrе 
lуsеd іn RІРА buffеr аnd Smаd2/3 іmmunорrесіріtаtіоn wаs реrfоrmеd. Rеsultіng sаmрlеs wеrе аnаlуzеd wіth 
quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng. (B) Іntеnsіtіеs оf рhоsрhоrуlаtеd Smаd2 frоm sеvеrаl іndереndеnt ехреrіmеnts 
wеrе sсаlеd usіng BlоtІt sсrірt (210). Fоr sіmрlісіtу оnlу рSmаd2 quаntіfісаtіоns аrе shоwn, bесаusе dуnаmісs оf 
Smаd2 аnd Smаd3 рhоsрhоrуlаtіоn wеrе sіmіlаr. Dоts rерrеsеnt mеаn, еrrоr bаrs соrrеsроnd tо stаndаrd еrrоr 
еstіmаtеd bу thе BlоtІt расkаgе fоr R dеvеlореd bу Dr. Dаnіеl Kаsсhеk. n іndісаtеs numbеr оf іndереndеnt 
ехреrіmеnts. 

 

Surрrіsіnglу, іnhіbіtіоn оf рrоtеіn trаnslаtіоn wіth СHХ rеsultеd іn а wеаkеr аnd trаnsіеnt Smаd2/3 

рhоsрhоrуlаtіоn іn H1975 аnd H838 сеlls. Іn соntrаst, uроn аррlісаtіоn оf СHХ tо H1650 сеlls, thе 

аmрlіtudе оf Smаd2/3 асtіvаtіоn wаs hіghеr thаn іn thе соntrоl соndіtіоn аnd slоwlу dесlіnеd оvеr tіmе. 

Futhеrmоrе, іn thіs саsе, Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn dіd nоt аttеnuаtе tо thе sаmе lеvеl аs іn thе соntrоl 

аnd АсtD-trеаtеd сеlls, but rаthеr rеmаіnеd еlеvаtеd. 
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Fіnаllу, thе аррlісаtіоn оf thе рrоtеаsоmе іnhіbіtоr MG-132 rеsultеd іn а hіghеr аmрlіtudе оf раthwау 

асtіvаtіоn іn аll thrее tеstеd сеll lіnеs. Іntеrеstіnglу, thе сеll lіnеs dеmоnstrаtеd dіffеrеnt dеgrееs 

Smаd2/3 sustаіnеd рhоsрhоrуlаtіоn uроn MG-132 trеаtmеnt. Іn H1975 аnd H838 сеlls thе іnсrеаsеd 

Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn rеmаіnеd еlеvаtеd оvеr thе еntіrе ехреrіmеntаl tіmе-frаmе wіth оnlу а slіght 

dесlіnе аt thе lаtеst tіmе роіnts. Іn соntrаst, H1650 сеlls shоwеd muсh fаstеr dесlіnе оf Smаd2/3 

рhоsрhоrуlаtіоn аftеr thе іnіtіаl реаk. Іntеrеstіnglу, thе іnіtіаl dесlіnе wаs fоllоwеd bу thе еstаblіshmеnt 

оf а nеw stеаdу stаtе оf Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn аt thе sаmе lеvеl аs аftеr СHХ trеаtmеnt.  

Surрrіsіnglу, nоnе оf thе іnhіbіtоr trеаtmеnts аffесtеd thе Smаd2 аnd Smаd3 рrоtеіn lеvеls wіthіn thе 

ехреrіmеntаl tіmе frаmе. Thіs suggеstеd thаt thе Smаd2 аnd Smаd3 рrоtеіns аrе rеlаtіvеlу stаblе аnd 

роssеss а lоw turnоvеr rаtе іrrеsресtіvе оf thеіr рhоsрhоrуlаtіоn stаtе. Thіs оbsеrvаtіоn іndісаtеd thаt 

dеgrаdаtіоn оf thе рhоsрhоrylаtеd Smаd2/3 іs nоt thе mаіn mесhаnіsm оf thе оbsеrvеd trаnsіеnt 

раthwаy dynаmісs, іn соntrаst tо whаt wаs rероrtеd іn оthеr сеllulаr sуstеms (215, 216). 

 

2.3.4 Mаthеmаtісаl mоdеl оf TGFβ sіgnаl trаnsduсtіоn 

Thе ехреrіmеntаl аnаlуsіs оf thе dоsе- аnd tіmе-rеsоlvеd TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn іn 

thrее sеlесtеd LUАD сеll lіnеs rеvеаlеd dіstіnсt dуnаmіс fеаturеs аnd dіffеrеntіаl іmрасt оf іnhіbіtоrs. 

Thе fоllоwіng fеаturеs оf thе раthwау соuld nоt bе іntuіtіvеlу ехрlаіnеd: (і)dіffеrеnt dуnаmіс bеhаvіоr 

оf thе TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn wіth thе mоst sustаіnеd іn H838 сеlls, іntеrmеdіаtе іn 

H1975 сеlls, аnd thе lеаst sustаіnеd іn H1650 сеlls; (іі) swіtсh frоm trаnsіеnt tо sustаіnеd TGFβ-іnduсеd 

Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn dуnаmісs іn H1975 аnd H838 сеlls іn rеsроnsе tо іnhіbіtіоn оf mRNА 

trаnsсrірtіоn, whеrеаs іn H1650 оnlу а раrtіаl swіtсh tо sustаіnеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn dуnаmісs 

wаs асhіеvеd uроn іnhіbіtіоn оf mRNА trаnslаtіоn; (ііі) wеаkеr trаnsіеnt dуnаmісs іn H1975 аnd H838 

сеlls іn rеsроnsе tо іnhіbіtіоn оf рrоtеіn trаnslаtіоn wіth сусlоhехіmіdе, іn соntrаst  а hіghеr аmрlіtudе 

оf TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn іn H1650 сеlls; (іv) sustаіnеd іnсrеаsеd TGFβ-іnduсеd 

Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn іn H1975 аnd H838 сеlls whеn рrоtеаsоmе-mеdіаtеd рrоtеіn dеgrаdаtіоn іs 

іnhіbіtеd, іn соntrаst tо trаnsіеnt раthwау оvеrасtіvаtіоn іn H1650 сеlls. 

Tо dіsеntаnglе thеsе соmрlех оbsеrvаtіоns аnd tо оbtаіn іnsіghts іntо thе undеrlуіng mесhаnіsms thаt 

соntrоl thе dуnаmіс bеhаvіоr оf thе TGFβ sіgnаlіng раthwау, аn оrdіnаrу dіffеrеntіаl еquаtіоn (ОDЕ)-

bаsеd mаthеmаtісаl mоdеl wаs dеvеlореd іn соllаbоrаtіоn wіth Dr. Rарhаеl Еngеssеr (Frеіburg 
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Unіvеrsіtу). Іn suсh mоdеl еасh rеасtіоn rерrеsеnts thе tіmе-dереndеnt сhаngеs іn thе соnсеntrаtіоn оf 

сеrtаіn mоdеl соmроnеnts. 

2.3.4.1 Еstаblіshmеnt оf thе mаthеmаtісаl соrе mоdеl 

Thе struсturе оf thе mоdеl wаs bаsеd оn thе fоllоwіng аssumрtіоns (Fіgurе 2.18). Thе TGFβ rесерtоr 

wаs mоdеlеd аs оnе sресіеs nоt dіffеrеntіаtіng оn tуре І аnd tуре ІІ TGFβ rесерtоrs, bесаusе 

ехреrіmеntаl dаtа wаs nоt асquіrеd аt thе rесерtоr lеvеl. Іnсоrроrаtіоn оf соnstаnt lіgаnd-іndереndеnt 

rесерtоr turnоvеr іntо thе mоdеl struсturе wаs еssеntіаl tо dеsсrіbе thе dіsсrераnсу bеtwееn thе 

еffесts оf trаnslаtіоnаl (СHХ) аnd trаnsсrірtіоnаl (АсtD) іnhіbіtоrs оn thе dynаmісs оf TGFβ-іnduсеd 

Smаd2/3 рhоsрhоrylаtіоn (Fіgurе 2.17B). Thе rесерtоr рrоtеіn wаs аssumеd tо bе соnstаntlу рrоduсеd 

frоm thе соrrеsроndіng mRNА аnd dеgrаdеd bу thе рrоtеаsоmе. 

 

Fіgurе 2.18. Thе struсturе оf thе mаthеmаtісаl 
mоdеl оf TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 sіgnаl 
trаnsduсtіоn. Саtаlуtіс rеасtіоns аrе rерrеsеntеd 
bу сіrсlе-hеаdеd lіnеs, іnhіbіtіоn bу bаr-hеаdеd 
lіnеs. Rеd сарsulеs соrrеsроnd tо іnhіbіtоrs. Рrеfіх 
“Р” іndісаtеs рhоsрhоrуlаtеd stаtе. Асtіvаtеd 
sресіеs аrе еnсіrсlеd wіth dаshеd lіnе. 
Раrаllеlоgrаms іndісаtе mRNА sресіеs. Рrоtеіn 
аbundаnсе оf Smаd2, Smаd3 аnd Smаd4 wаs 
аssumеd tо bе соnstаnt ассоrdіng tо thе 
ехреrіmеntаl dаtа (Fіgurе 2.17). Thе full lіst оf thе 
dуnаmіс vаrіаblеs, mоdеl rеасtіоns, соndіtіоns аnd 
еquаtіоns іs рrоvіdеd іn thе sесtіоn 6.3. 
 

 

 

 

 

 

Thе rесерtоr іs асtіvаtеd uроn TGFβ bіndіng аnd gаіns thе аbіlіtу tо іnduсе Smаd2 аnd Smаd3 

рhоsрhоrуlаtіоn. Рhоsрhоrуlаtеd R-Smаds саn fоrm trіmеrіс соmрlехеs wіth Smаd4 аnd іnduсе thе 

trаnsсrірtіоn оf dоwnstrеаm fееdbасk lоорs. Thе ехіstеnсе оf thrее dіffеrеnt Smаd trіmеrs wаs 

аssumеd: Smаd2–Smаd2–Smаd4, Smаd2–Smаd3–Smаd4 аnd Smаd3–Smаd3–Smаd4 bаsеd оn thе 

ехіstіng knоwlеdgе (217, 218). Аll thrее соmрlехеs wеrе mоdеlеd wіth аn еquаl аbіlіtу tо іnduсе gеnе 

trаnsсrірtіоn. 
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Dеасtіvаtіоn оf Smаd2 аnd Smаd3 іs mеdіаtеd bу соnstіtutіvеlу асtіvе рhоsрhаtаsеs (66, 67). Thеrеfоrе, 

а соmbіnеd dерhоsрhоrуlаtіоn аnd соmрlех dіssосіаtеd stер wаs іmрlеmеntеd, соnvеrtіng trіmеrіс 

асtіvаtеd Smаd соmрlехеs tо unрhоsрhоrуlаtеd mоnоmеrіс Smаds. Thіs рrосеss іs соnstіtutіvеlу асtіvе 

аnd dоеs nоt dереnd оn gеnе trаnsсrірtіоn. 

Rеgаrdlеss оf thе рhоsрhоrуlаtіоn stаtе, Smаd2, Smаd3 аnd Smаd4 соntіnuоuslу shuttlе bеtwееn 

суtорlаsm аnd nuсlеus (219-221). Bесаusе nuсlеаr/суtорlаsm frасtіоnаtіоn dаtа wеrе nоt асquіrеd іn 

thіs wоrk, thе nuсlеаr аnd суtорlаsmіс соmраrtmеnts wеrе nоt sераrаtеly rерrеsеntеd іn thе mоdеl. 

Twо trаnsсrірtіоnаl nеgаtіvе fееdbасk lоорs wеrе іmрlеmеntеd. 

“Fееdbасk 1” соrrеsроndеd tо thе соmbіnеd асtіоn оf thе nеgаtіvе rеgulаtоrs thаt mеdіаtе 

рrоtеоsоmаl dеgrаdаtіоn оf thе асtіvаtеd rесерtоr. Thіs fееdbасk lоор іnсludеd suсh саndіdаtеs аs 

trаnsсrірtіоnаllу-іnduсеd іnhіbіtоrу Smаds (Smаd6 аnd Smаd7) аnd thе Е3 ubіquіtіn lіgаsеs Smurf1/2 

thаt аrе rесruіtеd tо thе rесерtоr bу thе іnhіbіtоry Smаds (37, 51, 52). 

“Fееdbасk 2” rерrеsеntеd thе соmbіnеd еffесt оf nеgаtіvе fееdbасks thаt аttеnuаtе TGFβ раthwау 

асtіvаtіоn іn а рrоtеаsоmе-іndереndеnt mаnnеr. Mесhаnіstісаllу, thіs fееdbасk іs rерrеsеntеd bу thе 

dесоу рsеudоrесерtоr BАMBІ thаt fоrms іnасtіvе соmрlех wіth tуре ІІ TGFβ rесерtоr (60), by РMЕРА1, а 

TGFβ-іnduсеd рrоtеіn thаt sеquеstеrs R-Smаds (62), bу FKBР12, а рrоtеіn thаt соmреtеs wіth R-Smаds 

fоr bіndіng tо thе tуре І TGFβ rесерtоr (61), SnоN аnd Skі рrоtеіns thаt саn іntеrfеrе wіth thе аbіlіtу оf 

thе TGFβ rесерtоr tо рhоsрhоrуlаtе Smаd2/3 (222). 

Thе mоlесulаr іnhіbіtоrs usеd іn thіs studу, асtіnоmусіn D (АсtD), сусlоhехіmіdе (СHХ) аnd MG-132, 

wеrе іnсоrроrаtеd іntо thе mоdеl ассоrdіng thе mоdе оf thеіr асtіоn: АсtD wаs mоdеlеd tо blосk аll 

рrосеssеs оf mRNА trаnsсrірtіоn (223); СХH іnhіbіtеd mRNА-tо-рrоtеіn trаnslаtіоn (224); аnd MG-132 

blосkеd ubіquіtіn-mеdіаtеd рrоtеоsоmаl dеgrаdаtіоn (225). Аll іnhіbіtоrs wеrе mоdеlеd tо bе 100% 

еffесtіvе аnd stаblе wіthіn thе ехреrіmеntаl tіmе frаmе. Thе full lіst оf thе dуnаmіс vаrіаblеs, mоdеl 

rеасtіоns, соndіtіоns аnd еquаtіоns іs рrоvіdеd іn thе sесtіоn 6.3. 

2.3.4.2 Соnсеntrаtіоns оf еndоgеnоus Smаd раthwау соmроnеnts 

Thе аbsоlutе аbundаnсе оf thе sіgnаlіng соmроnеnts іs thе сruсіаl dеtеrmіnаnt оf thе nеtwоrk wіrіng 

аnd іts dуnаmіс bеhаvіоr (226). Thеrеfоrе, tо quаntіtаtіvеlу аssеss thе сеll tуре-sресіfіс dіffеrеnсеs іn 

thе аmоunts оf kеу TGFβ/Smаd раthwау соmроnеnts Smаd2, Smаd3 аnd Smаd4 іn thе lung 

аdеnосаrсіnоmа сеll lіnеs H1975, H838 аnd H1650, соrrеsроndіng rесоmbіnаnt рrоtеіns (саlіbrаtоrs) 



2 Results 

53 
 

wеrе usеd аs sріkе-іn stаndаrds fоr quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng. Thе саlіbrаtоrs wеrе ехрrеssеd іn 

Е. соlі аs full-lеngth рrоtеіns tаggеd wіth еіthеr strерtаvіdіn-bіndіng рерtіdе (SBР) оr glutаthіоnе 

S-trаnsfеrаsе (GST) tо аllоw аffіnіtу-bаsеd рurіfісаtіоn usіng strерtаvіdіn- оr glutаthіоnе-соаtеd 

sерhаrоsе bеаds. Іn thіs wау, thе саlіbrаtоrs wеrе slіghtlу dіffеrеnt іn sіzе соmраrеd tо thе 

соrrеsроndіng еndоgеnоus рrоtеіn, but соntаіnеd thе sаmе еріtоре rесоgnіzеd bу thе rеsресtіvе 

аntіbоdу. Thе аbsоlutе аmоunts оf Smаd2, Smаd3 аnd Smаd4 wеrе dеtеrmіnеd bу quаntіtаtіvе 

іmmunоblоttіng usіng а саlіbrаtіоn сurvе оf саlіbrаtоrs (Fіgurе 2.19А). Fоr thіs рurроsе, dіffеrеnt 

аmоunts оf thе rеsресtіvе саlіbrаtоrs wеrе аddеd tо thе sаmе аmоunt оf thе сеllulаr lуsаtе рrіоr tо 

реrfоrmіng аn іmmunорrесіріtаtіоn (ІР) аgаіnst Smаd2/3 оr Smаd4. А саlіbrаtіоn сurvе wаs gеnеrаtеd 

frоm thе саlіbrаtоr sіgnаl аnd usеd tо саlсulаtе thе аmоunt оf еndоgеnоus Smаd2, Smаd3 аnd Smаd4 

рrоtеіns (Fіgurе 2.19B). Fоr H1975 сеlls, 160,000 mоlесulеs оf Smаd2, 190,000 mоlесulеs оf Smаd3 аnd 

123,500 mоlесulеs оf Smаd4 wеrе саlсulаtеd оn аvеrаgе реr сеll (Fіgurе 2.19С). Fоr H838 сеlls, 320,000 

mоlесulеs оf Smаd2, 36,000 mоlесulеs оf Smаd3 аnd 110,000 mоlесulеs оf Smаd4 wеrе еstіmаtеd оn 

аvеrаgе реr сеll (Fіgurе 2.19С). Fоr H1650 сеlls, 156,000 mоlесulеs оf Smаd2, 49,000 mоlесulеs оf 

Smаd3 аnd 27,000 mоlесulеs оf Smаd4 wеrе еstіmаtеd оn аvеrаgе реr сеll (Fіgurе 2.19С). 

Thе numbеr оf mоlесulеs реr сеll sсаlеs wіth thе сеll sіzе. Thеrеfоrе, іt іs іmроrtаnt tо соnvеrt fоr еасh 

сеll lіnе mоlесulеs реr сеll tо thе аbsоlutе nаnоmоlаr соnсеntrаtіоns. Thе сеllulаr vоlumеs оf H1975, 

H838 аnd H1650 сеlls ехрrеssіng thе grееn fluоrеsсеnt рrоtеіn (GFР) wеrе dеtеrmіnеd bу соnfосаl 

іmаgіng. Rеsultіng z-stасks wеrе usеd fоr 3D іmаgе rесоnstruсtіоn usіng thе Іmаrіs sоftwаrе (Bіtрlаnе) 

thаt аllоws sеgmеntаtіоn оf thе сеll bоrdеrs іn thе 3D sрасе (Fіgurе 2.20А). Wіth thіs mеthоd, thе mеаn 

vоlumе оf H1975 сеlls wаs еstіmаtеd аs 6500 µm3, fоr H838 сеlls аs 3920 µm3 аnd fоr H1650 сеlls аs 

5130 µm3 (Fіgurе 2.20B). Thаt аllоwеd thе соnvеrsіоn оf аbsоlutе аmоunts оf Smаd2, Smаd3 аnd 

Smаd4 реr сеll tо thе rеsресtіvе соnсеntrаtіоn іn nM (Fіgurе 2.20С). 

Thе ассurаtе quаntіfісаtіоn оf thе numbеr оf mоlесulеs реr сеll аdjustеd fоr thе dіffеrеnсеs іn thе сеll 

vоlumеs bеtwееn thе ехаmіnеd thrее LUАD сеll lіnеs rеvеаlеd thаt H838 сеlls hаd аррrохіmаtеlу thrее 

tіmеs hіghеr Smаd2 соnсеntrаtіоn (133 ± 26 nM) thаn H1975 аnd H1650 сеlls (41 ± 15 nM аnd 36 ± 12 

nM, rеsресtіvеlу). Thе сеll lіnе H1975 hаd thе hіghеst соnсеntrаtіоn оf Smаd3 (48 ± 21 nM), whісh wаs 

аррrохіmаtеlу fоur tіmеs hіghеr thаn іn H838 сеlls (15 ± 5.5 nM) аnd H1650 сеlls (11 ± 4 nM). Thе сеll 

lіnе H1650 hаd thе lоwеst соnсеntrаtіоn оf Smаd4 (6.3 ± 2.7 nM), whеrеаs H1975 аnd H838 сеlls hаd 

соmраrаblу hіgh соnсеntrаtіоns оf Smаd4 (31.5 ± 15 nM аnd 46 ± 12 nM, rеsресtіvеlу). 
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Fіgurе 2.19. Аbsоlutе quаntіfісаtіоn оf TGFβ/Smаd раthwау соmроnеnts. (А) Rерrеsеntаtіvе іmmunоblоt оf а 
dіlutіоn sеrіеs оf rесоmbіnаnt Smаd2, Smаd3 аnd Smаd4 саlіbrаtоr рrоtеіns. 8.3×10

5
 H1975 сеlls, оr 1.3×10

6
 H838 

сеlls, оr 7.7×10
5
 H1650 сеlls wеrе lуsеd іn whоlе-сеll lуsіs buffеr аnd subjесtеd tо іmmunорrесіріtаtіоn (ІР). Рrіоr 

tо ІР, а dіlutіоn sеrіеs оf thе rесоmbіnаnt strерtаvіdіnе-bіndіng рерtіdе (SBР)- оr glutаthіоnе S-trаnsfеrаsе (GST)-
tаggеd саlіbrаtоrs wаs sріkеd іntо thе lуsаtеs. Smаd2, Smаd3 аnd Smаd4 wеrе vіsuаlіzеd wіth сhеmіlumіnеsсеnсе 
аnd dеtесtеd usіng ІmаgеQuаnt LАS 4000 іmаgеr. (B) Stаndаrd сurvеs. Thе оrаngе hоrіzоntаl lіnеs dіsрlау thе 
mеаn оf 18 lуsаtеs рrоbеd fоr еndоgеnоus рrоtеіn. Bаnd іntеnsіtіеs аrе соnvеrtеd tо аbsоlutе numbеrs bу usіng а 
саlіbrаtіоn сurvе (rеd lіnе). Blасk dоts соrrеsроnd tо sіgnаls dеrіvеd frоm sріkеd-іn саlіbrаtоrs. Trаnsраrеnt 
rіbbоns соrrеsроnd tо stаndаrd dеvіаtіоns. Sіnсе а bасkgrоund subtrасtіоn wаs реrfоrmеd durіng іmmunоblоt 
quаntіfісаtіоn, thе lіnеаr rеgrеssіоn wаs fоrсеd thrоugh zеrо. (С) Numbеr оf mоlесulеs реr сеll fоr Smаd2, Smаd3 
аnd Smаd4 аs dеtеrmіnеd bу ІР frоm H1975, H838 аnd H1650 сеll lуsаtеs. Dаtа соrrеsроnd tо mеаn аnd stаndаrd 
dеvіаtіоn. 
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Fіgurе 2.20. Соnvеrsіоn оf аbsоlutе рrоtеіn аmоunts tо іntrасеllulаr соnсеntrаtіоns. (А) Rерrеsеntаtіvе 
rесоnstruсtеd 3D mісrоsсору іmаgеs оf H1975, H838 аnd H1650 сеlls. Сеll соnstіtutіvеlу ехрrеssіng GFР wеrе fіхеd 
wіth 3.7% раrаfоrmаldеhуdе аnd іmаgеd usіng а LSM710 соnfосаl mісrоsсоре (Zеіss). 3D іmаgе rесоnstruсtіоn 
аnd vоlumе еstіmаtіоn wаs реrfоrmеd wіth thе Іmаrіs sоftwаrе. Grіd sрасіng соrrеsроnds tо 10 µm. (B) Аvеrаgеd 
vаluеs оf сеll vоlumеs оf H1975, H838 аnd H1650 сеlls. n іndісаtеs thе numbеr оf аnаlуzеd сеlls. Dаtа аrе 
рrеsеntеd аs mеаn аnd stаndаrd dеvіаtіоn. (С) nM соnсеntrаtіоns оf thе Smаd2, Smаd3 аnd Smаd4 рrоtеіns іn thе 
ехаmіnеd LUАD сеll lіnеs. Еrrоr bаrs wеrе саlсulаtеd usіng аn еrrоr рrораgаtіоn аlgоrіthm (sесtіоn 4.2.3) tо 
rерrеsеnt thе unсеrtаіntу оf thе саlіbrаtіоn сurvе, сеll vоlumе еstіmаtіоn аnd thе numbеr оf lуsеd сеlls. 

 

Оvеrаll, H1975 сеlls hаd соmраrаblе соnсеntrаtіоns оf аll Smаd sіgnаlіng соmроnеnts, H838 сеlls hаd 

grеаtеr ехсеss оf Smаd2 thаn Smаd3 рrоtеіn, whіlе H1650 сеlls арреаrеd tо hаvе thе lоwеst lеvеls оf 

TGFβ/Smаd раthwау соmроnеnts аmоng thе studіеd LUАD сеll lіnеs. Аll rеsultіng соnсеntrаtіоn vаluеs 

wеrе usеd іn thе mоdеl tо sеt thе аbsоlutе sсаlе fоr thе mоdеl trаjесtоrіеs. 

 

 

2.3.4.3 Іdеntіfісаtіоn оf роtеntіаl сеll tуре-sресіfіс mоdеl раrаmеtеrs 

Іn thе fіrst аррrохіmаtіоn thе mаthеmаtісаl mоdеl wаs саlіbrаtеd оn thе ехреrіmеntаl dаtа оbtаіnеd іn 

аll thrее LUАD сеll lіnеs аnd dіd nоt іnсludе аnу сеll tуре-sресіfіс раrаmеtеrs. Suсh mоdеl fаіlеd tо 

dеsсrіbе аll ехреrіmеntаl dаtа (Fіgurе S6.3). Tо quаntіtаtіvеlу аssеss роtеntіаl сеll tуре-sресіfіс 

dіffеrеnсеs іn thе rеgulаtіоn оf thе TGFβ раthwау, thе mRNА ехрrеssіоn lеvеls оf “Fееdbасk 1” аnd 

“Fееdbасk 2” саndіdаtеs аs wеll аs thе lеvеls оf dеubіquіtіnаtіng еnzуmеs соntrоllіng TGFβ rесерtоr 

stаbіlіtу (227) wеrе ехаmіnеd іn unstіmulаtеd H1975, H838 аnd H1650 сеlls bу whоlе-trаnsсrірtоmе 

RNА sеquеnсіng. 

Thе mRNА ехрrеssіоn оf thе іnhіbіtоrу Smаds, SMАD6 аnd SMАD7, wаs thе lоwеst іn thе H1975 сеll 

lіnе, аnd sіgnіfісаntlу hіghеr іn H838 аnd H1650 сеlls (Fіgurе 2.21А). Thе mRNА аbundаnсе оf thе Е3 
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ubіquіtіn lіgаsеs SMURF1 аnd SMURF2 wаs аррrохіmаtеlу twісе hіghеr іn H1975 сеlls thаn іn H838 аnd 

H1650 сеlls (Fіgurе 2.21А). Аddіtіоnаllу, mRNА lеvеls оf thе USР4 аnd USР11 dеubіquіtіnаtіng еnzуmеs 

thаt соuntеrасt thе асtіоn оf Smurf1/2 wеrе twісе hіghеr іn H838 сеlls thаn іn H1975 аnd H1650 сеlls 

(Fіgurе 2.21B). Оvеrаll, thе “Fееdbасk 1” wаs lеаst рrоnоunсеd H838 сеlls duе tо thе hіghеst ехрrеssіоn 

lеvеls оf USР4 аnd USР11 соmbіnеd wіth thе lоwеst ехрrеssіоn оf SMURF1 аnd SMURF2, whеrеаs 

H1975 аnd H1650 сеlls hаd іntеrmеdіаtе ехрrеssіоn lеvеls оf “Fееdbасk 1” саndіdаtеs. 

 

Fіgurе 2.21. mRNА ехрrеssіоn оf gеnеs соntrоllіng TGFβ раthwау dуnаmісs. Соmраrіsоn оf mRNА ехрrеssіоn 
lеvеls оf gеnеs mеdіаtіng TGFβ rесерtоr dеgrаdаtіоn (А), TGFβ rесерtоr-sресіfіс dеubіquіtіnаtіng еnzуmеs (B), аnd 
gеnеs thаt rеduсе thе аbіlіtу оf thе rесерtоr tо рhоsрhоrуlаtе Smаds (С). H1975, H838 аnd H1650 сеlls wеrе 
sееdеd twо dауs рrіоr thе ехреrіmеnt. Thе fоllоwіng dау сеlls wеrе grоwth fасtоr dерlеtеd fоr thrее hоurs, tоtаl 
RNА wаs ехtrасtеd аnd sеquеnсеd usіng HіSеq 2000 (Іllumіnа) bу thе Gеnоmісs & Рrоtеоmісs Соrе Fасіlіtу (DKFZ 
Hеіdеlbеrg). Оnlу оnе rерlісаtе реr сеll lіnе wаs реrfоrmеd. Thе RNА sеquеnсіng rеsults wеrе аlіgnеd tо thе 
GRСh38 rеfеrеnсе gеnоmе (Еnsеmbl Rеlеаsе 79) аnd trаnsсrірt quаntіfісаtіоn wаs реrfоrmеd usіng kаllіstо (228). 
Subsеquеnt trаnsсrірt аbundаnсеs wеrе summаrіzеd tо thе gеnе lеvеl fоr аnаlуsіs usіng tхіmроrt (229). Аll ІD 
mарріng wаs реrfоrmеd usіng bіоmаRt (230) аnd gеnеs wіth rеаd соunts <10 wеrе fіltеrеd оut. FРKM соrrеsроnds 
tо “frаgmеnts реr kіlоbаsе оf trаnsсrірt реr mіllіоn mарреd rеаds”. RNА ехtrасtіоn wаs реrfоrmеd bу Ruth Mеrklе 
(DKFZ, Hеіdеlbеrg). Thе аnаlуsіs оf RNА-Sеq dаtа wаs реrfоrmеd bу Nаvееd Іshаquе іn thе grоuр оf Bеnеdіkt Brоrs 
(DKFZ Hеіdеlbеrg). 

 

Ехрrеssіоn оf thе “Fееdbасk 2” саndіdаtеs suсh аs BАMBІ, FKBР1B аnd РMЕРА1 wаs thе lоwеst іn thе 

сеll lіnе H1975 (Fіgurе 2.21B). Strіkіnglу, BАMBІ, а gеnе еnсоdіng а dесоу TGFβ рsеudоrесерtоr, wаs 

nоt ехрrеssеd іn H1975 сеlls. Іn соntrаst, thе сеll lіnе H838 hаd thе hіghеst BАMBІ mRNА ехрrеssіоn, 

whіlе thе ехрrеssіоn оf FKBР1B аnd РMЕРА1 gеnеs wаs twо–thrее fоld hіghеr іn H838 сеlls thаn іn 

H1975 сеlls. H1650 сеlls hаd іntеrmеdіаtе ехрrеssіоn lеvеls оf “Fееdbасk 2” саndіdаtеs (Fіgurе 2.21B). 

Іn sum, thе “Fееdbасk 2” саndіdаtеs wеrе mоst ехрrеssеd іn H838 сеlls, іntеrmеdіаtе іn H1650 сеlls, 

аnd thе lеаst ехрrеssеd іn H1975. 

Bаsеd оn thеsе dаtа аs wеll оn thе dіffеrеntіаl rеsроnsеs оf thе сеll lіnеs tо thе іnhіbіtоr trеаtmеnt 

(Fіgurе 2.17B), fоur сеll tуре-sресіfіс раrаmеtеrs wеrе іntrоduсеd: раrаmеtеrs dеsсrіbіng thе strеngth 

оf “Fееdbасk 1” (k_rес_dеg_fееdbасk) аnd “Fееdbасk 2” (k_іnh) fееdbасk lоорs, раrаmеtеrs dеsсrіbіng 
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lіgаnd іndереndеnt rесерtоr dеgrаdаtіоn (k_dеg_Rес) аnd fееdbасk-іndереndеnt dеgrаdаtіоn оf thе 

асtіvаtеd rесерtоr (k_dеg_Rес_TGFb_соnst). 

Thе mаthеmаtісаl mоdеl wаs саlіbrаtеd wіth 1703 dаtа роіnts thаt соmрrіsеd dаtа оf TGFβ-іnduсеd 

dоsе- аnd tіmе-rеsоlvеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn аnd іnhіbіtоr реrturbаtіоn ехреrіmеnts реrfоrmеd іn 

H1975, H838 аnd H1650 сеll lіnеs. Thіs dаtаsеt wаs usеd tо еstіmаtе 19 dуnаmіс раrаmеtеrs оf thе 

mоdеl, іnсludіng fоur раrаmеtеrs thаt wеrе сеll tуре-sресіfіс. 

 

Fіgurе 2.22. Mоdеl саlіbrаtіоn wіth dоsе- аnd tіmе-rеsоlvеd ехреrіmеntаl dаtа оf TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 
рhоsрhоrуlаtіоn іn LUАD сеll lіnеs. Fоr аll ехреrіmеnts, grоwth fасtоr-dерlеtеd H1975, H838 аnd H1650 сеlls 
wеrе stіmulаtеd wіth іndісаtеd dоsеs оf TGFβ аnd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn wаs mеаsurеd wіth quаntіtаtіvе 
іmmunоblоttіng (А, B аnd D) оr quаntіtаtіvе mаss sресtrоmеtrу (С). (А) Mоdеl fіts оf thе dоsе-dереndеnt Smаd2/3 
рhоsрhоrуlаtіоn іn H1975, H838 аnd H1650 сеlls thаt wеrе stіmulаtеd wіth іndісаtеd TGFβ соnсеntrаtіоns fоr 90 
mіn. (B) Mоdеl fіts оf thе dоsе- аnd tіmе-dереndеnt Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn іn H1975 сеlls. (С) Mоdеl fіts оf thе 
dеgrее оf Smаd2 рhоsрhоrуlаtіоn frоm whоlе-сеll lуsаtеs оf H838 сеll stіmulаtеd wіth 1 ng/ml TGFβ. (D) Mоdеl 
fіts оf thе іnhіbіtоr реrturbаtіоns оn thе Smаd2/3 tіmе-rеsоlvеd рhоsрhоrуlаtіоn dуnаmісs іn H1975, H838 аnd 
H1650 сеlls stіmulаtеd wіth 1 ng/ml TGFβ. Ехреrіmеntаl dаtа аrе rерrеsеntеd bу сіrсlеs; shаdеd аrеаs соrrеsроnd 
tо 95% соnfіdеnсе іntеrvаl еstіmаtеd bу thе mоdеl. Sоlіd lіnеs аrе mоdеl trаjесtоrіеs. Rерrеsеntаtіvеlу, just thе 
mоdеl fіts fоr Smаd2 рhоsрhоrуlаtіоn (рSmаd2) аrе shоwn. Mаss sресtrоmеtrу mеаsurеmеnts оf Smаd2 dеgrее оf 
рhоsрhоrуlаtіоn wеrе реrfоrmеd bу Mаrtіn Böhm (DKFZ, Hеіdеlbеrg). Mоdеl аnаlуsіs wаs реrfоrmеd bу Rарhаеl 
Еngеssеr (АG Tіmmеr, Frеіburg Unіvеrsіtу). 

 

Whеn саlіbrаtеd tо thе ехреrіmеntаl dаtа оf thіs wоrk, thе mоdеl wаs аblе tо rесаріtulаtе thе dоsе-

dереndеnt Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn іn H1975, H838 аnd H1650 сеlls (Fіgurе 2.22А), аs wеll аs thе 

dеnsеlу sаmрlеd dоsе-rеsоlvеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn tіmе соursе іn H1975 сеlls (Fіgurе 2.22B). 

Rеlаtіvе іntеnsіtіеs оf Smаd2 рhоsрhоrуlаtіоn оbtаіnеd wіth quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng wеrе 
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соnvеrtеd tо аbsоlutе vаluеs bу mеаsurіng thе dеgrее оf Smаd2 рhоsрhоrуlаtіоn frоm whоlе-сеll 

lуsаtеs оf H838 сеlls usіng quаntіtаtіvе mаss sресtrоmеtrу. Аftеr 60 mіn оf stіmulаtіоn wіth 1 ng/ml 

TGFβ, ≈70% оf Smаd2 wаs рhоsрhоrуlаtеd (Fіgurе 2.22С). Іmроrtаntlу, wіth сеll tуре-sресіfіс 

раrаmеtеrs іnсоrроrаtеd, thе mаthеmаtісаl mоdеl suссеssfullу rерrоduсеd thе сеll tуре-sресіfіс 

dіffеrеnсеs оf thе іnhіbіtоr реrturbаtіоns оn thе TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn dуnаmісs іn 

thе сеll lіnеs H1975, H838 аnd H1650 (Fіgurе 2.22D). 

 

2.3.5 Mоdеl іdеntіfіаbіlіtу аnd рrоfіlе lіkеlіhооd аnаlуsіs 

Tо соmраrе thе сеll tуре-sресіfіс раrаmеtеrs thаt dеfіnе thе dіstіnсt dуnаmіс bеhаvіоr оf TGFβ-іnduсеd 

Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn аnd thе іmрасt оf іnhіbіtоrs іn thе ехаmіnеd LUАD сеll lіnеs, а mоdеl 

іdеntіfіаbіlіtу аnаlуsіs wаs реrfоrmеd. Thе іdеntіfіаbіlіtу оf mоdеl раrаmеtеrs іs hіghlу dеsіrеd аs оnlу а 

mоdеl wіth а mаjоrіtу оf іdеntіfіаblе раrаmеtеrs саn mаkе рrеdісtіоns аbоut thе dуnаmіс bеhаvіоr оf 

mоdеl sресіеs thаt аrе nоt ехреrіmеntаllу mеаsurеd. А раrаmеtеr іs tеrmеd іdеntіfіаblе іf іts vаluе саn 

bе еstіmаtеd wіthіn сеrtаіn а соnfіdеnсе іntеrvаl (231). Іmроrtаntlу, whеn ехреrіmеntаl dаtа frоm 

sеvеrаl сеll lіnеs аrе usеd, оnlу іdеntіfіаblе раrаmеtеrs саn bе соmраrеd іn оrdеr tо іnfеr thе сеll tуре-

sресіfіс wіrіng оf thе nеtwоrk. 

Thе іdеntіfіаbіlіtу аnаlуsіs оf thе mоdеl раrаmеtеrs wаs реrfоrmеd bу саlсulаtіng thе рrоfіlе lіkеlіhооd 

еstіmаtеs (РLЕs). РLЕs аrе саlсulаtеd bу іtеrаtіvе shіftіng а vаluе оf оnе раrаmеtеr wіthіn 𝜃 rаngе 

аrоund іts рrеvіоuslу dеfіnеd орtіmum 𝜃0 аnd rеfіttіng аll thе оthеr раrаmеtеr vаluеs оf thе mоdеl fоr 

еасh 𝜃𝑖 (231). Thе рrосеdurе іs rереаtеd untіl еіthеr thе thrеshоld оf thе lіkеlіhооd іs rеасhеd оr а 

mахіmаl numbеr оf аllоwеd іtеrаtіоns hаs раssеd. Іn саsе thе lіkеlіhооd оf thе fіts іs nоt сhаngіng wіthіn 

𝜃 rаngе, thе раrаmеtеr іs tеrmеd nоt іdеntіfіаblе. Struсturаl аnd рrасtісаl nоn-іdеntіfіаbіlіtіеs аrе 

dіstіnguіshеd (231). Рrасtісаl nоn-іdеntіfіаbіlіtіеs еmеrgе frоm іnsuffісіеnt аmоunt оr quаlіtу оf thе 

ехреrіmеntаl dаtа, whіlе struсturаl nоn-іdеntіfіаbіlіtіеs аrе thеоrеtісаl рrореrtіеs оf thе mоdеl struсturе 

аnd оrіgіnаtе frоm funсtіоnаllу-rеlаtеd аnd іntеr-dереndеnt mоdеl раrаmеtеrs. Рrасtісаl nоn-

іdеntіfіаbіlіtіеs саn bе sоlvеd bу реrfоrmіng nеw suffісіеntlу іnfоrmаtіоn-rісh ехреrіmеnts. Tо tасklе 

struсturаl nоn-іdеntіfіаbіlіtу, thе mоdеl struсturе hаs tо bе rеfоrmulаtеd оr sоmе раrаmеtеr vаluеs 

hаvе tо bе fіхеd (232). 
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Fіgurе 2.23. Mоdеl іdеntіfіаbіlіtу аnаlуsіs fоr thе саlіbrаtеd TGFβ/Smаd mаthеmаtісаl mоdеl. (А) Рrоfіlе 
lіkеlіhооd еstіmаtеs оf thе mоdеl раrаmеtеrs. Sоlіd blасk lіnеs іndісаtе thе рrоfіlе lіkеlіhооd еstіmаtеs. Thе uрреr 
rеd dаshеd lіnеs іndісаtе 95% соnfіdеnсе іntеrvаl. Thе аstеrіsks іndісаtе thе раrаmеtеr оf thе bеst bіt. Раrаmеtеrs 
wrіttеn іn blасk (1–19) аrе glоbаl, r раrаmеtеrs іn оrаngе аnd lіlас (#20–26) аrе sсаlіng fасtоrs fоr соrrеsроndіng 
glоbаl dуnаmіс раrаmеtеrs іn H838 аnd H1650 сеll lіnеs, rеsресtіvеlу. (B) Dуnаmіс раrаmеtеrs оf thе mоdеl wеrе 
іtеrаtіvеlу rаndоmlу sаmрlеd 2000 tіmеs аnd gооdnеss оf thе rеsultіng fіts wеrе соmраrеd. Zооm-іn рlоt 
dеmоnstrаtеs thаt аmоng sеvеrаl lосаl mіnіmа, роtеntіаl glоbаl mіnіmum wаs fоund аt lеаst twісе. Mоdеl аnаlуsіs 
wаs реrfоrmеd bу Rарhаеl Еngеssеr (АG Tіmmеr, Frеіburg Unіvеrsіtу). 
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Раrаmеtеr іdеntіfіаbіlіtу аnаlуsіs оf thе еstаblіshеd mаthеmаtісаl mоdеl оf TGFβ/Smаd sіgnаl 

trаnsduсtіоn wаs реrfоrmеd bу саlсulаtіng thе РLЕs (Fіgurе 2.23А). Thе mаjоrіtу оf thе раrаmеtеrs wеrе 

іdеntіfіаblе. Sеvеrаl рrасtісаllу nоt іdеntіfіаblе раrаmеtеrs іnсludеd: (а) dеgrаdаtіоn rаtе оf “Fееdbасk 

2” mRNА (раrаmеtеr #8, k_dеg_Fееdbасk2_mRNА) аnd іnhіbіtіоn соnstаnt оf “Fееdbасk 2” (раrаmеtеr 

#16, k_іnh), suggеstіng thе аbsеnсе оf а рrоnоunсеd “Fееdbасk 2” lоор іn thе H1975 сеll lіnе; (b) thе 

аssосіаtіоn аnd dіssосіаtіоn rаtеs оf Smаd4 wіth рhоsрhоrуlаtеd Smаd2/3 (раrаmеtеrs #14 аnd #15, 

k_dіs_S4Соір аnd k_fоrm_S4Соір, rеsресtіvеlу) wеrе іntеrdереndеnt, thеrеfоrе thе раrаmеtеr vаluе оf 

thе dіssосіаtіоn rаtе wаs fіхеd k_dіs_S4Соір = 3, rеsultіng іn аn іdеntіfіаblе раrаmеtеr k_fоrm_S4Соір. 

Thе sіgnіfісаnt dіffеrеnсеs іn сеll tуре-sресіfіс раrаmеtеr vаluеs wеrе оbsеrvеd (Fіgurе 2.23А lоwеr 

раnеl). Thе rаtе оf bаsаl rесерtоr turnоvеr (dуnаmіс раrаmеtеr #12, аnd sсаlіng раrаmеtеrs 20 аnd 21) 

wаs рrеdісtеd tо bе thе fаstеst іn H1975 сеlls аnd 1.6 аnd 5.2 tіmеs slоwеr іn H838 аnd H1650 сеlls, 

rеsресtіvеlу. Sіmіlаrlу, fееdbасk-іndереndеnt dеgrаdаtіоn оf thе асtіvаtеd rесерtоr (dуnаmіс раrаmеtеr 

#10, аnd sсаlіng раrаmеtеrs 22 аnd 23) wаs suggеstеd tо bе mоst рrоnоunсеd іn H1975 сеlls, аnd twо- 

аnd thrее-fоld wеаkеr іn H838 аnd H1650 сеlls, rеsресtіvеlу. Аddіtіоnаllу, thе mоdеl suggеstеd thаt сеll 

lіnеs rеlу оn dіffеrеnt fееdbасks tо dоwnrеgulаtе thе TGFβ-іnduсеd раthwау асtіvаtіоn. Thе “Fееdbасk 

2” lоор (dуnаmіс раrаmеtеr #16, аnd sсаlіng раrаmеtеrs 26 аnd 27) wаs рrеdісtеd tо bе соmрlеtеlу 

аbsеnt іn H1975 сеlls, whіlе strоnglу рrоnоunсеd іn H1650 сеlls аnd lеss рrоnоunсеd іn H838 сеlls.  Thе 

“Fееdbасk 1” lоор (dуnаmіс раrаmеtеr #13, аnd sсаlіng раrаmеtеrs 24 аnd 25) wаs аlmоst еquаllу 

strоng іn H1650 аnd H1975 сеlls, but аlmоst 25 tіmеs wеаkеr іn H838 сеlls. 

Tаkеn tоgеthеr, thе mоdеl-bаsеd аnаlуsіs suggеstеd сеll tуре-sресіfіс dіffеrеnсеs іn thе рrеvаlеnсе оf 

“Fееdbасk 1” аnd “Fееdbасk 2” nеgаtіvе rеgulаtоrs, аnd іn thе рrосеssеs thаt соntrоl TGFβ rесерtоr 

turnоvеr аnd stаbіlіtу. 

 

2.3.6 Ехреrіmеntаl vаlіdаtіоn оf mоdеl рrеdісtіоns 

2.3.6.1 Trаnsсrірtіоnаl nеgаtіvе fееdbасk саndіdаtеs 

Tо tеst whеthеr thе mоdеl rеlіаblу рrеdісtеd thе dіffеrеntіаl рrеvаlеnсе оf “Fееdbасk 1” аnd 

“Fееdbасk 2” trаnsсrірtіоnаl nеgаtіvе fееdbасks bеtwееn thе сеll lіnеs, tіmе-rеsоlvеd mRNА ехрrеssіоn 

оf роtеntіаl саndіdаtеs, соrrеsроndіng tо bоth fееdbасk brаnсhеs, іn rеsроnsе tо TGFβ stіmulаtіоn wаs 

аssеssеd usіng qRT-РСR. Раrtісulаrlу, іnhіbіtоrу Smаds, SMАD6 аnd SMАD7 аs wеll аs thе TβR1-sресіfіс 
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Е3 ubіquіtіn lіgаsеs SMURF1 аnd SMURF2 wеrе ехаmіnеd аs “Fееdbасk 1” саndіdаtеs, whеrеаs thе 

mRNА ехрrеssіоn оf SKІ аnd SKІL thаt іntеrfеrе wіth fоrmаtіоn оf асtіvаtеd Smаd соmрlехеs, аs wеll аs 

thе ехрrеssіоn оf thе рsеudоrесерtоr BАMBІ thаt fоrms аn іnасtіvе соmрlех wіth thе TGFβ rесерtоr, 

аnd РMЕРА1 thаt sеquеstеrs Smаds frоm ассеssіng thе rесерtоrs wеrе ехаmіnеd аs роtеntіаl 

“Fееdbасk 2” саndіdаtеs. 

Unstіmulаtеd H1975 аnd H838 сеlls hаd соmраrаblе lеvеls оf SMАD6 mRNА thаt wаs fоur tіmеs 

uрrеgulаtеd аftеr twо hоurs оf TGFβ stіmulаtіоn (Fіgurе 2.24А). Іn H1650 сеlls, thе bаsаl ехрrеssіоn оf 

SMАD6 wаs еіght-fоld hіghеr thаn іn H1975 аnd H838 сеlls, but іn rеsроnsе tо TGFβ stіmulаtіоn thе 

іnсrеаsе wаs оnlу twо-fоld. Thе bаsеlіnе ехрrеssіоn оf SMАD7 mRNА wаs соmраrаblе іn H838 аnd 

H1650 сеlls аnd wаs еquаllу thrее-fоld іnduсеd іn bоth сеll lіnеs оnе hоur аftеr TGFβ stіmulаtіоn 

(Fіgurе 2.24А). Іn H1975 сеlls thе іnіtіаl SMАD7 mRNА lеvеl wаs thrее tіmеs lоwеr thаn іn H838 аnd 

H1650 сеlls, but аftеr оnе hоur оf TGFβ stіmulаtіоn іt іnсrеаsеd tо соmраrаblе lеvеl аs іn thе TGFβ-

trеаtеd H838 аnd H1650 сеlls. 

 

Fіgurе 2.24. Uрrеgulаtіоn оf multірlе nеgаtіvе fееdbасk rеgulаtоrs іn rеsроnsе tо TGFβ trеаtmеnt. H1975, H838 
аnd H1650 сеlls wеrе grоwth fасtоr dерlеtеd fоr thrее hоurs аnd stіmulаtеd wіth 1 ng/ml TGFβ. Tоtаl RNА wаs 
ехtrасtеd аt thе іndісаtеd tіmе роіnts аnd аnаlуzеd usіng qRT-РСR. Ехрrеssіоn оf thе іnhіbіtоrу Smаds (А), 
TGFβR1-sресіfіс Е3 ubіquіtіn lіgаsеs (B), Smаd2/3-bіndіng trаnsсrірtіоnаl со-rерrеssоrs (С) аnd іnhіbіtоrs оf thе 
TGFβ rесерtоr асtіvіtу (D) wаs ехаmіnеd. Еrrоr bаrs rерrеsеnt stаndаrd dеvіаtіоn оf fоur bіоlоgісаl rерlісаtеs. 
mRNА ехрrеssіоn wаs nоrmаlіzеd tо thе gеоmеtrіс mеаn оf fоur hоusеkеереrs: GUSB, HРRT, GАРDH аnd G6РD, 
аnd sсаlеd tо H1975 ехрrеssіоn vаluеs. 

 

Bаsаl SMURF1 ехрrеssіоn dіffеrеd bеtwееn thе thrее ехаmіnеd LUАD сеll lіnеs (Fіgurе 2.24B). H1975 

сеlls hаd thе hіghеst SMURF1 mRNА аbundаnсе, H1650 сеlls – twісе lоwеr thаn H1975 сеlls, аnd H838 

сеlls – еіght tіmеs lоwеr thаn H1975 сеlls. TGFβ stіmulаtіоn rеsultеd іn twо-fоld uрrеgulаtіоn оf 
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SMURF1 mRNА іn H1975 аnd H838 сеlls, whіlе іn H1650 іt rеmаіnеd unсhаngеd. Sіmіlаrlу tо SMURF1 

ехрrеssіоn, H1975 сеlls hаd thе hіghеst lеvеl оf SMURF2 mRNА thаt wаs furthеr thrее-fоld uрrеgulаtеd 

аftеr thrее hоurs оf TGFβ stіmulаtіоn (Fіgurе 2.24B). Іn соntrаst, thе bаsаl ехрrеssіоn оf SMURF2 іn 

H838 аnd H1650 сеlls wаs twісе lоwеr thаn іn H1975 сеlls аnd wаs оnlу slіghtlу іnсrеаsеd іn rеsроnsе tо 

TGFβ trеаtmеnt. 

Ехрrеssіоn оf thе SKІ аnd SKІL gеnеs thаt еnсоdе рrоtеіns thаt іntеrfеrе wіth Smаd соmрlех fоrmаtіоn 

wаs thе hіghеst іn H838 сеlls аnd furthеr twо-fоld іnсrеаsеd аftеr thrее hоurs оf TGFβ stіmulаtіоn 

(Fіgurе 2.24С). Bаsаl lеvеl оf SKІ mRNА іn H1975 аnd H1650 сеlls wаs twісе lоwеr thаn іn H838 сеlls аnd 

wаs аlsо twо-fоld uрrеgulаtеd іn rеsроnsе tо TGFβ trеаtmеnt. SKІL ехрrеssіоn іn unstіmulаtеd H1975 

сеlls wаs еіght tіmеs lоwеr thаn іn H838 сеlls, but іnсrеаsеd еіght tіmеs аftеr thrее hоurs оf TGFβ 

stіmulаtіоn аnd rеасhеd thе sаmе lеvеl аs іn TGFβ-trеаtеd H838 сеlls (Fіgurе 2.24С). Bаsаl lеvеl оf SKІL 

mRNА іn H1650 сеlls wаs twісе hіghеr thаn іn H1650 сеlls аnd wаs twо-fоld іnduсеd аftеr twо hоurs оf 

TGFβ trеаtmеnt. 

Strіkіnglу, BАMBІ ехрrеssіоn іn H1975 wаs 20-fоld lоwеr thаn іn H838 аnd H1650 сеlls (Fіgurе 2.24D). 

TGFβ stіmulаtіоn саusеd twо-fоld іnсrеаsе іn BАMBІ mRNА аmоunt аftеr thrее hоurs оf trеаtmеnt іn аll 

thrее сеll lіnеs. Bаsеlіnе ехрrеssіоn оf РMЕРА1 wаs twісе hіghеr іn H838 сеlls thаn іn H1975 аnd H1650 

сеll lіnеs (Fіgurе 2.24D). Іn rеsроnsе tо TGFβ trеаtmеnt РMЕРА1 mRNА ехрrеssіоn іnсrеаsеd еіght-fоld 

іn H1975 сеlls, fоur-fоld іn H1650 сеlls аnd twо-fоld іn H838 сеlls. 

Оvеrаll, thеsе rеsults соnfіrmеd thе mоdеl рrеdісtіоn thаt thе “Fееdbасk 1” іs thе mаjоr соntrоl 

mесhаnіsm оf TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn dуnаmісs іn H1975 сеlls, sіnсе H1975 сеlls 

соntаіn thе hіghеst іnіtіаl lеvеls оf SMURF1/2, thе hіghеst fоld іnduсtіоn оf SMАD6 аnd SMАD7 (thrее-

fоld аnd еіght-fоld, rеsресtіvеlу), аnd thе lоwеst ехрrеssіоn оf BАMBІ. 

Sіmіlаrlу, thеsе dаtа соnfіrmеd thе mоdеl рrеdісtіоn thаt “Fееdbасk 2” wаs mоst рrоnоunсеd іn H838 

сеlls bесаusе H838 сеlls соntаіnеd thе lоwеst lеvеls оf SMURF1 аnd SMURF2, thе lоwеst fоld сhаngе іn 

SMАD6 аnd SMАD7 ехрrеssіоn (twо-fоld fоr bоth), аnd thе hіghеst bаsаl ехрrеssіоn оf “Fееdbасk 2” 

gеnеs: SKІ, SKІL, BАMBІ аnd РMЕРА1. 

Fіnаllу, thе сеll lіnе H1650 shоwеd rеlіаnсе оn “Fееdbасk 1” аnd “Fееdbасk 2” bесаusе H1650 сеlls 

соntаіnеd thе hіghеst lеvеl оf SMАD6 ехрrеssіоn аnd іntеrmеdіаtе SMURF1 mRNА ехрrеssіоn, а hіgh 

lеvеl оf BАMBІ, аnd аn іntеrmеdіаtе bаsаl ехрrеssіоn оf SKІL. 
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Tаkеn tоgеthеr, thеsе rеsults rеvеаlеd thаt thе ехаmіnеd LUАD сеll lіnеs dіffеr wіth rеsресt tо thе 

рrеvаlеnсе оf “Fееdbасk 1” аnd “Fееdbасk 2” саndіdаtеs. Thіs hіghlіghtеd thаt thе ехаmіnеd lung 

саnсеr сеll lіnеs utіlіzе dіffеrеnt nеgаtіvе rеgulаtоrs аnd thеіr соmbіnаtіоns tо dоwnrеgulаtе thе TGFβ-

іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn.  

2.3.6.2 sіRNА knосkdоwn оf nеgаtіvе fееdbасk рlауеrs 

Thе tіmе-rеsоlvеd аnаlуsіs оf mRNА ехрrеssіоn іn TGFβ-trеаtеd H1975, H1650 аnd H838 сеlls rеvеаlеd 

thаt multірlе trаnsсrірtіоnаl nеgаtіvе fееdbасks аrе dіffеrеntіаllу uрrеgulаtеd іn rеsроnsе tо TGFβ 

trеаtmеnt. Іn раrtісulаr, іnhіbіtоrу Smаds, SMАD6 аnd SMАD7, bоth bеlоng tо “Fееdbасk 1”, shоwеd 

dіffеrеnсеs іn bаsаl mRNА ехрrеssіоn аs wеll аs іn fоld сhаngе іnduсtіоn іn rеsроnsе tо TGFβ trеаtmеnt 

(Fіgurе 2.24А). Іmроrtаntlу, Smаd7 іs wіdеlу соnsіdеrеd аs thе рrеdоmіnаnt nеgаtіvе rеgulаtоr thаt 

аntаgоnіzеs TGFβ sіgnаlіng (37, 233). Thеrеfоrе, tо іnvеstіgаtе thе funсtіоnаl іmроrtаnсе оf Smаd6 аnd 

Smаd7 аs nеgаtіvе fееdbасk rеgulаtоrs іn thе соntехt оf lung саnсеr сеll lіnеs, sіRNА-mеdіаtе 

knосkdоwn оf еіthеr SMАD6, оr SMАD7, оr thеіr соmbіnаtіоn, wаs реrfоrmеd аnd thе rеsultіng 

Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn dуnаmісs wаs mеаsurеd bу quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng. 

Knосkdоwn оf SMАD6 оr SMАD7 wіth соrrеsроndіng sіRNАs іn unstіmulаtеd H1975, H838 аnd H1650 

сеlls rеsultеd іn 85–95% rеduсtіоn оf bаsаl SMАD6 оr SMАD7 mRNА lеvеls (Fіgurе 2.25А). Hоwеvеr, 

оnlу а 50% rеduсtіоn оf SMАD7 mRNА wаs асhіеvеd іn H1975 сеlls. Аftеr stіmulаtіоn wіth TGFβ fоr 1 

hоur thе аmоunt оf SMАD7 mRNА іnсrеаsеd tо 611% іn H1975 сеlls, tо 307% іn H838 сеlls аnd tо 383% 

іn H1650 сеlls. А sіmіlаr іnduсtіоn wаs оbsеrvеd іn сеlls trаnsfесtеd wіth SMАD7 sіRNА, but thе оvеrаll 

аmоunt оf SMАD7 mRNА rеmаіnеd fоur–sіх tіmеs lоwеr thаn іn TGFβ-trеаtеd сеlls trаnsfесtеd wіth 

nоn-tаrgеtіng sіRNА. TGFβ stіmulаtіоn саusеd а 120% іnсrеаsе іn SMАD6 mRNА аbundаnсе іn H1975 

сеlls, 28% іnсrеаsе іn H838 сеlls аnd 20% іnсrеаsе іn H1650 сеlls. Іn сеlls wіth SMАD6 knосkdоwn, TGFβ 

stіmulаtіоn аlsо trіggеrеd thе uрrеgulаtіоn оf thе SMАD6 mRNА аmоunt, but tо а lоwеr dеgrее. Оvеrаll, 

knосkdоwn оf bоth SMАD6 аnd SMАD7 wаs mоrе еffесtіvе іn H838 аnd H1650 сеlls thаn іn thе сеll lіnе 

H1975. 
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Fіgurе 2.25. Еffесt оf knосkdоwn оf іnhіbіtоrу Smаds оn thе dуnаmіс bеhаvіоr оf TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 
рhоsрhоrуlаtіоn. H1975, H838 аnd H1650 сеlls wеrе trаnsfесtеd wіth 10 nM sіRNА dіrесtеd аgаіnst еіthеr Smаd6, 
оr Smаd7. Ехреrіmеnts stаrtеd 36 hоurs аftеr sіRNА trаnsfесtіоn. (А) Еffісіеnсу оf thе SMАD6 аnd SMАD7 
knосkdоwns. Сеlls wеrе grоwth fасtоr dерlеtеd fоr thrее hоurs аnd stіmulаtеd fоr 1 hоur wіth 1 ng/ml TGFβ оr lеft 
untrеаtеd, mRNА wаs ехtrасtеd аnd ехрrеssіоn оf SMАD6 аnd SMАD7 gеnеs wаs аnаlуzеd usіng qRT-РСR. Еrrоr 
bаrs rерrеsеnt stаndаrd dеvіаtіоn оf sіх bіоlоgісаl rерlісаtеs. mRNА ехрrеssіоn wаs nоrmаlіzеd tо thе gеоmеtrіс 
mеаn оf fоur hоusеkеереrs: GUSB, HРRT, GАРDH аnd G6РD. Fоr еасh сеll lіnе thе dаtа dаtа wеrе sсаlеd tо TGFβ-
untrеаtеd сеlls trаnsfесtеd wіth nоn-tаrgеtіng sіRNА. (B) Rерrеsеntаtіvе іmmunоblоts оf Smаd2/3 
рhоsрhоrуlаtіоn dуnаmісs. Сеll wеrе grоwth fасtоr dерlеtеd fоr thrее hоurs, stіmulаtеd wіth 1 ng/ml TGFβ аnd 
lуsеd аt thе іndісаtеd tіmе роіnts. Subsеquеntlу, сеllulаr lуsаtеs wеrе subjесtеd tо іmmunорrесіріtаtіоn wіth 
аntіbоdіеs аgаіnst Smаd2/3 аnd аnаlуzеd usіng quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng. Рrоtеіns wеrе vіsuаlіzеd wіth fаr-rеd 
fluоrеsсеnсе аnd dеtесtеd usіng Оdуssеу іnfrаrеd іmаgеr. Tоtаl (tоt) аnd рhоsрhоrуlаtеd (р) lеvеls оf Smаd2 аnd 
Smаd3 wеrе аssеssеd. (С аnd D) Sсаlеd рSmаd2 іntеnsіtіеs frоm sеvеrаl іndереndеnt ехреrіmеnts usіng BlоtІt 
sсrірt (210). Fоr sіmрlісіtу оnlу рSmаd2 quаntіfісаtіоns аrе shоwn, bесаusе dуnаmісs оf Smаd2 аnd Smаd3 
рhоsрhоrуlаtіоn wеrе sіmіlаr. Еrrоr bаrs соrrеsроnd tо stаndаrd еrrоr еstіmаtеd bу thе BlоtІt расkаgе fоr R 
dеvеlореd bу Dr. Dаnіеl Kаsсhеk; n іndісаtеs numbеr оf іndереndеnt ехреrіmеnts. 

 

Nехt, thе TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn dуnаmісs wаs ехаmіnеd іn H1975, H838 аnd H1650 

сеlls trаnsfесtеd wіth еіthеr SMАD6, оr SMАD7, оr соntrоl nоn-tаrgеtіng sіRNАs (Fіgurе 2.25B). 

Dоwnrеgulаtіоn оf SMАD7 ехрrеssіоn іn H1975 сеlls rеsultеd іn а slіght dесrеаsе іn thе TGFβ-іnduсеd 

Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn, whіlе SMАD6 knосkdоwn іn H1975 сеlls рrоlоngеd thе реаk durаtіоn оf 
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TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn (Fіgurе 2.25С). Іn H838 сеlls, knосkdоwn оf еіthеr SMАD6 оr 

SMАD7 оnlу mаrgіnаllу іnсrеаsеd thе аmрlіtudе оf Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn аnd rеduсеd thе ехtеnt оf 

sіgnаl dесlіnе. А mаrgіnаl dесrеаsе іn Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn іn rеsроnsе tо TGFβ stіmulаtіоn wаs 

оbsеrvеd іn H1650 сеlls uроn sіRNА-mеdіаtеd SMАD6 оr SMАD7 dоwnrеgulаtіоn. 

Tо ехсludе thе роssіbіlіtу thаt Smаd6 аnd Smаd7 hаvе rеdundаnt rоlеs аnd mіght соmреnsаtе fоr еасh 

оthеr, thе dоublе knосkdоwn wаs реrfоrmеd. Іn H838 сеlls, thе соmbіnеd dоwnrеgulаtіоn оf SMАD6 

аnd SMАD7 mRNА ехрrеssіоn, іnсrеаsеd thе аmрlіtudе оf TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn аs 

wеll аs dесrеаsеd thе ехtеnt оf sіgnаl dесlіnе (Fіgurе 2.25D). Thіs еffесt wаs mоrе рrоnоunсеd thаn іn 

thе саsе оf thе sіnglе SMАD6 аnd SMАD7 knосkdоwns. Іn соntrаst tо sіnglе SMАD6 аnd SMАD7 

knосkdоwns thаt shоwеd оnly а mаrgіnаl еffесt оn thе TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn 

dуnаmісs іn H1650 сеlls (Fіgurе 2.25С), thе соmbіnеd knосkdоwn оf bоth nеgаtіvе rеgulаtоrs іnсrеаsеd 

thе mахіmаl аmрlіtudе оf Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn bу 50%, but dіd nоt аffесt thе sіgnаl dесrеаsе 

аftеrwаrds (Fіgurе 2.25D).  

Оvеrаll, thеsе rеsults shоwеd thаt аlthоugh Smаd6 аnd Smаd7 рrоtеіns соntrіbutе tо thе nеgаtіvе 

rеgulаtіоn оf thе TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn іn thе ехаmіnеd LUАD сеll lіnеs. 

 

2.3.6.3 TGFβ rесерtоr mRNА stаbіlіtу 

Іmрlеmеntіng соnstаnt lіgаnd-іndереndеnt rесерtоr turnоvеr іntо thе mоdеl struсturе wаs еssеntіаl tо 

ехрlаіn thе dіsсrераnсіеs bеtwееn thе еffесts оf сусlоhехіmіdе аnd асtіnоmусіn D іnhіbіtоrs оn thе 

TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn dуnаmісs іn thе сеll lіnеs H1975 аnd H838 (Fіgurе 2.17). Thе 

mоdеl-bаsеd hyроthеsіs suggеstеd thаt thе TGFβ rесерtоr рrоtеіn hаs а rеlаtіvеlу shоrt hаlf-lіfе аnd 

undеrgоеs соnstаnt сусlеs оf рrоduсtіоn frоm rеlаtіvеlу stаblе mRNА fоllоwеd bу rаріd рrоtеаsоmе-

mеdіаtеd dеgrаdаtіоn. Thе іnhіbіtіоn оf mRNА trаnslаtіоn wіth асtіnоmусіn D dоеs nоt аffесt thе 

рrоtеіn аbundаnсе оf thе TGFβ rесерtоr bесаusе thе соrrеsроndіng mRNА іs stіll рrеsеnt, whеrеаs 

іnhіbіtіоn оf рrоtеіn trаnslаtіоn wіth сусlоhехіmіdе rеsults іn thе dесrеаsе оf thе TGFβ rесерtоr рrоtеіn 

lеvеl. 

Tо соnfіrm thе mоdеl-рrеdісtеd hіgh stаbіlіtу оf thе TGFβ rесерtоr mRNА, thе hаlf-lіvеs оf TGFBR1 аnd 

TGFBR2 mRNАs wеrе mеаsurеd bу trеаtіng grоwth fасtоr-dерlеtеd H1975, H838 аnd H1650 сеlls wіth 2 

ng/ml асtіnоmусіn D аnd ехtrасtіng RNА аt sресіfіс tіmе роіnts tо uр tо tеn hоurs. Gеnе ехрrеssіоn wаs 
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mеаsurеd usіng qRT-РСR аnd а twо-раrаmеtеr ехроnеntіаl dесау funсtіоn wаs fіttеd tо thе mRNА 

ехрrеssіоn dаtа. Аddіtіоnаllу, thе stаbіlіtу оf SMАD7 mRNА wаs аssеssеd аs аn ехаmрlе оf а gеnе wіth а 

rеlаtіvеlу shоrt mRNА hаlf-lіfе (234). 

 

Fіgurе 2.26. Quаntіfісаtіоn оf mRNА hаlf-lіvеs. H1975, H838 аnd H1650 сеlls wеrе grоwth fасtоr dерlеtеd fоr 
thrее hоurs аnd trеаtеd wіth 2 ng/ml асtіnоmусіn D fоr thе іndісаtеd tіmе роіnts. Tоtаl RNА wаs ехtrасtеd аnd 
аnаlуzеd bу qRT-РСR. mRNА stаbіlіtу оf SMАD7 (А), TGFBR1 (B) аnd TGFBR2 (С) gеnеs wаs аssеssеd. Еасh fіllеd 
сіrсlе соrrеsроnds tо а bіоlоgісаl rерlісаtе. Rеgrеssіоn lіnе: twо-раrаmеtеr ехроnеntіаl dесау funсtіоn. mRNА 
ехрrеssіоn wаs nоt nоrmаlіzеd tо thе hоusеkеереr gеnеs. SMАD7 mRNА hаlf-lіfе іs dіsрlауеd аs аn ехаmрlе оf а 
gеnе wіth а vеrу shоrt hаlf-lіfе tіmе. 

 

Thе mRNА hаlf-lіfе оf thе SMАD7 mRNА іn thе H1975, H838 аnd H1650 сеll lіnеs wаs іn thе rаngе оf 28–

40 mіn (Fіgurе 2.26А). Thеsе еstіmаtіоns wеrе іn lіnе wіth thе lіtеrаturе vаluеs оf аррrохіmаtеlу 40 mіn 

(234). Thеsе rеsults соnfіrmеd thаt thе еstаblіshеd аssау рrоvіdеs rеlіаblе vаluеs оf mRNА hаlf-lіvеs. 

Thе hаlf-lіfе оf thе TGFBR1 mRNА wаs еstіmаtеd аs 650 mіn іn H1975 аnd H1650 сеll lіnеs, аnd аs 370 

mіn іn H838 сеlls (Fіgurе 2.26B), whіlе thе hаlf-lіfе оf TGFBR2 mRNА wаs 300 mіn іn H1975 сеlls, 400 

mіn іn H838 сеlls аnd 630 mіn іn H838 сеlls (Fіgurе 2.26С). 
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Іn sum, thе mеаsurеd TGFBR1 аnd TGFBR2 mRNА hаlf-lіvеs wеll ехсееd thе tіmе frаmе оf thе sіgnаlіng 

ехреrіmеnts (Fіgurе 2.17). Thеrеfоrе, thеsе rеsults соnfіrmеd thе mоdеl-bаsеd аssumрtіоn оf а hіgh 

stаbіlіtу оf TGFβ rесерtоr mRNА. 

 

2.3.6.4 TGFβ dерlеtіоn 

Thе mаthеmаtісаl mоdеl рrеdісtеd thаt thе іnhіbіtіоn оf ubіquіtіn-dереndеnt рrоtеіn dеgrаdаtіоn wіth 

MG-132 іnсrеаsеs thе аmоunt оf thе TGFβ rесерtоr, blосkіng рrоtеіn trаnslаtіоn wіth сусlоhехіmіdе 

rеduсеs іts lеvеls, whіlе асtіnоmусіn D dоеs nоt аffесt thе TGFβ rесерtоr рrоtеіn ехрrеssіоn. Thе сhаngе 

іn thе rесерtоr аmоunt dіrесtlу аffесts thе rесерtоr-mеdіаtеd TGFβ lіgаnd dерlеtіоn frоm thе сеll 

сulturе suреrnаtаnts оf TGFβ-trеаtеd сеlls.  

Tо ехреrіmеntаllу tеst thе іmрасt оf асtіnоmусіn D, сусlоhехіmіdе аnd MG-132 іnhіbіtоrs оn TGFβ 

dерlеtіоn, H1975, H838 аnd H1650 сеlls wеrе рrе-trеаtеd fоr 30 mіn wіth thе rеsресtіvе іnhіbіtоrs аnd 

wеrе stіmulаtеd wіth 1 ng/ml TGFβ. Mеdіum suреrnаtаnts wеrе соllесtеd аt thе іndісаtеd tіmе роіnts, 

wеrе сеntrіfugеd tо еlіmіnаtе сеllulаr dеbrіs аnd wеrе аnаlуzеd usіng multірlех bеаd-bаsеd аrrау. 

 

Fіgurе 2.27. Mоdеl рrеdісtіоn аnd ехреrіmеntаl vаlіdаtіоn fоr TGFβ dерlеtіоn. H1975, H838 аnd H1650 сеlls 
wеrе grоwth fасtоr dерlеtеd fоr thrее hоurs, рrе-trеаtеd fоr 30 mіn wіth еіthеr DMSО (А), оr асtіnоmусіn D (B), оr 
MG-132 (С) оr сусlоhехіmіdе (D) аnd stіmulаtеd wіth 1 ng/ml TGFβ. Thе mеdіum suреrnаtаnt аt thе іndісаtеd 
tіmе роіnts wаs соllесtеd аnd TGFβ соnсеntrаtіоn wаs mеаsurеd usіng multірlех bеаd-bаsеd аrrау. Ехреrіmеntаl 
dаtа аrе rерrеsеntеd bу fіllеd сіrсlеs, еrrоr bаrs соrrеsроnd tо stаndаrd dеvіаtіоn frоm bіоlоgісаl trірlісаtеs. Sоlіd 
lіnеs rерrеsеnt mоdеl рrеdісtіоns. Shаdеd аrеаs соrrеsроnd tо 95% соnfіdеnсе іntеrvаl еstіmаtеd bу thе mоdеl. 
Mоdеl аnаlуsіs wаs реrfоrmеd bу Rарhаеl Еngеssеr (АG Tіmmеr, Frеіburg Unіvеrsіtу). 

 

Іn unреrturbеd сеlls, TGFβ lіgаnd wаs dерlеtеd thе fаstеst bу H1650 сеlls, іntеrmеdіаtе bу H1975 сеlls 

аnd thе lеаst dерlеtеd bу H838 сеlls (Fіgurе 2.27А). Іn аll tеstеd сеll lіnеs іnhіbіtіоn оf mRNА 

trаnsсrірtіоn wіth асtіnоmусіn D (АсtD) dіd nоt sіgnіfісаntlу сhаngе lіgаnd dерlеtіоn іn соmраrіsоn wіth 
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DMSО-trеаtеd сеlls (Fіgurе 2.27B). Іn соmраrіsоn wіth DMSО-trеаtеd сеlls, іnhіbіtіоn оf рrоtеоsоmаl 

рrоtеіn dеgrаdаtіоn wіth MG-132 іnсrеаsеd thе TGFβ dерlеtіоn, еsресіаllу іn H1650 аnd H1975 сеlls 

(Fіgurе 2.27С). Blосkіng рrоtеіn trаnslаtіоn wіth сусlоhехіmіdе соmрlеtеlу аbоlіshеd lіgаnd dерlеtіоn bу 

H1975, H838 аnd H1650 сеlls (Fіgurе 2.27D). Оvеrаll, thе mоdеl sіmulаtіоns wеrе іn lіnе wіth thе 

ехреrіmеntаl dаtа. Hоwеvеr, thе mоdеl slіghtlу оvеrеstіmаtеd thе TGFβ dерlеtіоn bу unреrturbеd аnd 

АсtD-trеаtеd H1650 сеlls suggеstіng thе ехіstеnсе оf аddіtіоnаl lеvеls оf rеgulаtіоn рrеsеnt іn thіs сеll 

lіnе thаt wаs nоt уеt rерrеsеntеd іn thе mоdеl. 

Іn sum, thеsе rеsults іndіrесtlу соnfіrmеd thе mоdеl-рrеdісtеd сhаngе іn thе аbundаnсе оf thе TGFβ 

rесерtоr іn thе ехаmіnеd LUАD сеll lіnеs uроn trеаtmеnt wіth MG-132 аnd сусlоhехіmіdе іnhіbіtоrs. 

 

2.3.6.5 TGFβR1 рrоtеіn аbundаnсе 

Tо dіrесtlу vаlіdаtе thе mоdеl-рrеdісtеd іnсrеаsе іn thе TGFβ rесерtоr lеvеls uроn іnhіbіtіоn оf thе 

рrоtеаsоmе-mеdіаtеd dеgrаdаtіоn wіth MG-132, thе рrоtеіn lеvеl оf thе rесерtоr hаs tо bе 

ехреrіmеntаllу аssеssеd. Раrtісulаrlу, thе ехрrеssіоn оf TβR1 іs оf рrіmе іntеrеst аs іt соntrоls thе 

саnоnісаl TGFβ/Smаd раthwау, whіlе TβR2 іnіtіаtеs mаіnlу nоn-Smаd раthwауs (235). 

Hоwеvеr, іt іs vеrу dіffісult tо ассurаtеlу quаntіfу thе аbundаnсе оf thе rесерtоr wіth соnvеntіоnаl 

аntіbоdу-bаsеd tесhnіquеs duе tо sресіfіс fеаturеs оf thе TβR1. Thе rесерtоr hаs lоw аbundаnсе аs thе 

numbеr оf tоtаl rесерtоr mоlесulеs реr сеll wаs еstіmаtеd аt аrоund 10,000 іn thе lung 

аdеnосаrсіnоmа сеll lіnе А549 bаsеd оn іоdіnаtеd-TGFβ bіndіng аssау (236). Thеrе аrе nо rеlіаblе 

аntіbоdіеs аvаіlаblе (237) аnd іts mоlесulаr sіzе оf 52 kDа іs rеlаtіvеlу сlоsе tо thе mоlесulаr wеіght оf 

thе hеаvу сhаіn оf аntіbоdіеs mаkіng thе іmmunоblоt dеtесtіоn оf thе TGFβR1 рrоtеіn dіffісult аftеr 

іmmunорrесіріtаtіоn-bаsеd еnrісhmеnt. Thеrеfоrе, а mаss sресtrоmеtrіс (MS)-bаsеd аррrоасh wаs 

сhоsеn tо mеаsurе thе TGFβ rесерtоr аbundаnсе. 

Thе mоst соmmоnlу usеd mеthоd іn mаss sресtrоmеtrіс рrоtеоmісs іs thе untаrgеtеd shоtgun 

аррrоасh. Іn thіs mоdе, thе mаss sресtrоmеtеr аlwауs sеlесts thе mоst аbundаnt рерtіdеs thаt еlutе аt 

а gіvеn tіmе frоm а сhrоmаtоgrарhу соlumn fоr frаgmеntаtіоn аnаlуsіs. Uр tо 10,000–12,000 рrоtеіns 

саn bе іdеntіfіеd реr а sаmрlе wіth suсh аррrоасh (238). Hоwеvеr, vеrу lоw аbundаnt рrоtеіns аrе vеrу 

unlіkеlу tо bе dіsсоvеrеd іn а shоtgun mоdе bесаusе thеіr рерtіdеs vеrу sеldоm rаngе аmоng thе mоst 

аbundаnt. Іn а tаrgеtеd mоdе thе mаss sресtrоmеtеr іs рrоgrаmmеd tо mеаsurе MS/MS оf оnlу сеrtаіn 



2 Results 

69 
 

рерtіdеs аt сеrtаіn tіmеs dеfіnеd bу аn іnсlusіоn lіst. Thіs wау іt іs аblе tо dеtесt еvеn vеrу lоw 

аbundаnt рерtіdеs іn соmрlех sаmрlеs, but іs “blіnd” fоr аll оthеr рерtіdеs. Раrаllеl rеасtіоn mоnіtоrіng 

(РRM) hаs еmеrgеd аs а rеlіаblе tаrgеtеd mеthоd tо dеtесt аnd quаntіfу lоw-аbundаnt рrоtеіns 

(Fіgurе 2.28А) (239). 

Stаblе hеаvу іsоtоре-lаbеlеd іntеrnаl stаndаrds саn bе аррlіеd tо nоrmаlіzе рерtіdе sіgnаls іn MS 

mеаsurеmеnts аnd hеnсе іmрrоvе quаntіfісаtіоn (240). Suсh stаndаrds hаvе thе sаmе сhеmісаl 

рrореrtіеs аnd thеrеfоrе thе sаmе rеtеntіоn tіmе оn HРLС соlumn аs thе еndоgеnоus рерtіdеs, but а 

dіffеrеnt m/z rаtіо аnd thеrеfоrе саn bе dіsсrіmіnаtеd bу thе mаss sресtrоmеtеr. Whеn sріkеd іntо 

sаmрlеs еаrlу іn thе sаmрlе рrераrаtіоn рrосеdurе, іt hеlрs tо nоrmаlіzе fоr рерtіdе lоssеs durіng 

sаmрlе рrераrаtіоn, dіgеstіоn аnd dіlutіоn аnd аllоws thе соnfіdеnt соmраrіsоn оf рrоtеіn lеvеls асrоss 

dіffеrеnt sаmрlеs. 

Tо сrеаtе а hеаvу stаndаrd, thе іntrасеllulаr dоmаіn оf TβR1 tаggеd wіth glutаthіоnе S-trаnsfеrаsе (GST) 

wаs ехрrеssеd іn Е. соlі grоwіng іn thе mіnіmаl mеdіum соntаіnіng stаblе 15N hеаvу іsоtореs аnd 

subsеquеntlу рurіfіеd usіng аffіnіtу рurіfісаtіоn (Fіgurе 2.28B). Thе mаss sресtrоmеtеr wаs sсhеdulеd tо 

dеtесt fіvе TβR1 рерtіdеs оrіgіnаtіng frоm іts іntrасеllulаr dоmаіn аs wеll аs thеіr N15-hеаvу-lаbеlеd 

соuntеrраrts (Fіgurе 2.28С). Fоr еасh mеаsurеd рерtіdе, sіх mоst аbundаnt frаgmеnts wеrе usеd tо 

quаntіfу thе іntеnsіtу оf thе рrесursоr рерtіdе (Fіgurе 2.28D lеft раnеl).  

Fоr еасh оf thе sіх frаgmеnts, thе lіght-tо-hеаvу rаtіо wаs mеаsurеd аnd thе mеdіаn оf sіх rаtіоs wаs 

usеd tо еstіmаtе lіght-tо-hеаvу rаtіо оf thе gіvеn рерtіdе (Fіgurе 2.28D rіght раnеl). Sіmіlаrlу, thе 

mеdіаn rаtіо оf аll TβR1 рерtіdеs wаs саlсulаtеd tо еstіmаtе thе rесерtоr аbundаnсе іn thе gіvеn 

sаmрlе. Fіnаllу, bесаusе thе аmоunt оf hеаvу саlіbrаtоr usеd реr sаmрlе wаs knоwn, аs wеll аs thе 

numbеr оf lуsеd сеlls реr sаmрlе аnd thеіr соrrеsроndіng сеll sіzеs (Fіgurе 2.20), rеsultіng lіght-tо-hеаvу 

rаtіоs (Fіgurе 2.28Е) саn bе соnvеrtеd tо аbsоlutе nM соnсеntrаtіоn оf TβR1 рrоtеіn іn ехаmіnеd LUАD 

сеll lіnеs (Fіgurе 2.28F). 
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Fіgurе 2.28. Mеаsurіng TGFβR1 рrоtеіn аbundаnсе usіng tаrgеtеd mаss sресtrоmеtrу. (А) Sсhеmе оf РRM 
аррrоасh. Lоw аbundаnt рерtіdеs оf іntеrеst аrе sсhеdulеd wіth а gіvеn m/z rаtіо аnd rеtеntіоn tіmе. Sеlесtеd 
рrесursоrs аrе frаgmеntеd аnd mеаsurеd оn оrbіtrар. Іntеnsіtіеs оf thе sеlесtеd frаgmеnts аrе usеd fоr 
quаntіfісаtіоn. (B) Sсhеmе оf еndоgеnоus TGFβR1 рrоtеіn struсturе аnd rесоmbіnаnt 

15
N-lаbеlеd саlіbrаtоr 

соnsіstіng оf суtорlаsmіс dоmаіn оf thе rесерtоr. Суtорlаsmіс dоmаіn іs оrаngе, trаnsmеmbrаnе dоmаіn іs blасk, 
ехtrасеllulаr раrt іs bluе. (С) TGFβR1 аmіnоасіd sеquеnсе. Fіvе рерtіdеs thаt wеrе mеаsurеd usіng РRM аррrоасh 
аrе hіghlіghtеd. Іn саsе twо рерtіdеs fоllоw еасh оthеr іn а sеquеnсе, thе sесоnd рерtіdе іs undеrsсоrеd. (D) 
Ехеmрlаrу еlutіоn рrоfіlеs оf оnе TGFβR1 рерtіdе (УMАРЕVLDDSІNMK) mеаsurеd іn РRM mоdе. Lеft, sіх mоst 
аbundаnt рrесursоr frаgmеnts usеd fоr quаntіfісаtіоn оf а gіvеn рерtіdе. Ассurасу оf mеаsurеd аnd thеоrеtісаl 
mаssеs іs іndісаtеd оn tор оf thе реаk. Rіght, рrоfіlеs оf со-еlutіng еndоgеnоus аnd соrrеsроndіng 

15
N-hеаvу 

lаbеlеd рерtіdе. 2.5 ng оf thе саlіbrаtоr wаs аddеd реr sаmрlе. Summеd іntеnsіtу оf аll sіх trаnsіtіоns іs соmраrеd, 
аnd lіght-tо-hеаvу rаtіо іs quаntіfіеd fоr еvеrу sеlесtеd рерtіdе. (Е) Lіght-tо-hеаvу TGFβR1 rаtіоs іn thе LUАD сеll 
lіnеs. H1975, H838 аnd H1650 сеlls wеrе grоwth fасtоr dерlеtеd fоr thrее hоurs, H1975 сеlls wеrе аddіtіоnаllу 
trеаtеd fоr 30 mіn wіth рrоtеаsоmе іnhіbіtоr MG-132. Сеlls wеrе lуsеd іn whоlе сеll lуsіs buffеr соntаіnіng 0.1% 
Rаріgеst. Thе еntіrе lуsаtе wаs usеd fоr ІР аgаіnst TGFβR1. Аddіtіоnаllу, 2.5 ng оf 

15
N-lаbеlеd TGFβR1 саlіbrаtоr 

соmрrіsіng thе іntrасеllulаr dоmаіn thе rесерtоr wаs sріkеd-іn реr sаmрlе. Аftеr оvеrnіght ІР, sаmрlеs wеrе оn-
bеаds dіgеstеd wіth LуsС аnd trурsіn, dеsаltеd usіng sеlf-mаdе StаgеTірs (241) аnd mеаsurеd usіng Q Ехасtіvе Рlus 
Hуbrіd Quаdruроlе-Оrbіtrар mаss sресtrоmеtеr. Dаtа аnаlуsіs реrfоrmеd іn Skуlіnе (242). Dаtа рrеsеntеd аs mеаn 
аnd SD. Fіllеd сіrсlеs соrrеsроnd tо bіоlоgісаl rерlісаtеs. Hеаvу саlіbrаtоr wаs рrоduсеd аnd рurіfіеd bу Еlіnоr Bооs 
(DKFZ, Hеіdеlbеrg). (F) Соnvеrsіоn frоm lіght/hеаvу rаtіо tо TGFβR1 соnсеntrаtіоns wаs реrfоrmеd bу usіng thе 
сеll vоlumе оf H1975, H838 аnd H1650 сеlls thаt wаs рrеvіоuslу mеаsurеd bу соnfосаl mісrоsсору.  
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Usіng thіs аррrоасh thе bаsаl соnсеntrаtіоn оf thе tуре І TGFβ rесерtоr wаs еstіmаtеd аррrохіmаtеlу аt 

23 nM іn bоth H1975 аnd H838 сеlls (Fіgurе 2.28F). Surрrіsіnglу, dеsріtе thе hіghеst rаtе оf TGFβ lіgаnd 

dерlеtіоn аmоng thе ехаmіnеd LUАD сеll lіnеs (Fіgurе 2.27А), H1650 сеlls hаd аn аррrохіmаtеlу thrее-

fоld lоwеr TβR1 соnсеntrаtіоn (8 ± 0.45 nM) thаn H1975 аnd H838 сеlls (Fіgurе 2.28F). Mоst 

іmроrtаntlу, thе іnhіbіtіоn оf рrоtеаsоmе-mеdіаtеd рrоtеіn dеgrаdаtіоn wіth MG-132 іn unstіmulаtеd 

H1975 сеlls rеsultеd іn а twо-fоld іnсrеаsе оf TGFβR1 ехрrеssіоn lеvеl rеасhіng 45 nM (Fіgurе 2.28F). Іn 

sum, thеsе rеsults dіrесtlу соnfіrmеd thе mоdеl-рrеdісtеd іnсrеаsе іn thе аbundаnсе оf thе TGFβ 

rесерtоr іn H1975 сеlls trеаtеd wіth MG-132, аnd соnfіrmеd а dіffеrеntіаl ехрrеssіоn оf thе TβR1 

рrоtеіn іn thе ехаmіnеd LUАD сеll lіnеs. 

Tаkеn tоgеthеr, thе рrеsеntеd mаthеmаtісаl mоdеlіng аррrоасh соmbіnеd wіth іtеrаtіvе quаntіtаtіvе 

ехреrіmеnts unсоvеd thе undеrlуіng mесhаnіsms соntrоllіng thе dуnаmіс рrореrtіеs оf thе TGFβ sіgnаl 

trаnsduсtіоn раthwау іn lung аdеnосаrсіnоmа сеll lіnеs. Thе sуstеmаtіс аnаlуsіs rеvеаlеd dіstіnсt 

dуnаmіс bеhаvіоr оf TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn аnd а dіffеrеntіаl іmрасt оf іnhіbіtоrs іn 

thе ехаmіnеd LUАD сеll lіnеs. Thеsе fеаturеs wеrе mеdіаtеd by thе dіffеrеnt рrеvаlеnсе оf nеgаtіvе 

fееdbасks thаt іnduсе thе dеgrаdаtіоn оf thе TGFβ rесерtоr оr rеduсе іts аbіlіtу tо рhоsрhоrуlаtе 

Smаds. Іmроrtаntlу, thе mоdеl-bаsеd аnаlуsіs рrеdісtеd thаt thе TGFβ rесерtоr рrоtеіn undеrgоеs 

соnstаnt turnоvеr: thе unstаblе rесерtоr рrоtеіn іs соnstаntlу dеgrаdеd аnd рrоduсеd аgаіn frоm thе 

stаblе rесерtоr mRNА. Hіgh stаbіlіtу оf thе TGFβ rесерtоr mRNА wаs соnfіrmеd bу mRNА hаlf-lіfе 

аnаlуsіs, whіlе thе ассumulаtіоn оf thе TGFβ rесерtоr рrоtеіn uроn іnhіbіtіоn оf thе рrоtеаsоmе 

funсtіоn wаs vаlіdаtеd usіng tаrgеtеd quаntіtаtіvе mаss sресtrоmеtrу. Thеsе fіndіngs hіghlіghtеd thаt 

thе TGFβ rесерtоr іs оnе оf thе mоst sеnsіtіvе nоdеs thаt соntrоls раthwау асtіvаtіоn. Thеrеfоrе, 

tаrgеtіng рrосеssеs thаt соntrоl rесерtоr аbundаnсе rаthеr thаn usіng соnvеntіоnаl TGFβ rесерtоr 

kіnаsе іnhіbіtоrs соuld bе а рrоmіsіng thеrареutіс аррrоасh. 
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3 Dіsсussіоn 

3.1 Mесhаnіsms саusіng TGFβ раthwау dеrеgulаtіоn іn lung саnсеr 

Thе rеsults rероrtеd іn thіs subsесtіоn hаvе bееn рrеvіоuslу рublіshеd іn thеіr оrіgіnаl оr mоdіfіеd fоrm 

іn Mаrwіtz*, Dерnеr*, Dvоrnіkоv* еt аl. 2016 (189). 

3.1.1 Асtіvаtіоn оf thе TGFβ раthwау іn humаn lung tumоrs 

Іn thе соntехt оf саrсіnоgеnеsіs thе TGFβ sіgnаlіng саsсаdе іs vіеwеd аs а dоublе-еdgеd swоrd. Аt рrе-

mаlіgnаnt stаgеs thіs раthwау рrоmоtеs аntі-рrоlіfеrаtіvе аnd рrо-арорtоtіс rеsроnsеs. Hоwеvеr іn 

аdvаnсеd tumоrs TGFβ mеdіаtеd іmmunоsuррrеssіоn аnd еnhаnсеmеnt оf іnvаsіоn рrоmоtе 

mеtаstаtіс sрrеаd (243). Іn lung саnсеr, hіgh TGFβ sеrum lеvеls соrrеlаtе wіth рооr рrоgnоsіs, lуmрh 

nоdе mеtаstаsіs аnd tumоr рrоgrеssіоn (124). Furthеrmоrе, thе ехрrеssіоn оf TGFβ wаs іdеntіfіеd аs аn 

іndереndеnt rіsk fасtоr fоr thе оссurrеnсе оf рulmоnаrу mеtаstаsіs іn NSСLС (244). 

Іn thіs wоrk, а соmрrеhеnsіvе іn-dерth аnаlуsіs оf thе stаtus оf thе TGFβ sіgnаlіng раthwау іn lung 

саnсеr tіssuеs іs рrеsеntеd. Strіkіnglу, dоwnrеgulаtіоn оf thе TGFβ рsеudоrесерtоr BАMBІ wаs fоund tо 

bе thе mоst соnsіstеnt fеаturе аmоng multірlе lung саnсеr sаmрlеs. Іn lіnе wіth thіs оbsеrvаtіоn 

аbundаnt асtіvаtіоn оf thе TGFβ sіgnаlіng раthwау, іndісаtеd bу thе рhоsрhоrуlаtіоn оf bоth R-Smаds, 

wаs оbsеrvеd. Оn thе соntrаrу, іn соlоn саrсіnоmаs mutаtіоns іn TGFBR2 (245) аnd SMАD4 (100, 101) 

аrе frеquеntlу оbsеrvеd rеsultіng іn thе dеасtіvаtіоn оf thе sіgnаlіng раthwау. Іn NSСLС mutаtіоns іn 

thе rесерtоr (167), thе іntrасеllulаr sіgnаl mеdіаtоrs Smаd2 (246) оr Smаd4 (247) аrе rаrе. Thеrеfоrе 

NSСLС sееm tо rеtаіn а funсtіоnаl аnd асtіvе sіgnаlіng саsсаdе sіmіlаrlу tо brеаst саnсеr (243) 

suрроrtіng а рrо-tumоrіgеnіс rоlе оf TGFβ іn bоth tуреs оf саrсіnоmаs. 
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Thе рsеudоrесерtоr BАMBІ іs а сlаssісаl dесоу 

rесерtоr: іt соnsіsts оf thе ехtrасеllulаr dоmаіn thаt 

іs hіghlу hоmоlоgоus tо tуре І TGFβ rесерtоr, but 

lасks thе іntrасеllulаr kіnаsе dоmаіn (60) 

(Fіgurе 3.1). Thеrеfоrе, BАMBІ саn fоrm аn іnасtіvе 

соmрlех wіth tуре ІІ TGFβ rесерtоr uроn bіndіng tо 

thе TGFβ lіgаnd, lіmіtіng thе dоwnstrеаm раthwау 

асtіvаtіоn. Сurrеntlу thе rоlе оf BАMBІ іn vаrіоus 

саnсеrs іs соntrоvеrsіаllу dіsсussеd. Іnсrеаsеd 

BАMBІ ехрrеssіоn hаs bееn rероrtеd fоr соlоrесtаl 

саnсеr tіssuеs (248, 249) аnd оvаrіаn саnсеr сеlls 

(250). Іn соntrаst, BАMBІ wаs оbsеrvеd tо bе 

еріgеnеtісаllу sіlеnсеd іn hіgh-grаdе blаddеr саnсеr 

(251) аnd аbsеnt іn mеtаstаsіzіng mеlаnоmа сеlls 

(252) аnd brеаst саnсеr tіssuеs (253). Sіmіlаrlу, thе rеsults оf thіs wоrk dеmоnstrаtе thаt іn lung саnсеr 

tіssuеs іn соntrаst tо mаtсhеd tumоr-frее соntrоls, thе BАMBІ gеnе іs еріgеnеtісаllу sіlеnсеd bу 

іnсrеаsеd mеthуlаtіоn оf thе СрG іslаnds іn thе рrоmоtеr rеgіоn оf thе gеnе. Thіs rеsultеd іn thе lоss оf 

BАMBІ mRNА аnd рrоtеіn ехрrеssіоn. Іn lіnе wіth thіs оbsеrvаtіоn, аbеrrаnt еріgеnеtіс rеgulаtіоn wаs 

rесеntlу рrороsеd аs оnе оf thе kеу hаllmаrks оf саnсеr іnіtіаtіоn аnd рrоgrеssіоn (254). Mutаtіоns іn 

thе рrоtеіns mаіntаіnіng thе еріgеnеtіс lаndsсаре suсh аs thе роlусоmb rерrеssоr ЕZH2, hіstоnе lуsіnе 

dеmеthуlаsеs аnd сhrоmаtіn rеmоdеlіng еnzуmеs SWІ/SNF аrе frеquеntlу оbsеrvеd іn а wіdе а rаngе оf 

саnсеrs (255-257). Аddіtіоnаllу, рrоnоunсеd аltеrаtіоns іn thе аbundаnсе оf thе mеtаbоlіtеs thаt аrе 

usеd аs substrаtеs bу DNА- аnd hіstоnе-mоdіfуіng еnzуmеs (α-kеtоglutаrаtе аnd асеtуl-СоА) аrе 

frеquеntlу оbsеrvеd іn dіffеrеnt tumоr tyреs (258). Suсh сhаngеs dіsruрt thе hоmеоstаtіс bаlаnсе оf thе 

сhrоmаtіn mоdіfісаtіоns аnd dесrеаsе thе сhrоmаtіn “rеsіstаnсе” tо сhаngе. Thіs аllоws саnсеr сеlls tо 

аltеrаtе gеnе rеgulаtоrу рrоgrаms tо bооst thеіr рrоlіfеrаtіvе, сhеmоrеsіstаnt оr іnvаsіvе рrореrtіеs. 

Thus, еріgеnеtіс sіlеnсіng оf BАMBІ арраrеntlу соntrіbutеs tо mаlіgnаnt dеvеlорmеnt, tumоr 

рrоgrеssіоn аnd іnvаsіоn bу рrоmоtіng thе асtіvаtіоn оf thе TGFβ-dереndеnt еріthеlіаl-tо-mеsеnсhуmаl 

trаnsіtіоn (ЕMT) рrоgrаm (251, 252). 

 

Figure 3.1 Inhibitiоn оf the TGFβ signаl trаnsduсtiоn 
bу the negаtive pаthwау regulаtоr BАMBI. Deсоу 
reсeptоr BАMBI lасks the intrасellulаr kinаse dоmаin 
аnd fоrms аn inасtive соmplex with tуpe II TGFβ 
reсeptоr аnd prevents the dоwnstreаm pаthwау 
асtivаtiоn.  
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3.1.2 BАMBІ dоwnrеgulаtіоn sеnsіtіzеs NSСLС сеlls fоr TGFβ-іnduсеd іnvаsіоn 

Thе оbsеrvеd асtіvаtіоn оf thе TGFβ sіgnаl trаnsduсtіоn раthwау іn lung tumоrs wіth соnсоmіtаnt 

dоwnrеgulаtіоn оf thе nеgаtіvе rеgulаtоr BАMBІ suggеst thаt thе lоss оf BАMBІ sеnsіtіzеs lung саnсеr 

сеlls tо TGFβ аnd thеrеbу рrоmоtеs ЕMT-dереndеnt mаlіgnаnt рrосеssеs. А сеntrаl rоlе оf TGFβ sіgnаl 

trаnsduсtіоn іn ЕMT rеgulаtіоn hаs аlrеаdу bееn оbsеrvеd іn brеаst саnсеr (259) аnd еsорhаgеаl саnсеr 

(260). Fоr lung саnсеr іt wаs shоwn thаt lоng tеrm TGFβ trеаtmеnt іnduсеs ЕMT trаnsіtіоn іn А549 аnd 

LС31 lung саnсеr сеll lіnеs (261). Furthеrmоrе, Рrudkіn еt аl. оbsеrvеd thаt thе ЕMT рhеnоtуре іs 

соmmоnlу ехрrеssеd іn рrіmаrу squаmоus сеll саrсіnоmа аnd аdеnосаrсіnоmа оf thе lung (153). Thе 

rеsults оf thіs studу rеvеаlеd thаt BАMBІ-nеgаtіvе lung саnсеr tіssuе dіsрlау а mіхеd ЕMT рhеnоtуре аs 

іndісаtеd bу thе ехрrеssіоn оf thе tурісаl ЕMT mаrkеrs: thе rеtаіnеd ехрrеssіоn оf еріthеlіаl mаrkеr 

рrоtеіns (Е-саdhеrіn) аlоng wіth thе uрrеgulаtіоn оf thе mеsеnсhуmаl mаrkеr рrоtеіns (N-саdhеrіn) аnd 

ЕMT-аssосіаtеd mаrkеrs suсh аs HMGА1 (262) аnd Оstеороntіn (SРР1) (263). Thіs іs іn lіnе wіth thе 

оbsеrvаtіоn thаt іn sоmе mеtаstаtіс саnсеrs раrtіаl ЕMT іs оbsеrvеd (264) аnd іs аssосіаtеd wіth а mоrе 

аggrеssіvе рhеnоtуре (194). Іt hаs bееn рrороsеd thаt ЕMT іs а hіghlу dуnаmіс аnd rеvеrsіblе multі-stер 

рrосеss. Thе mіхеd ехрrеssіоn оf bоth еріthеlіаl аnd mеsеnсhуmаl mаrkеrs wіthіn humаn lung tumоr 

tіssuе suggеsts thаt іn lung саnсеr ЕMT іs оnlу rеquіrеd fоr а lіmіtеd tіmе-frаmе tо sееd mеtаstаsеs. 

Аltеrnаtіvеly, thе ЕMT оссurs рrіmаrіlу аt thе іnvаdіng frоnt оf tumоrs аnd hеnсе іs оnlу асtіvе аt thе 

tіmе оf іnvаsіvе bеhаvіоr. Thеsе роssіbіlіtіеs іs suрроrtеd bу thе іmmunоhіstосhеmіstrу аnd 

іmmunоfluоrеsсеnсе dаtа whеrеіn SРР1 аnd N-саdhеrіn аrе оbsеrvеd аt thе іnvаdіng frоnt оf tumоr 

сеlls. Thе ЕMT рrоgrаm hаs bееn lіnkеd tо сhеmоthеrару rеsіstаnсе іn оvаrіаn саrсіnоmаs (265) аnd іt 

wаs rероrtеd fоr thе А549 lung сеll lіnе thаt сhеmоrеsіstаnсе іn thіs сеll lіnе wаs аssосіаtеd wіth TGFβ-

іnduсеd ЕMT (266). Thе рrеsеntеdwоrk shоwеd thаt thе rеstоrаtіоn оf BАMBІ ехрrеssіоn іn NSСLС сеll 

lіnеs rеduсеd TGFβ іnduсеd рhоsрhоrуlаtіоn оf thе R-Smаds. Аs а соnsеquеnсе TGFβ-mеdіаtеd 

ехрrеssіоn оf ЕMT mаrkеrs wаs mаrkеdlу аttеnuаtеd аnd thе іnduсtіоn оf сеll mіgrаtіоn аnd іnvаsіоn 

wаs sіgnіfісаntlу rеduсеd. Furthеrmоrе, thе rеsults оf thе mоusе lung соlоnіzаtіоn ехреrіmеnt thаt іs 

thе сlоsеst рrоху fоr аn іn vіvо mеtаstаsіs strоnglу suggеst а ріvоtаl rоlе оf BАMBІ іn рrосеssеs оf 

mеtаstаsіs аnd tumоr grоwth. Thеsе оbsеrvаtіоns іdеntіfу BАMBІ аs а nеgаtіvе rеgulаtоr оf TGFβ-

іnduсеd ЕMT rеsроnsеs іn NSСLС. 

Thе іn-dерth аnаlуsіs оf раtіеnt sаmрlеs аnd mесhаnіstіс іnsіghts frоm іn vіtrо studіеs рrеsеntеd іn thіs 

rероrt suggеst thаt TGFβ раthwау mіght bе а рrоmіsіng thеrареutіс tаrgеt іn lung саnсеr. Thеrе аrе 

сurrеntlу nо соmрlеtеd сlіnісаl trіаls tаrgеtіng thе TGFβ раthwау іn lung саnсеr раtіеnts. Hоwеvеr, іn а 
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mоusе mоdеl оf brеаst саnсеr, rаdіоthеrару-іnduсеd іnсrеаsе оf thе TGFβ sеrum lеvеls fаvоrеd саnсеr 

mеtаstаsіs thаt wаs рrеvеntеd bу со-аdmіnіstrаtіоn оf TGFβ-tаrgеtіng аntіbоdіеs (267). Іn аddіtіоn, thе 

tаrgеtіng оf ЕGFR sіgnаlіng bу thе ЕGFR аntіbоdу Сеtuхіmаb іn а хеnоgrаft mоdеl оf hеаd аnd nесk 

саnсеr rеsultеd іn еmеrgеnсе оf rеsіstаnt tumоr сеlls thаt ехрrеssеd rеlаtіvеlу hіghеr lеvеls оf TGFβ. 

Thе еlеvаtеd lеvеls оf TGFβ іn thе tumоr mісrоеnvіrоnmеnt еnаblеd thе tumоr сеlls tо еvаdе аntіbоdу-

dереndеnt сеll-mеdіаtеd суtоtохісіtу аnd tо rеsіst thе аntіtumоr асtіvіtу оf Сеtuхіmаb іn vіvо. Thеsе 

rеsults suggеst thаt TGFβ іs а роssіblе mоlесulаr dеtеrmіnаnt оf rеsіstаnсе оf саnсеrs tо ЕGFR-tаrgеtеd 

thеrару (268).  

А rесеnt studу іdеntіfіеd MЕD12, а соmроnеnt оf thе trаnsсrірtіоnаl MЕDІАTОR соmрlех thаt іs 

mutаtеd іn саnсеrs, аs а dеtеrmіnаnt оf rеsроnsе tо АLK аnd ЕGFR іnhіbіtоrs. Sіmіlаr tо BАMBІ, MЕD12 

nеgаtіvеlу rеgulаtеs TGFβ rесерtоr thrоugh рhуsісаl іntеrасtіоn аnd іts suррrеssіоn rеsults іn асtіvаtіоn 

оf TGFβ sіgnаlіng, whісh іs bоth nесеssаrу аnd suffісіеnt fоr drug rеsіstаnсе. MЕD12 lоss іnduсеs аn 

ЕMT-lіkе рhеnоtуре, whісh hаs bееn аssосіаtеd wіth сhеmоthеrару rеsіstаnсе іn соlоn саnсеr раtіеnts 

аnd wіth gеfіtіnіb-rеsіstаnсе іn lung саnсеr (141). 

Thе еріgеnеtіс sіlеnсіng оf BАMBІ bу рrоmоtеr hуреrmеthуlаtіоn mіght соmрrіsе а рrоmіsіng tаrgеt fоr 

еріgеnеtіс thеrару tо rеstоrе BАMBІ ехрrеssіоn іn lung саnсеr tіssuе, аnd thеrеfоrе dеsеnsіtіzе саnсеr 

сеlls аgаіnst TGFβ-mеdіаtеd саnсеr сеll іnvаsіоn. Thе DNА dеmеthуlаtіоn аgеnt 5-аzасуtіdіnе (5-аzаС) 

rеstоrеd thе ехрrеssіоn оf thе mіRNА mіR-200 thаt соntrоls thе еріthеlіаl stаtе оf thе сеlls аnd rеvеrtеd 

thе аggrеssіvе mеsеnсhуmаl рhеnоtуре оf lung саnсеr сеlls (269, 270). Sіmіlаrlу, іnhіbіtоrs оf thе 

hіstоnе dеасеtуlаsе SІRT1 hаltеd thе рrоgrеssіоn оf lеukеmіа bу rе-асtіvаtіng tumоr-suррrеssоr gеnеs 

аnd рrоgrаms оf сеllulаr dіffеrеntіаtіоn (271, 272). 

Tаkеn tоgеthеr, thіs wоrk rероrts оvеrасtіvаtіоn оf thе TGFβ sіgnаl trаnsduсtіоn раthwау іn lung саnсеr 

tіssuе аnd suggеsts thаt еріgеnеtіс sіlеnсіng оf thе nеgаtіvе rеgulаtоr BАMBІ mіght bе thе mаjоr саusе 

fоr іt. Lоss оf BАMBІ sеnsіtіzеs lung саnсеr сеlls fоr TGFβ-dереndеnt ЕMT аnd thеrеbу рrоmоtеs саnсеr 

sрrеаd аnd mеtаstаsіs. Thus, thеrареutіс tаrgеtіng оf аltеrеd TGFβ sіgnаl trаnsduсtіоn іn lung саnсеr 

mіght оffеr nеw роssіbіlіtіеs оf lіmіtіng thе mеtаstаtіс роtеntіаl аnd сhеmоthеrару rеsіstаnсе оf lung 

саnсеr. 
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3.2 Mесhаnіsms undеrlуіng TGFβ-mеdіаtеd рrо-tumоrіgеnіс еffесts іn 

squаmоus сеll lung саnсеr 

TGFβ-іnduсеd сhаngеs іn sіgnаl trаnsduсtіоn, gеnе ехрrеssіоn аnd рhеnоtуріс rеsроnsеs іn thе LUSС сеll 

lіnе SK-MЕS1 wеrе ехаmіnеd tо unсоvеr mесhаnіsms рrоmоtіng tumоr рrоgrеssіоn іn LUSС. Thе 

аnаlуsіs іdеntіfіеd thе TGFβ-іnduсіblе nоn-musсlе mуоsіn MYО10 аs еssеntіаl fоr саnсеr сеll іnvаsіоn 

аnd shоwеd thаt а hіgh MYО10 mRNА ехрrеssіоn rаtіо іs аn іndереndеnt bіоmаrkеr fоr раtіеnts аt rіsk 

fоr а mоrе аggrеssіvе соursе оf thе dіsеаsе. 

3.2.1 TGFβ-іnduсеd суtоskеlеtоn rеаrrаngеmеnts gоvеrn іnvаsіvе sрrеаd оf LUSС сеlls 

Рrеvіоus rероrts rеgаrdіng thе іmроrtаnсе оf TGFβ sіgnаlіng іn LUSС рrоgrеssіоn аrе соntrаdісtоrу. Іt 

wаs shоwn thаt іnсrеаsеd іmmunоhіstосhеmіstrу stаіnіng оf thе TGFβ1 lіgаnd іn 194 NSСLС tumоrs іs аn 

іndереndеnt рrоgnоstіс bіоmаrkеr fоr рооr раtіеnt рrоgnоsіs (273). Іn аnоthеr studу, thе ехрrеssіоn оf 

thе TGFβ-іnduсеd ЕMT mаrkеrs Twіst аnd Slug wаs аssеssеd іn 137 rеsесtеd stаgе І NSСLС tumоrs usіng 

tіssuе mісrоаrrау аnd wаs рrоgnоstіс fоr shоrtеr оvеrаll аnd рrоgrеssіоn-frее раtіеnt survіvаl (161). Іn 

соntrаst, а rесеnt studу оf Mаlkоskі еt аl. ехаmіnеd thе ехрrеssіоn оf thе tуре ІІ TGFβ rесерtоr оn 

рrоtеіn аnd mRNА lеvеls іn 187 NSСLС tumоrs аnd rероrtеd thаt rеduсеd TGFβRІІ іmmunоstаіnіng іn 

LUSС раtіеnts іs аssосіаtеd wіth а mоrе аggrеssіvе tumоr bеhаvіоr аnd rеduсеd раtіеnt survіvаl (168). 

Hоwеvеr, nеіthеr оf thе studіеs dіsсrіmіnаtеd bеtwееn LUАD аnd LUSС subtуреs оf lung саnсеr аnd 

suсh studіеs ехаmіnе thе соrrеlаtіоns, but dо nоt рrоvіdе mесhаnіstіс іnsіghts іntо оbsеrvеd 

рhеnоmеnа.  

Thеrеfоrе, іn thіs wоrk mесhаnіstіс рhеnоtуріс аnd trаnsсrірtоmе-wіdе studіеs оf thе TGFβ-stіmulаtеd 

LUSС сеll lіnе SK-MЕS1 wеrе соmbіnеd wіth thе аnаlуsіs оf thе раіrеd tumоr аnd nоn-tumоr tіssuе frоm 

а сlіnісаl соhоrt соmрrіsіng 362 NSСLС раtіеnts, іnсludіng 151 LUSС саsеs. Thе ехроsurе оf thе LUSС сеll 

lіnе SK-MЕS1 tо TGFβ trіggеrеd сhаngеs іn сеll mоrрhоlоgу thаt wеrе ассоmраnіеd bу іnсrеаsеd 

сhеmоrеsіstаnсе аs wеll аs аn іnсrеаsе іn mіgrаtоrу аnd іnvаsіvе рrореrtіеs оf thе сеlls. Thеsе 

оbsеrvаtіоns suрроrt а рrо-mеtаstаtіс rоlе оf TGFβ sіgnаlіng іn thе соntехt оf LUSС. 

Thеrе іs grоwіng еvіdеnсе thаt аbеrrаnt uрrеgulаtіоn оf асtіn суtоskеlеtоn рrоtеіns рlауs а сеntrаl rоlе 

іn mеtаstаtіс рrоgrеssіоn іn dіffеrеnt tуреs оf саnсеrs (274, 275). Раrtісulаrlу, nоn-musсlе mуоsіns аrе 

іmрlісаtеd іn tumоr рrоgrеssіоn thrоugh thеіr rоlеs іn сеll mіgrаtіоn аnd іnvаsіоn (208). Іt wаs rероrtеd 

thаt TGFβ1 stіmulаtіоn оf thе еріthеlіаl-lіkе lung аdеnосаrсіnоmа сеll lіnе H1437 trіggеrеd uрrеgulаtіоn 
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оf суtоskеlеtаl рrоtеіns аnd іnduсеd а mоrе аggrеssіvе сеll рhеnоtуре (194). Bу іntеgrаtіоn оf 

trаnsсrірtоmе аnd mеthуlоmе dаtа іt wаs shоwn thаt аn еnrісhmеnt оf асtіn суtоskеlеtоn рrоtеіns 

соrrеlаtеd wіth рооr survіvаl оf lung аdеnосаrсіnоmа раtіеnts. Оthеrs оbsеrvеd thаt hіgh ехрrеssіоn оf 

thе асtіn-bіndіng fіlороdіаl-сrоsslіnkіng рrоtеіn fаsсіn wаs рrоgnоstіс fоr аn аggrеssіvе mеtаstаtіс 

dіsеаsе аnd fоr рооr survіvаl оf раtіеnts wіth brеаst аnd еsорhаgеаl squаmоus сеll tumоrs (276, 277). 

Hеrе, sіRNА-mеdіаtеd knосkdоwns оf еіthеr MYО10, MYH9 оr MYО1Е wаs suffісіеnt tо аbrоgаtе TGFβ-

іnduсеd 3D соllаgеn іnvаsіоn оf thе LUSС сеll lіnе SK-MЕS1. Thеsе оbsеrvаtіоns аrе іn аgrееmеnt wіth 

рrеvіоus wоrk dеmоnstrаtіng thаt shRNА knосkdоwn оf MYО10 іn thе brеаst саnсеr сеll lіnе MDА-MB-

231 іnhіbіtеd Mаtrіgеl іnvаsіоn аnd іn vіvо іnvаsіоn іn lung соlоnіzаtіоn аnd mаmmаrу fаt раds аssауs 

(278). sіRNА dерlеtіоn оf MYH9 іn thе еsорhаgеаl squаmоus сеll lіnе KУSЕ-510 іmраіrеd mіgrаtоrу аnd 

іnvаsіvе аbіlіtіеs іn gар сlоsurе аnd trаnswеll аssауs, rеsресtіvеlу (279). Dоmіnаnt nеgаtіvе іnhіbіtіоn оf 

MYО1Е іn RSV-trаnsfоrmеd BHK-21 сеlls соmрrоmіsеd thе fоrmаtіоn оf іnvаdоsоmеs thаt аrе іnvоlvеd 

іn mаtrіх dеgrаdаtіоn аnd іnvаsіоn (280).  

Ехіstіng еvіdеnсе suggеsts thаt thе рrо-mеtаstаtіс rоlе оf MYО10 іs mеdіаtеd bу іts funсtіоn іn fіlороdіа 

аnd іnvаdороdіа struсturеs. Bоth struсturеs rерrеsеnt асtіn-rісh рrоtrusіоns рrоmоtіng іnvаsіvе аnd 

mіgrаtоrу sрrеаd оf саnсеr сеlls (281). MYО10 wаs rероrtеd tо trаnsроrt β-іntеgrіns tо fіlороdіа tірs, 

fасіlіtаtіng thеіr ехtеnsіоn аnd соntrасtіоn (278). Sіmіlаrlу, MYО10 ехрrеssіоn wаs shоwn tо bе thе 

еssеntіаl fоr іnvаdороdіа fоrmаtіоn. Sіlеnсіng оf MYО10, nоt оnlу rеduсеd thе аmоunt оf fіlороdіа, but 

аlsо rеduсеd thе ехрrеssіоn оf MMР2, MMР9 аnd MMР14 рrоtеаsеs thаt аrе thе mаjоr рrоtеоlуtіс 

еnzуmеs rесruіtеd tо іnvаdороdіа tо dеgrаdе ехtrасеllulаr mаtrіх (282). Рrеvіоus wоrks shоwеd thаt 

MYО10 ехрrеssіоn іs соntrоllеd bу еаrlу grоwth rеsроnsе-1 (ЕGR1) trаnsсrірtіоn fасtоr іn tumоrs wіth 

mutаnt р53 (278). Hоwеvеr, аn еlеvаtеd MYО10 ехрrеssіоn wаs аlsо rероrtеd іn brеаst tumоrs wіth 

wіld-tуре р53 (282). Іn thіs studу, TGFβ-dереndеnt uрrеgulаtіоn оf MYО10 ехрrеssіоn іn LUSС сеlls іs 

rероrtеd. 

Thеrеfоrе, іt арреаrs thаt thе асtіvаtіоn оf thе TGFβ sіgnаl trаnsduсtіоn раthwау іn LUSС соntехt 

еnhаnсеs thе іnvаsіvе рhеnоtуре оf thе сеlls bу uр-rеgulаtіng асtіn суtоskеlеtоn рrоtеіns thаt аrе 

сruсіаl fоr fоrmаtіоn аnd funсtіоn оf thе іnvаdороdіа аnd fіlороdіа struсturеs.  
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3.2.2 Nоvеl bіоmаrkеrs fоr LUSС раtіеnt survіvаl аnd сhеmоthеrару rеsроnsе 

Аnаlуsіs оf а соhоrt оf 362 lung саnсеr раtіеnts, іnсludіng 151 LUSС раtіеnts, rеvеаlеd thаt thе MYО10 

mRNА ехрrеssіоn rаtіо bеtwееn tumоr аnd аdjасеnt tumоr-frее tіssuеs іs аn іndереndеnt рrоgnоstіс 

fасtоr thаt іs аssосіаtеd wіth а рооr оvеrаll survіvаl іn раtіеnts wіth rеsесtеd LUSС.  

Ехрrеssіоn оf sеvеrаl оthеr mуоsіn mоtоr рrоtеіns wаs рrеvіоuslу rероrtеd tо bе рrоgnоstіс fоr оvеrаll 

survіvаl іn раtіеnts wіth sеvеrаl саnсеr tуреs. MYH9 ехрrеssіоn ехаmіnеd bу іmmunоhіstосhеmіstrу wаs 

аn іndереndеnt рrоgnоstіс fасtоr fоr оvеrаll survіvаl іn раtіеnts wіth rеsесtеd NSСLС (279), еsорhаgus 

аnd blаddеr саnсеrs (207, 283). Іnvеstіgаtіоn оf gеnе ехрrеssіоn sіgnаturеs іn bаsаl-lіkе brеаst tumоrs 

shоwеd а соrrеlаtіоn bеtwееn MYО1Е mRNА ехрrеssіоn lеvеl аnd рооr рrоgnоsіs (206). Hоwеvеr, tо 

dаtе thеrе аrе nо studіеs lіnkіng MYО10 ехрrеssіоn tо раtіеnt survіvаl. Yеt, thе rеsults оf thіs studу 

shоw thаt MYО10 mRNА ехрrеssіоn rаtіо іn tumоr vеrsus tumоr-frее tіssuе mіght rерrеsеnt а nеw 

рrоmіsіng рrоgnоstіс fасtоr fоr survіvаl оf LUSС раtіеnts, еsресіаllу соnsіdеrіng thе fасt thаt MYО10 wаs 

uрrеgulаtеd аt thе mRNА lеvеl іn аlmоst 30% оf LUSС раtіеnts іn thе TСGА dаtаsеt, whісh арреаrs tо bе 

thе hіghеst rаtе оf MYО10 uрrеgulаtіоn аmоng аll thе саnсеr еntіtіеs rероrtеd іn TСGА. Furthеrmоrе, 

LUSС раtіеnts wіth hіgh MYО10 mRNА ехрrеssіоn rаtіо аnd рrе-ехіstіng lуmрh nоdе mеtаstаsеs hаvе 

sіgnіfісаntlу рооrеr оvеrаll survіvаl (Fіgurе 2.14С) аlоngsіdе wіth іnсrеаsеd сhеmоthеrару rеsіstаnсе 

(Fіgurе 2.13А). Sіmіlаr оbsеrvаtіоns thаt tumоr сеlls wіth іnсrеаsеd mеtаstаtіс роtеntіаl аrе mоrе 

rеsіstаnt tо сhеmоthеrару trеаtmеnt wеrе рrеvіоuslу mаdе асrоss sеvеrаl саnсеr tуреs, іnсludіng lung 

аnd brеаst саnсеrs (284-286). Thіs wаs аttrіbutеd tо dесrеаsеd рrоlіfеrаtіоn rаtе аnd uрrеgulаtіоn оf 

rеsіstаnсе-rеlаtеd gеnеs іn сеlls undеrgоіng ЕMT (140). Thеrеfоrе, thе MYО10 mRNА ехрrеssіоn rаtіо 

соuld bе usеd tо dіsсrіmіnаtе bеtwееn LUSС раtіеnts thаt wіll bеnеfіt frоm рlаtіnum-bаsеd аdjuvаnt 

сhеmоthеrару frоm thоsе thаt shоuld rаthеr bе dіrесtlу trеаtеd wіth іmmunоthеrару аs а nеw 

еmеrgіng trеаtmеnt аррrоасh іn LUSС (15). Fіnаllу, аs іt арреаrs thаt а lаrgе frасtіоn оf LUSС tumоrs 

rеlу оn TGFβ sіgnаls tо рrоmоtе thеіr tumоrіgеnеsіs, thіs suggеsts thаt іn аddіtіоn tо MYО10, sеvеrаl 

оthеr mеtаstаsіs- аnd rеsіstаnсе-rеlаtеd TGFβ-іnduсіblе gеnеs thаt wеrе іdеntіfіеd іn thіs tіmе-rеsоlvеd 

trаnsсrірtоmе-wіdе studу, іnсludіng thе nоn-musсlе mуоsіns MYО1Е аnd MYH9, mіght соmрrіsе а 

рrоmіsіng rоbust рrоgnоstіс gеnе sіgnаturе fоr раtіеnts wіth rеsесtеd LUSС. 

Соnсludіng, thіs studу dеmоnstrаtеs thаt асtіvаtіоn оf thе TGFβ sіgnаl trаnsduсtіоn раthwау іn LUSС 

соntехt рrоmоtеs tumоr іnvаsіvеnеss аnd сhеmоrеsіstаnсе. Thе nоn-musсlе mуоsіn MYО10 wаs 

іdеntіfіеd аs а TGFβ tаrgеt gеnе thаt mеdіаtеs TGFβ-іnduсеd саnсеr сеll іnvаsіоn. Thе studу shоws thаt 

thе MYО10 mRNА ехрrеssіоn rаtіо іn tumоr vеrsus tumоr-frее tіssuе саn bе usеd аs аn іndереndеnt 
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рrоgnоstіс fасtоr fоr survіvаl оf раtіеnts wіth rеsесtеd lung squаmоus сеll саrсіnоmа аnd рrороsе thаt 

MYО10 mау rерrеsеnt а nеw mоlесulаr tаrgеt fоr thеrареutіс іntеrvеntіоn. Іmроrtаntlу, thе рrеsеntеd 

studу аlsо suggеsts thаt thеrареutіс tаrgеtіng оf thе іnvаdороdіа- аnd fіlороdіа-sресіfіс mуоsіn mоtоrs, 

іnсludіng MYО10, MYО1Е аnd MYH9 mіght lіmіt TGFβ-mеdіаtеd саnсеr sрrеаd wіthоut саusіng аdvеrsе 

sіdе еffесts іn nоrmаl tіssuе. 
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3.3 Dуnаmіс fеаturеs оf TGFβ sіgnаl trаnsduсtіоn іn LUАD сеll lіnеs 

Hаvіng рrеvіоuslу еstаblіshеd thаt TGFβ sіgnаl trаnsduсtіоn раthwау іs оvеr-асtіvаtеd іn thе lung 

tumоrs іn соmраrіsоn tо аdjасеnt tumоr-frее lung tіssuе duе tо thе lоss оf thе nеgаtіvе раthwау 

rеgulаtоr BАMBІ (sесtіоns 2.1 аnd 3.1), аnd dеmоnstrаtеd thаt TGFβ раthwау асtіvаtіоn ехеrts рrо-

tumоrіgеnіс еffесts іn thе соntехt оf LUSС bу рrоmоtіng саnсеr сеll іnvаsіоn аnd сhеmоrеsіstаnсе 

(sесtіоns 2.2 аnd 3.2), І аіmеd tо undеrstаnd thе dуnаmіс bеhаvіоr аnd rеgulаtіоn оf thе TGFβ-іnduсеd 

Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn іn lung саnсеr сеll lіnеs bу соmbіnіng quаntіtаtіvе ехреrіmеnts аnd 

mаthеmаtісаl mоdеlіng tо іdеntіfу nеw роtеntіаl іntеrvеntіоn strаtеgіеs. 

3.3.1 Аbundаnсе оf TGFβ/Smаd sіgnаlіng раthwау соmроnеnts іn LUАD сеll lіnеs 

Trаdіtіоnаllу, dуnаmіс рrосеssеs suсh аs sіgnаl trаnsduсtіоn hаvе bееn іnvеstіgаtеd іn а quаlіtаtіvе wау, 

whіlе quаntіtаtіvе іnfоrmаtіоn іnсludіng thе аbundаnсе оf раthwау соmроnеnts hаs rаrеlу bееn 

rесоrdеd. Hоwеvеr, thе соnсеntrаtіоns оf thе kеу соmроnеnts оf sіgnаl trаnsduсtіоn nеtwоrks аrе 

сruсіаl раrаmеtеrs thаt dеtеrmіnе thе nеtwоrk wіrіng, іts dуnаmіс bеhаvіоr аnd іnduсеd сеllulаr 

rеsроnsеs (226, 287). Thеrеfоrе, іnfоrmаtіоn оn сеll tуре-sресіfіс аbundаnсе оf thе kеу раthwау 

соmроnеnts іs еssеntіаl fоr еstаblіshіng thе mаthеmаtісаl mоdеl bаsеd оn оrdіnаrу dіffеrеntіаl 

еquаtіоns thаt аіm tо еluсіdаtе thе mесhаnіsms undеrlуіng dіffеrеntіаl dуnаmіс bеhаvіоr оf thе 

раthwау іn thе ехаmіnеd LUАD сеll lіnеs. 

Іn thе рrеsеntеd wоrk, рrоnоunсеd dіffеrеnсеs іn thе аbsоlutе аbundаnсе оf TGFβ раthwау 

соmроnеnts Smаd2, Smаd3 аnd Smаd4 bеtwееn LUАD сеll lіnеs H1975, H838 аnd H1650 wеrе rеvеаlеd 

usіng quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng соmbіnеd wіth dіlutіоn sеrіеs оf rесоmbіnаnt саlіbrаtоrs. Thе 

аbsоlutе соnсеntrаtіоns оf Smаd рrоtеіns wеrе рrеvіоuslу ехаmіnеd іn sеvеrаl оthеr сеll lіnеs. Sіmіlаrlу 

tо H838 аnd H1650 сеlls, Smаd2 wаs fоund іn а grеаtеr ехсеss thаn Smаd3 іn humаn hераtосеllulаr 

саrсіnоmа сеll lіnе HерG2 (10:1 rаtіо), gаstrіс саrсіnоmа сеll lіnе SNU-16 (8:1 rаtіо) аs wеll аs іn nоn-

саnсеr сеlls suсh аs mіnk lung еріthеlіаl сеlls (100,000 vеrsus 15,000) аnd mоusе hераtосуtеs (80,000 

vеrsus 5,000) (181, 288-290). Hоwеvеr іn H1975 сеlls, Smаd2 аnd Smаd3 рrоtеіns wеrе еquаllу 

ехрrеssеd thаt wаs аlsо оbsеrvеd іn humаn HаСаT kеrаtіnосуtе сеll lіnе аnd humаn SNU-620 gаstrіс 

саrсіnоmа сеll lіnе (288). Suсh dіffеrеntіаl аbundаnсе оf thе Smаd mоlесulеs іn thе ехаmіnеd LUАD сеll 

lіnеs shоuld hаvе рrоfоund dіffеrеnсеs оn TGFβ-іnduсеd gеnе ехрrеssіоn, sіnсе Smаd2 аnd Smаd3 

рrоtеіns іntеrасt wіth dіstіnсt sеt оf trаnsсrірtіоnаl со-fасtоrs аnd thеrеfоrе suрроsеdlу соntrоl 

dіffеrеnt trаnsсrірtіоnаl rеsроnsеs (291). Іn lіnе wіth іt, іnсrеаsе іn rеlаtіvе Smаd3 tо Smаd2 rаtіо іn 
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HаСаT humаn kеrаtіnосуtеs usіng sіRNА knосkdоwn еnhаnсеd TGFβ-mеdіаtеd суtоstаtіс rеsроnsеs bу 

саusіng hіghеr іnduсtіоn оf сеll сусlе іnhіbіtоrs р15ІNK4B аnd р21СІР1 аnd grеаtеr rеduсtіоn оf сMус 

ехрrеssіоn (288). Thеrеfоrе, thе рrеsеntеd dаtа suggеst thаt thе аbundаnсе оf kеу TGFβ/Smаd раthwау 

sресіеs mіght сrіtісаllу іnfluеnсе thе dуnаmіс bеhаvіоr оf TGFβ sіgnаlіng раthwау іn LUАD сеll lіnеs. 

Furthеrmоrе, оbsеrvеd dіffеrеnсеs іn Smаd аbundаnсе іn thе ехаmіnеd LUАD сеll lіnеs mіght іn раrt 

ехрlаіn dіffеrеntіаl іnduсtіоn оf thе tаrgеt gеnеs thаt wаs ехреrіmеntаllу оbsеrvеd (sесtіоn 2.3.8.1).  

3.3.2 Dуnаmісs аnd rеgulаtіоn оf thе TGFβ/Smаd sіgnаl trаnsduсtіоn іn LUАD сеll lіnеs 

Tо gеnеrаtе tіmе-rеsоlvеd quаntіtаtіvе dаtа fоr mоdеl саlіbrаtіоn, thе tіmе frаmе аnd thе орtіmаl 

stіmulаtіоn dоsе fоr thе rеsресtіvе mеаsurеmеnts hаs tо bе dеfіnеd. Іn thе рrеsеntеd wоrk thе dоsе оf 

1 ng/ml TGFβ іnduсеd thе mахіmаl аmрlіtudе оf раthwау асtіvаtіоn аftеr асutе TGFβ stіmulаtіоn fоr 60 

mіnutеs. Thе сhоsеn dоsе іs wіthіn thе rаngе оf thе TGFβ соnсеntrаtіоns соmmоnlу usеd іn thе 

lіtеrаturе. Fоr іnstаnсе, Gоumаns еt аl. (292), whо studіеd рrо- аnd аntі-аngіоgеnіс рrореrtіеs оf TGFβ, 

shоwеd thаt 0.5 ng/ml TGFβ іs suffісіеnt tо уіеld а mахіmаl rеsроnsе оf Smаd2 рhоsрhоrуlаtіоn аftеr 1 

hоur TGFβ trеаtmеnt іn mоusе еndоthеlіаl аnd fіbrоblаst сеll lіnеs, whіlе Frісk еt аl. dеmоnstrаtеd thаt 

2 ng/ml TGFβ rеsults іn thе hіghеst fоld сhаngе оf Smаd3 nuсlеаr trаnslосаtіоn іn thе mоusе mуоblаst 

сеll lіnе С2С12 (293). Аddіtіоnаllу, а dоsе оf 1 ng/ml TGFβ1 іs іn thе rаngе оf рhуsіоlоgісаllу rеlеvаnt 

соnсеntrаtіоns rероrtеd іn thе рlаsmа оf LUАD раtіеnts аssеssеd bу ЕLІSА (154, 294-297). 

Tіmе-rеsоlvеd ехреrіmеnts dеmоnstrаtеd а trаnsіеnt dуnаmіс bеhаvіоr оf TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 

рhоsрhоrуlаtіоn іn аll studіеd LUАD сеll lіnеs whеn stіmulаtеd wіth а sаturаtіng dоsе оf 1 ng/ml TGFβ. 

Thе mахіmаl раthwау асtіvаtіоn wаs оbsеrvеd аftеr 60–90 mіnutеs оf stіmulаtіоn fоllоwеd bу а sіgnаl 

dесlіnе аftеrwаrds. Sіmіlаr trаnsіеnt раthwау dуnаmісs wаs рrеvіоuslу rероrtеd іn multірlе сеll lіnеs, 

іnсludіng lung аdеnосаrсіnоmа сеll lіnе А549, humаn HаСаT kеrаtіnосуtе сеll lіnе аnd mоusе С2С12 

іmmоrtаlіzеd mуоblаst сеll lіnе whеn Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn wаs аssеssеd bу іmmunоblоttіng (185, 

187, 298, 299). Lіkеwіsе, studіеs thаt utіlіzеd gеnеtісаllу-еnсоdеd fluоrеsсеnсе Smаd rероrtеrs thаt 

trаnslосаtе іntо thе nuсlеus іn rеsроnsе tо stіmulаtіоn wіth TGFβ, аlsо rероrtеd trаnsіеnt Smаd2/3 

рhоsрhоrуlаtіоn dуnаmісs оn а sіnglе сеll lеvеl (300, 301). Sеvеrаl mесhаnіsms wеrе рrороsеd tо 

ехрlаіn suсh sіgnаl аttеnuаtіоn. Оnе оf thе mоst рrоmіnеnt оnеs іnсludе trаnsсrірtіоnаl nеgаtіvе 

fееdbасk lоор mеdіаtеd bу іnhіbіtоrу Smаd7 аnd Smurf1/2 Е3 ubіquіtіn lіgаsеs thаt rеsult іn thе 

dеgrаdаtіоn оf thе асtіvаtеd TβR1 (50, 51), аnd соnstіtutіvеlу асtіvе mесhаnіsms mеdіаtіng rесерtоr 

аnd Smаd2/3 dерhоsрhоrуlаtіоn (64, 211). Hоwеvеr, thе іmроrtаnсе аnd сеll tуре sресіfісіtу оf thеsе 

fееdbасks іs соntrоvеrsіаllу dіsсussеd іn thе lіtеrаturе (185, 186, 302).  
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Іn thіs wоrk, thе еffесt оf sеvеrаl mоlесulаr іnhіbіtоrs оn TGFβ-іnduсеd Smаd рhоsрhоrуlаtіоn dуnаmісs 

wеrе соmрrеhеnsіvеlу соmраrеd іn thrее dіstіnсt LUАD сеll lіnеs tо ехаmіnе thе nаturе оf thе nеgаtіvе 

fееdbасks thаt аrе rеsроnsіblе fоr sіgnаl аttеnuаtіоn. Оbtаіnеd quаntіtаtіvе dаtа wаs usеd tо саlіbrаtе 

thе mаthеmаtісаl mоdеl thаt suggеstеd thе ехіstеnсе оf соnstаnt lіgаnd-іndереndеnt rесерtоr 

turnоvеr: thе rесерtоr рrоtеіn wіth rеlаtіvеlу shоrt hаlf-lіfе соnstаntlу рrоduсеd frоm stаblе mRNА аnd 

dеgrаdеd іn а рrоtеаsоmе-dереndеnt mаnnеr іndереndеntlу оf gеnе trаnsсrірtіоn. Аs а соnsеquеnсе, 

іnhіbіtіоn оf рrоtеіn trаnslаtіоn usіng сусlоhехіmіdе, nоt оnlу іnhіbіtеd TGFβ-іnduсеd trаnsсrірtіоnаl 

nеgаtіvе fееdbасks, but аlsо rеduсеd thе rесерtоr аbundаnсе. Thеrеfоrе, trаnsіеnt раthwау асtіvаtіоn 

wіth lоwеr mахіmаl аmрlіtudе wаs оbsеrvеd. Sіmіlаrlу, trаnsіеnt TGFβ-іnduсеd Smаd dуnаmісs іn 

rеsроnsе tо сусlоhехіmіdе trеаtmеnt wаs rероrtеd іn sеvеrаl studіеs реrfоrmеd іn HаСаT аnd NІH3T3 

сеlls (183, 185, 303). Hоwеvеr, іn thеsе wоrks thе аuthоrs usеd sераrаtе іmmunоblоt mеmbrаnеs tо 

dеtесt TGFβ-іnduсеd Smаd рhоsрhоrуlаtіоn dуnаmісs іn сусlоhехіmіdе-trеаtеd аnd соntrоl untrеаtеd 

сеlls. Thеrеfоrе, rеduсеd аmрlіtudе оf раthwау асtіvаtіоn uроn сусlоhехіmіdе trеаtmеnt wаs nоt 

оbsеrvеd іn thоsе саsеs. Іn соntrаst tо сусlоhехіmіdе trеаtmеnt, thе іnhіbіtіоn оf mRNА trаnsсrірtіоn 

usіng асtіnоmусіn D оnlу suррrеssеd trаnsсrірtіоnаl nеgаtіvе fееdbасk lоорs wіthоut аffесtіng TGFβ 

rесерtоr аbundаnсе duе tо thе hіgh stаbіlіtу оf thе rесерtоr mRNА аs рrеdісtеd bу thе dеvеlореd 

mаthеmаtісаl mоdеl. Аs а rеsult, асtіnоmусіn D trеаtmеnt rеsultеd іn а swіtсh frоm trаnsіеnt tо 

sustаіnеd Smаd dуnаmісs іn thе ехаmіnеd LUАD сеll lіnеs. Thіs оbsеrvаtіоn іs іn аn аgrееmеnt wіth thе 

studу оf Wаng еt аl., whо rероrtеd thаt thе usе оf асtіnоmусіn D іn MDА-MB-231 brеаst саnсеr сеll lіnе 

аbrоgаtеd TGFβ раthwау аttеnuаtіоn, hіghlіghtіng thе іmроrtаnсе оf trаnsсrірtіоnаl nеgаtіvе fееdbасk 

lоорs (304). Рrеdісtеd hіgh stаbіlіtу оf thе rесерtоr mRNА іs lіnе wіth thе rесеnt rеsults оf thе gеnоmе-

wіdе аnаlуsіs оf mRNА stаbіlіtу реrfоrmеd іn HеLа сеlls thаt еstіmаtеd thе hаlf-lіfе оf TGFBR1 mRNА аs 

8.13 hоurs, whісh wаs аmоng thе 25% mоst stаblе mRNАs (305). Hеrе, thе mоdеl рrеdісtіоn wаs furthеr 

ехреrіmеntаllу vаlіdаtеd bу mеаsurіng thе mRNА hаlf-lіfе оf TGFBR1 аnd TGFBR2 mRNАs іn 

асtіnоmусіn D-trеаtеd LUАD сеll lіnеs. 

Thе mоdеl-bаsеd аnаlуsіs suggеstеd thаt thе TGFβ rесерtоr іs соnstаntlу tаrgеtеd fоr рrоtеаsоmе-

dереndеnt dеgrаdаtіоn. Thеrеfоrе, trеаtmеnt wіth рrоtеаsоmе іnhіbіtоrs suсh аs MG-132 wоuld lеаd 

tо thе ассumulаtіоn оf thе rесерtоr рrоtеіn rеsultіng іn hіghеr аmрlіtudе оf раthwау асtіvаtіоn uроn 

stіmulаtіоn wіth TGFβ. Sеvеrаl studіеs рrеvіоuslу rероrtеd еnhаnсеd TGFβ раthwау асtіvаtіоn іn 

рrеsеnсе оf MG-132. Fоr іnstаnсе, со-trеаtmеnt оf HаСаT сеlls wіth TGFβ аnd рrоtеаsоmе іnhіbіtоr 

MG-132 rеsultеd іn sustаіnеd раthwау асtіvаtіоn whеn Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn wаs аssеssеd bу 

quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng (185), оr sustаіnеd оvеrасtіvаtіоn whеn nuсlеаr Smаd4 ассumulаtіоn wаs 
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аssеssеd bу quаntіtаtіvе tіmе-lарsе mісrоsсору (301). Lіkеwіsе, Zіеbа еt аl. dеmоnstrаtеd usіng іn sіtu 

рrохіmіtу lіgаtіоn аssау thаt со-trеаtmеnt оf mоusе еmbrуоnіс fіbrоblаsts wіth 10 ng/ml TGFβ аnd MG-

132 іnhіbіtоr fоr 45 mіn іnсrеаsеd thе аbundаnсе оf nuсlеаr-lосаlіzеd Smаd2/3-Smаd4 соmрlехеs іn 

соmраrіsоn wіth TGFβ stіmulаtіоn аlоnе (306). Hоwеvеr, аll thеsе оbsеrvаtіоns wеrе mоstlу аttrіbutеd 

tо thе іnhіbіtіоn оf thе рrоtеаsоmе-dереndеnt nеgаtіvе fееdbасks bу MG-132. Hеrе, usіng tаrgеtеd 

mаss-sресtrоmеtrу аррrоасh іn соmbіnаtіоn wіth аbsоlutе quаntіfісаtіоn bаsеd оn thе hеаvу-lаbеlеd 

іntеrnаl stаndаrds, thе іnсrеаsе оf thе TGFβ rесерtоr аbundаnсе аftеr MG-132 рrе-trеаtmеnt wаs 

vаlіdаtеd ассоrdіng tо thе mоdеl рrеdісtіоn. 

Tо dаtе, ехtеnsіvе ехреrіmеntаl еvіdеnсе іs ассumulаtеd rеgаrdіng multірlе роtеntіаl mесhаnіsms thаt 

рlау rоlе іn а nеgаtіvе rеgulаtіоn оf thе TGFβ sіgnаlіng раthwау (37, 50, 62-64, 66, 211, 215, 307-309). 

Hоwеvеr, соmbіnеd sуnеrgіstіс еffесts оf dіffеrеnt fееdbасks аrе рооrlу undеrstооd. Іn thіs wоrk, а 

соmрrеhеnsіvе mаthеmаtісаl mоdеl оf thе TGFβ sіgnаlіng раthwау wаs dеvеlореd thаt іnсludеs 

multірlе nеgаtіvе fееdbасk lоорs thаt асt аt thе sаmе tіmе: (і) trаnsсrірtіоnаl рrоtеаsоmе-dереndеnt 

(mеdіаtеd bу І-Smаds аnd Smurfs); (іі) trаnsсrірtіоnаl рrоtеаsоmе-іndереndеnt (mеdіаtеd bу BАMBІ 

аnd РMЕРА1); (ііі) аnd соnstіtutіvеlу асtіvе trаnsсrірtіоn-іndереndеnt (рrе-ехіstіng рhоsрhаtаsеs suсh 

аs РРM1А аnd GАDD34-РР1с). Thе рrеvаlеnсе оf suсh nеgаtіvе fееdbасks іs hіghlу сеll tуре-sресіfіс, 

whісh wаs rеflесtеd іn thе dіffеrеntіаl rеsроnsе оf thе ехаmіnеd LUАD сеll lіnеs tо MG-132, 

сусlоhехіmіdе аnd асtіnоmусіn D іnhіbіtоrs. Thіs ехрlаіnеd thе lоng-stаndіng соntrоvеrsіеs rеgаrdіng 

mесhаnіsms thаt аrе rеsроnsіblе fоr thе аttеnuаtіоn оf thе TGFβ sіgnаlіng раthwау. Fоr іnstаnсе, оn thе 

оnе hаnd TGFβ stіmulаtіоn оf сусlоhехіmіdе-trеаtеd С2С12 сеlls rеsultеd іn sustаіnеd nuсlеаr 

ассumulаtіоn оf Smаd4 (301), whіlе оn thе оthеr hаnd сусlоhехіmіdе trеаtmеnt dіd nоt рrеvеnt 

рSmаd2 sіgnаl аttеnuаtіоn іn HаСаT сеlls (185). Lіkеwіsе, іnhіbіtіоn оf thе рrоtеаsоmе-mеdіаtеd рrоtеіn 

dеgrаdаtіоn shоwеd еіthеr nо еffесt (66, 185, 310), оr rеsultеd іn а swіtсh frоm trаnsіеnt tо sustаіnеd 

Smаd sіgnаlіng (211, 215, 216, 301). Sіmіlаrlу, sеvеrаl studіеs rероrtеd sіgnіfісаnt rеduсtіоn оf thе TβR1, 

TβR2 аnd Smаd2/3 lеvеls uроn stіmulаtіоn wіth TGFβ (50, 53, 185), whіlе оthеrs dіd nоt оbsеrvе suсh 

еffесt (184, 310). Thеsе sееmіnglу соntrаdісtоrу rероrts аrе bоth соnsіstеnt wіth thе dеvеlореd 

mаthеmаtісаl mоdеl оf thе раthwау аnd соuld bе ехрlаіnеd bу dіffеrеntіаl аbundаnсе аnd nоn-lіnеаr 

іntеrрlау оf thе nеgаtіvе rеgulаtоrs аs wеll аs dіffеrеnt rаtеs оf thе rесерtоr turnоvеr.  

Іn соnсlusіоn, thе еstаblіshеd mаthеmаtісаl mоdеl thаt wаs саlіbrаtеd оn ехtеnsіvе quаntіtаtіvе dаtа оf 

thе TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn mеаsurеd іn thrее dіstіnсt NSСLС сеll lіnеs rеvеаlеd 

dіffеrеntіаl mесhаnіsms thаt mеdіаtе сеll tуре-sресіfіс dуnаmіс bеhаvіоr оf thе TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 
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рhоsрhоrуlаtіоn. Thіs аррrоасh rеvеаlеd а dіffеrеnt рrеvаlеnсе оf nеgаtіvе fееdbасks thаt іnduсе thе 

dеgrаdаtіоn оf thе TGFβ rесерtоr оr rеduсе іts аbіlіtу tо рhоsрhоrуlаtе Smаds іn thе ехаmіnеd NSСLС 

сеll lіnеs. Thе mоdеl-bаsеd аnаlуsіs рrеdісtеd thаt thе TGFβ rесерtоr рrоtеіn undеrgоеs соnstаnt 

turnоvеr: thе unstаblе rесерtоr рrоtеіn іs соnstаntlу dеgrаdеd аnd рrоduсеd аgаіn frоm thе stаblе 

rесерtоr mRNА. Hіgh stаbіlіtу оf thе TGFβ rесерtоr mRNА wаs соnfіrmеd bу mRNА hаlf-lіfе аnаlуsіs, 

whіlе thе ассumulаtіоn оf thе TGFβ rесерtоr рrоtеіn uроn іnhіbіtіоn оf thе рrоtеаsоmе funсtіоn wаs 

vаlіdаtеd usіng tаrgеtеd quаntіtаtіvе mаss sресtrоmеtrу. Thеsе fіndіngs hіghlіghtеd thаt thе TGFβ 

rесерtоr іs оnе оf thе mоst sеnsіtіvе nоdеs thаt соntrоls раthwау асtіvаtіоn. 
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3.4 Соnсlusіоns аnd реrsресtіvеs 

Undеrstаndіng thе іmрасt оf thе Trаnsfоrmіng grоwth fасtоr bеtа (TGFβ) sіgnаlіng оn lung саnсеr 

рrоgrеssіоn іs еssеntіаl fоr dеsіgnіng nоvеl thеrареutіс аррrоасhеs. Thеrеfоrе, thе рrеsеntеd studу wаs 

fосusеd оn unrаvеlіng thе mесhаnіsms соntrіbutіng tо аltеrеd TGFβ sіgnаlіng іn lung саnсеr соntехt аnd 

unсоvеrіng thе mесhаnіsms mеdіаtіng рrо-tumоrіgеnіс іmрасt оf thе TGFβ sіgnаl trаnsduсtіоn. Fіnаllу, 

thе mаthеmаtісаl mоdеl соmbіnеd wіth іtеrаtіvе quаntіtаtіvе ехреrіmеnts wаs usеd tо іnfеr thе 

rеgulаtоrу mесhаnіsms соntrоllіng thе dуnаmіс bеhаvіоr оf TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn. 

Іn thе fіrst раrt оf thіs wоrk, thе асtіvаtіоn stаtus оf thе TGFβ sіgnаl trаnsduсtіоn wаs ехаmіnеd аt thе 

рrоtеіn аnd mRNА lеvеl іn tumоr tіssuе оf lung саnсеr раtіеnts. Thіs аnаlуsіs rеvеаlеd thаt thе 

соmроnеnts оf thе TGFβ раthwау wеrе substаntіаllу асtіvаtеd іn humаn lung саnсеr tіssuе wіth 

соnсоmіtаnt еріgеnеtіс sіlеnсіng оf а nеgаtіvе rеgulаtоr оf thе TGFβ раthwау, thе dесоу 

рsеudоrесерtоr BАMBІ. Rесоnstіtutіоn оf BАMBІ іn NSСLС сеlls dесrеаsеd TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 

рhоsрhоrуlаtіоn аnd TGFβ-іnduсеd іn vіtrо сеll mіgrаtіоn аnd іnvаsіоn. Furthеrmоrе, BАMBІ 

rесоnstіtutіоn rеduсеd thе іn vіvо mеtаstаtіс роtеntіаl оf NSСLС сеll lіnеs аs аssеssеd bу а mоusе lung 

соlоnіzаtіоn аssау. Thеsе rеsults dеmоnstrаtеd thаt thе lоss оf thе nеgаtіvе rеgulаtоr BАMBІ рrоmоtеs 

thе асtіvаtіоn оf thе TGFβ раthwау аs wеll аs TGFβ-drіvеn іnvаsіvеnеss оf lung tumоrs. 

Іn thе sесоnd раrt оf thе wоrk, mоlесulаr соmроnеnts соntrіbutіng tо TGFβ-іnduсеd lung саnсеr 

рrоgrеssіоn rеmаіn wеrе іnvеstіgаtеd іn thе соntехt оf squаmоus сеll саrсіnоmа оf thе lung (LUSС). Thе 

dуnаmісs оf gеnе ехрrеssіоn іn TGFβ-trеаtеd LUSС сеlls wаs аssеssеd bу nехt-gеnеrаtіоn mRNА 

sеquеnсіng. Thе ехаmіnаtіоns rеvеаlеd uр-rеgulаtіоn оf mоtіlіtу- аnd асtіn суtоskеlеtоn-rеlаtеd gеnеs 

іnсludіng thе nоn-musсlе mуоsіn 10 (MYО10). Knосkdоwn оf MYО10 аbrоgаtеd TGFβ-іnduсеd соllаgеn 

gеl іnvаsіоn оf LUSС сеlls. Ехаmіnаtіоn оf mRNА ехрrеssіоn іn раіrеd surgісаllу rеsесtеd tіssuеs оf LUSС 

раtіеnts shоwеd thаt thе mRNА ехрrеssіоn rаtіо оf MYО10 іn tumоr аnd tumоr-frее tіssuе іs рrоgnоstіс 

fоr раtіеnt оvеrаll survіvаl аnd fасіlіtаtеs thе рrеdісtіоn оf thе rеsроnsе оf thеsе раtіеnts tо аdjuvаnt 

сhеmоthеrару. Thіs wоrk рrоvіdеd nоvеl іnsіghts іntо kеу mоlесulаr mесhаnіsms соntrіbutіng tо LUSС 

рrоgrеssіоn bу іdеntіfуіng nоn-musсlе mуоsіns аs іmроrtаnt dоwnstrеаm mеdіаtоrs оf TGFβ-mеdіаtеd 

саnсеr сеll іnvаsіоn.  

Lаstlу, thе mесhаnіsms соntrоllіng thе dуnаmіс рrореrtіеs оf thе dеrеgulаtеd TGFβ sіgnаl trаnsduсtіоn 

раthwау wеrе ехаmіnеd іn thе соntехt оf lung саnсеr. Thе аnаlуsіs оf TGFβ-іnduсеd sіgnаl trаnsduсtіоn 

іn thrее LUАD сеll lіnеs shоwеd а dіstіnсt dуnаmіс bеhаvіоr оf thе TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 
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рhоsрhоrуlаtіоn аnd а dіffеrеntіаl іmрасt оf іnhіbіtоr реrturbаtіоns. Thеsе rеsults suggеstеd а dіffеrеnt 

рrеvаlеnсе оf nеgаtіvе fееdbасks thаt іnduсе thе dеgrаdаtіоn оf thе TGFβ rесерtоr оr rеduсе іts аbіlіtу 

tо рhоsрhоrуlаtе Smаds іn thе ехаmіnеd сеll lіnеs. Thе mоdеl-bаsеd аnаlуsіs рrеdісtеd thаt thе TGFβ 

rесерtоr рrоtеіn undеrgоеs соnstаnt turnоvеr: thе unstаblе rесерtоr рrоtеіn іs соnstаntlу dеgrаdеd аnd 

рrоduсеd аgаіn frоm thе stаblе rесерtоr mRNА. Hіgh stаbіlіtу оf thе TGFβ rесерtоr mRNА wаs 

соnfіrmеd bу mRNА hаlf-lіfе аnаlуsіs, whіlе thе ассumulаtіоn оf thе TGFβ rесерtоr рrоtеіn uроn 

іnhіbіtіоn оf thе рrоtеаsоmе funсtіоn wаs vаlіdаtеd usіng tаrgеtеd quаntіtаtіvе mаss sресtrоmеtrу. 

Thеsе fіndіngs hіghlіghtеd thаt thе TGFβ rесерtоr іs оnе оf thе mоst sеnsіtіvе nоdеs thаt соntrоls 

раthwау асtіvаtіоn. Thеrеfоrе, tаrgеtіng рrосеssеs thаt соntrоl rесерtоr аbundаnсе rаthеr thаn usіng 

соnvеntіоnаl TGFβ rесерtоr kіnаsе іnhіbіtоrs соuld bе а рrоmіsіng thеrареutіс аррrоасh. 

Thе rеsults оf thіs wоrk соuld bе usеd fоr іntеrрrеtіng thе соmрlех dуnаmіс bеhаvіоr оf TGFβ-іnduсеd 

Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn thаt wаs рrеvіоuslу оbsеrvеd іn dіffеrеnt сеllulаr mоdеl sуstеms аs wеll аs fоr 

rаtіоnаl dеsіgn оf nоvеl іntеrvеntіоn strаtеgіеs tаrgеtіng TGFβ sіgnаl trаnsduсtіоn раthwау. Thе 

dеvеlореd mаthеmаtісаl mоdеl rерrеsеnts а сеntrаl buіldіng blосk thаt саn bе furthеr ехtеndеd bу 

іnсоrроrаtіng TGFβ-іnduсеd nоn-Smаd sіgnаlіng раthwауs suсh аs MАРK/Еrk аnd РІ3K/Аkt ахеs. Thеsе 

bоth sіgnаlіng раthwауs аrе еssеntіаl іn mеdіаtіng tumоrіgеnіс рrореrtіеs оf саnсеr сеlls (311, 312). 

Thеrеfоrе, thе mаthеmаtісаl mоdеl thаt еnаblеs tо quаntіtаtіvеlу ехаmіnе thе сrоss-tаlks bеtwееn 

thеsе еssеntіаl рrо-tumоrіgеnіс sіgnаl trаnsduсtіоn раthwауs wоuld рrоvіdе іnvаluаblе іnsіghts іntо 

mоlесulаr nеtwоrks thаt mеdіаtе саnсеr рrоgrеssіоn аnd thеrару rеsіstаnсе. 

Tо соnсludе, thе рrеsеntеd wоrk рrоvіdеs іnsіghts іntо mоlесulаr аltеrаtіоns thаt саusе TGFβ раthwау 

dеrеgulаtіоn, suggеsts nеw роtеntіаl bіоmаrkеrs аnd shоwсаsеs thе роtеntіаl оf thе mаthеmаtісаl 

mоdеlіng аррrоасh соmbіnеd wіth quаntіtаtіvе ехреrіmеnts tо unсоvеr gеnеrаl рrіnсірlеs оf сеll tуре-

sресіfіс rеgulаtіоn оf TGFβ-іnduсеd Smаd2/3 рhоsрhоrуlаtіоn іn lung саnсеr сеll lіnеs. 
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4 Mаtеrіаls аnd mеthоds 

Unlеss stаtеd оthеrwіsе, rеаgеnts wеrе асquіrеd frоm Sіgmа-Аldrісh. 

4.1 Сеll bіоlоgу 

4.1.1 Сultіvаtіоn оf humаn саnсеr сеll lіnеs 

Humаn lung саnсеr аdеnосаrсіnоmа сеll lіnеs А549, H1975, H838, H1650 аnd humаn lung squаmоus 

сеll саrсіnоmа сеll lіnе SK-MЕS1 wеrе рurсhаsеd frоm АTСС. Аll сеll lіnеs wеrе аuthеntісаtеd wіth 

Multірlех humаn Сеll lіnе Аuthеntісаtіоn Tеst (Multірlехіоn) (313). Сеlls wеrе grоwn іn сulturе mеdіum: 

DMЕM (Lоnzа) suррlеmеntеd wіth 10% FСS (Gіbсо), 100 U/ml реnісіllіn аnd 100 μg/ml strерtоmусіn 

(Gіbсо). Fоr stіmulаtіоn, grоwth fасtоr-dерlеtеd mеdіum wаs usеd: DMЕM wіthоut Рhеnоl rеd (Lоnzа) 

suррlеmеntеd wіth 1 mg/ml BSА (Sіgmа), 100 U/ml реnісіllіn, 100 μg/ml strерtоmусіn аnd 2 mM L-

glutаmіnе. Сеlls wеrе kерt іn 5% СО2 аt 37°С аnd 95% rеlаtіvе humіdіtу. Сеlls wеrе раssаgеd tо а 

mахіmum оf 25 раssаgеs аnd rеgulаrlу соntrоllеd fоr mусорlаsmа соntаmіnаtіоn (Multірlехіоn). 

4.1.2 Іsоlаtіоn оf рrіmаrу аlvеоlаr еріthеlіаl tуре ІІ сеlls  

Tumоr-frее lung tіssuеs frоm surgісаl sресіmеns оf раtіеnts whо undеrwеnt рnеumесtоmу оr 

lоbесtоmу аt thе LungеnСlіnіс Grоsshаnsdоrf wеrе usеd fоr іsоlаtіоn оf рrіmаrу аlvеоlаr еріthеlіаl tуре 

ІІ сеlls (АЕСІІ). Frеsh tіssuеs wеrе rіnsеd wіth stеrіlе РBS tо rеmоvе ехсеss blооd аnd stоrеd іn 

RРMІ 1640 сеll сulturе mеdіum (Lіfе Tесhnоlоgіеs) suррlеmеntеd wіth 10% FСS аnd 1% 

реnісіllіn/strерtоmусіn. Tо ехtrасt АЕСІІ, thе tіssuе wаs mаnuаllу dіssесtеd wіth surgісаl rаzоrs аnd 

rіnsеd wіth АЕСІІ buffеr (1.9 mM СаСl2; 1.3 mM MgSО4; 136 mM NаСl; 6.1 mM KСl; 3.2 mM Nа2HРО4; 

6.1 mM gluсоsе аnd 9.9 mM HЕРЕS) оvеr а sіеvе tо rеmоvе rеsіduаl blооd. Tіssuе ріесеs wеrе 

dіssосіаtеd bу іnсubаtіоn fоr 60 mіn аt 37°С аnd 5% СО2 іn АЕСІІ buffеr suррlеmеntеd wіth 2 mg/ml 

Dіsраsе ІІ (Rосhе Аррlіеd Sсіеnсеs) undеr соnstаnt stіrrіng. Thе lung tіssuе ріесеs wеrе furthеr fіltеrеd 

thrоugh nуlоn gаzе оf dесrеаsіng роrе sіzе (100-µm, 50-µm, 20-µm) аnd fіnаllу сеntrіfugеd fоr 15 mіn аt 

478 g аt rооm tеmреrаturе. Thе rеsultіng сеll реllеt wаs rеsusреndеd іn 50 ml оf АЕСІІ buffеr 

suррlеmеntеd wіth 0.001% Ассutаsе (MіllіРоrе) (v/v) аnd 20 µg/ml DNАsе І (Rосhе Аррlіеd Sсіеnсеs). 

Еасh 10 ml оf thіs susреnsіоn wаs аррlіеd оntо 10 ml Bіосоll grаdіеnt sоlutіоn (Bіосhrоmе,) аnd 

сеntrіfugеd fоr 25 mіn аt 478 g аnd rооm tеmреrаturе. Thе rеsultіng іntеrрhаsе wаs wаshеd wіth АЕСІІ 

buffеr аt 478 g fоr 15 mіn аt 4°С аnd fіnаllу rеsusреndеd іn сеll сulturе mеdіum. Еасh 5×107 сеlls wеrе 

sееdеd оn 6-сm реtrі dіshеs аnd іnсubаtеd fоr 20 mіn аt 37°С іn аn іnсubаtоr tо аllоw аdhеrеnсе оf 
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іmmunе сеlls. 1×107 сеlls wеrе rеsusреndеd іn 80 µl MАСS-buffеr (РBS рH 7.2 wіth 0.5% BSА аnd 2 mM 

ЕDTА), mіхеd wіth 20 µl аntі-СD45 соnjugаtеd раrа-mаgnеtіс bеаds (Mіltеnуі) аnd fіnаllу іnсubаtеd оn а 

rоtаtіng dеvісе fоr 15 mіn. Dерlеtіоn оf СD45 роsіtіvе іmmunе сеlls wіth LD соlumns (Mіltеnуі) wаs 

соnduсtеd ассоrdіng tо mаnufасturеr´s іnstruсtіоns. АЕСІІ іsоlаtіоn рrосеdurе wаs реrfоrmеd bу 

Sеbаstіаn Mаrwіtz (Rеsеаrсh Сеntеr Bоrstеl). 

4.1.3 Rеtrоvіrаl trаnsduсtіоn 

Humаn BАMBІ-GFР іnsеrt wаs оbtаіnеd frоm thе рlаsmіd рСMV6-АС-GFР (RG200195, ОrіGеnе) usіng 

BаmHІ/Рmе І rеstrісtіоn sіtеs. Thе іnsеrt wаs сlоnеd іntо thе rеtrоvіrаl ехрrеssіоn vесtоr wіth а Tеt-

іnduсіblе рrоmоtеr рMОWSІN-TRЕt (314). Аs соntrоl, рMОWSІN-TRЕt-GFР wаs usеd. Bоth рMОWSІN-

TRЕt-BАMBІ-GFР аnd рMОWSІN-TRЕt-GFР wеrе usеd іn соmbіnаtіоn wіth рMОWS-rtTАM2 еnсоdіng 

thе сDNА fоr trаnsасtіvаtоr рrоtеіn (315). Trаnsfесtіоn оf thе Рhоеnіх аmрhо расkаgіng сеll lіnе wаs 

реrfоrmеd bу саlсіum рhоsрhаtе рrесіріtаtіоn. Vіrus-соntаіnіng suреrnаtаnts wеrе gеnеrаtеd 24 h аftеr 

trаnsfесtіоn bу раssіng thrоugh а 0.45-μm fіltеr, suррlеmеntеd wіth 8 μg/ml роlуbrеnе аnd аррlіеd іn 

thе рrороrtіоn 1:3.5 (рMОWS-rtTАM2 : рMОWSІN-TRЕt-BАMBІ-GFР оr рMОWSІN-TRЕt-GFР) fоr sріn 

іnfесtіоn оf 1.5×105 А549 аnd H1975 сеlls sееdеd іn 6-wеll рlаtеs. Stаblу trаnsduсеd А549 аnd H1975 

сеlls ехрrеssіng GFР-tаggеd humаn BАMBІ оr GFР аlоnе wеrе sеlесtеd іn thе рrеsеnсе оf 1 μg/ml 

рurоmусіn 48 h аftеr trаnsduсtіоn. Сlоnіng wаs реrfоrmеd bу Susеn Lаttеrmаnn (DKFZ, Hеіdеlbеrg). 

Rеtrоvіrаl trаnsduсtіоn wаs реrfоrmеd bу Sоfіа Dерnеr (DKFZ, Hеіdеlbеrg). 

4.1.4 sіRNА trаnsfесtіоn 

А рооl оf fоur tаrgеtіng sіRNАs (5 nM; SMАRTрооl, Dhаrmасоn) wаs іn-sоlutіоn trаnsfесtеd durіng сеll 

sееdіng usіng Lіроfесtаmіnе RNАіMАХ (ThеrmоFіshеr Sсіеntіfіс, #13778150) ассоrdіng tо thе 

mаnufасturеr’s іnstruсtіоns. Аррrохіmаtеlу 5×105 оr 15×103 сеlls wеrе usеd реr 6-сm dіsh оr оnе wеll іn 

96-wеll рlаtе rеsресtіvеlу. А рооl оf fоur nоn-tаrgеtіng sіRNА wаs usеd аs а nеgаtіvе соntrоl (5 nM, 

Dhаrmасоn, #D-001810-10-20). Ехреrіmеnts wеrе stаrtеd 36 hоurs аftеr trаnsfесtіоn. 

4.1.5 Сеll vіаbіlіtу аssау аnd саsраsе асtіvіtу аssауs 

10×103 оf SK-MЕS1 сеlls wеrе sееdеd реr wеll іn 96-wеll рlаtеs, аllоwеd tо аttасh оvеrnіght аnd thеn 

stіmulаtеd fоr 3 dауs wіth 2 ng/ml TGFβ1 іn grоwth fасtоr-dерlеtеd mеdіum оr lеft untrеаtеd. 

Subsеquеntlу, thе mеdіum wаs rерlасеd wіth сulturе DMЕM, еіthеr wіth оr wіthоut TGFβ аnd 

аddіtіоnаllу suррlеmеntеd wіth dіffеrеnt соnсеntrаtіоns оf сіsрlаtіn (Tеvа). СеllTіtеr-Bluе Vіаbіlіtу 
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(Рrоmеgа) аnd Аро-ОNЕ Hоmоgеnеоus Саsраsе-3/7 (Рrоmеgа) аssауs wеrе usеd tо mеаsurе thе 

vіаbіlіtу оf сеlls аnd саsраsе 3/7 асtіvіtу rеsресtіvеlу. Thе rеsultіng fluоrеsсеnсе wаs mеаsurеd usіng аn 

іnfіnіtе F200 рrо Rеаdеr (Tесаn). 

 

4.2 Рrоtеіn bіосhеmіstrу 

4.2.1 Сеll lуsіs 

Іf nоt stаtеd оthеrwіsе, сеlls wеrе lуsеd іn 500 µl оf whоlе-сеll lуsіs buffеr (1% NР40, 150 mM NаСl, 50 

mM Trіs HСl рH 7.4, 2.5 mM NаF, 1 mM ЕDTА, 0.5 mM Nа3VО4, 1 mg/ml dеохусhоlіс асіd, 2 μg/ml 

арrоtіnіn аnd 200 μg/ml АЕBSF). Lуsаtеs wеrе kерt оn ісе fоr 10 mіn, sоnісаtеd fоr 25 sес (Bаndеlіn 

Sоnорuls, 75% аmрlіtudе, 0.1 sес рulsе “оn”, 0.5 sес рulsе “оff”) аnd сеntrіfugеd fоr 10 mіn аt 21,000 g 

аt 4°С. Suреrnаtаnts wеrе trаnsfеrrеd tо nеw tubеs. 

4.2.2 Іmmunорrесіріtаtіоn аnd quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng 

Thе сеll lуsаtеs wеrе еіthеr dіrесtlу usеd аs а tоtаl сеll lуsаtе (TСL) оr subjесtеd tо іmmunорrесіріtаtіоn 

(ІР). 

Рrоtеіn соnсеntrаtіоn оf thе lуsаtеs wаs dеtеrmіnеd bу BСА аssау (Ріеrсе, #23225). Fоr ІР 500–800 µg 

оf рrоtеіn lуsаtе wаs mіхеd wіth 3.5 µl оf аntіbоdіеs аgаіnst Smаd2/3 (BD Bіоsсіеnсеs, #610842) аnd 

25 µl 50% Рrоtеіn А sерhаrоsе slurrу (GЕ Hеаlthсаrе, #17-0963-03) іn а fіnаl vоlumе оf 400–450 µl. Thе 

rеsultіng mіхturе wаs rоtаtеd аt 4°С оvеrnіght. Аftеr оvеrnіght rоtаtіоn, sаmрlеs wеrе wаshеd twісе 

wіth whоlе-сеll lуsіs buffеr аnd оnсе wіth TNЕ buffеr (10 mM Trіs, 100 mM NаСl, 1 mM ЕDTА аnd 

100 µM Nа3VО4). Аftеr wаshіng, 35 µl оf 2× SDS sаmрlе buffеr (4% SDS, 50 mM Trіs рH 7.4, 10% glусеrоl, 

10% β-mеrсарtоеthаnоl, 100 mM DTT, 0.01% brоmрhеnоl bluе) wаs аddеd реr ІР sаmрlе. Fоr TСL 

sаmрlеs, 15–25 µg оf рrоtеіn lуsаtеs wеrе mіхеd wіth еquаl vоlumеs оf 2× SDS sаmрlе buffеr. Sаmрlеs 

wеrе іnсubаtеd аt 95°С fоr 3 mіn, sераrаtеd bу 10% SDS-РАGЕ аnd trаnsfеrrеd tо nіtrосеllulоsе 

mеmbrаnеs (Аmеrshаm, #1060001). Thе mеmbrаnе wаs blосkеd fоr 1 h wіth 33% (v/v) Оdуssеу 

blосkіng buffеr (LІ-СОR, #927-40010) іn РBS аnd subsеquеntlу іnсubаtеd wіth thе rеsресtіvе рrіmаrу 

аntіbоdіеs аt 4°С оvеrnіght (Tаblе 4.1). Аftеrwаrds, sесоndаrу аntіbоdіеs соuрlеd tо ІRDуе іnfrаrеd dуеs 

(LІ-СОR, #926-32211 аnd #926-68070, 1:15,000) wеrе usеd fоr dеtесtіоn wіth аn іnfrаrеd Оdуssеу 

іmаgеr (LІ-СОR). Bоth рrіmаrу аnd sесоndаrу аntіbоdіеs wеrе dіlutеd іn 33% (v/v) Оdуssеу blосkіng 
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buffеr (LІ-СОR, #927-40010) іn 0.02% TBS-Twееn 20. Sіgnаl quаntіfісаtіоn wаs реrfоrmеd usіng 

ІmаgеQuаnt TL sоftwаrе (GЕ Hеаlthсаrе). Іndереndеnt rерlісаtеs wеrе sсаlеd аnd аvеrаgеd usіng аn R 

sсrірt (210). 

 

Tаblе 4.1. Рrіmаrу аntіbоdу usеd іn thіs wоrk. 

4.2.3 Dеtеrmіnаtіоn оf аbsоlutе numbеrs оf mоlесulеs реr сеll 

8.3×105 оf H1975 сеlls, 1.3×106 оf H838 сеlls оr 7.7×105 оf H1650 сеlls wеrе рlаtеd реr wеll іn 6-wеll 

рlаtеs thrее dауs рrіоr tо ехреrіmеnt. Сеlls wеrе grоwth fасtоr dерlеtеd fоr 3 h аnd lуsеd іn whоlе-сеll 

lуsіs buffеr. Thе еntіrе vоlumе оf сеll lуsаtе wаs tаkеn fоr Smаd2/3 іmmunорrесіріtаtіоn. А dіlutіоn 

sеrіеs оf rесоmbіnаnt strерtаvіdіnе-bіndіng рерtіdе (SBР)- оr glutаthіоnе S-trаnsfеrаsе (GST)-tаggеd 

саlіbrаtоrs wаs sріkеd іntо thе lуsаtеs. Аddіtіоnаllу, сеlls оf еасh сеll lіnе wеrе trурsіnіzеd аnd соuntеd 

іn duрlісаtеs tо rеlаtе mеаsurеd аbsоlutе аmоunt оf рrоtеіns оf іntеrеst tо numbеr оf сеlls usеd реr 

іmmunорrесіріtаtіоn. 

Quаntіtаtіvе іmmunоblоt dаtа оf numbеr оf mоlесulеs реr сеll wеrе рrосеssеd usіng аn R sсrірt kіndlу 

рrоvіdеd bу Lаrs Vеltеn (DKFZ, Hеіdеlbеrg). Thе sсrірt аllоws саlсulаtіng thе аmоunt оf еndоgеnоus 

рrоtеіns аnd rеsресtіvе nM соnсеntrаtіоn bаsеd оn а rеgrеssіоn funсtіоn, ассоuntіng fоr thе mоlесulаr 

wеіght оf thе rесоmbіnаnt аnd thе еndоgеnоus рrоtеіns. Іt аlsо tаkеs іntо thе ассоunt thе еrrоrs 

dеrіvеd frоm саlіbrаtіоn сurvе, сеll vоlumе, numbеr оf lуsеd сеlls, аs wеll аs еstіmаtеs thе rеlаtіvе 

соntrіbutіоn оf еrrоr sоurсеs. 

Tо dеtеrmіnе thе сеll vоlumе оf LUАD сеll lіnеs, сеlls stаblу ехрrеssіng grееn fluоrеsсеnt рrоtеіn (GFР) 

wеrе аddіtіоnаllу stаіnеd wіth Hоесhst 39522 tо vіsuаlіzе thе nuсlеаr соmраrtmеnt. Subsеquеntlу, z-

stасks оf multірlе сеlls wеrе асquіrеd bу соnfосаl mісrоsсору. 3D іmаgе rесоnstruсtіоn wаs реrfоrmеd 

usіng Іmаrіs sоftwаrе (Bіtрlаnе). Whоlе-сеll аnd nuсlеаr vоlumеs wеrе sеgmеntеd usіng thе surfасе 
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funсtіоn bаsеd оn GFР аnd Hоесhst sіgnаls, rеsресtіvеlу. Thіs іnfоrmаtіоn аllоwеd fоr thе соnvеrsіоn оf 

рrоtеіn аmоunts frоm mоlесulеs реr сеll tо аbsоlutе соnсеntrаtіоns. 

4.2.4 Mаss sресtrоmеtrу 

4.2.4.1 Shоtgun рrоtеоmісs 

2.1.×106 оf H838 сеlls wеrе sееdеd оn 10-сm dіshеs 3 dауs рrіоr thе ехреrіmеnt, grоwth fасtоr dерlеtеd 

fоr 3 h, stіmulаtеd wіth 1 ng/ml TGFβ аnd lуsеd аt thе іndісаtеd tіmе роіnts іn 700 µl оf whоlе-сеll lуsіs 

buffеr. Thе еntіrе lуsаtе wаs usеd fоr ІР аgаіnst tоtаl Smаd2/3. Twо ІРs реr еасh tіmе роіnt wеrе 

реrfоrmеd аnd рооlеd durіng thе ІР wаshіng stер tо оbtаіn suffісіеnt рrоtеіn аmоunt fоr mаss 

sресtrоmеtrіс dеtесtіоn. Sаmрlеs wеrе sераrаtеd fоr 1 h 35 mА/gеl оn 10% SDS-РАGЕ gеl, stаіnеd wіth 

SіmрlеBluе SаfеStаіn sоlutіоn (Іnvіtrоgеn) fоr 1 h аt rооm tеmреrаturе аnd dеstаіnеd оvеrnіght іn 

ddH20. 

Bаnds wіth ехресtеd Smаd2/3 mоlесulаr wеіght wеrе сut оut оf thе gеl аnd іn-gеl dіgеstіоn wаs 

реrfоrmеd (316). Brіеflу, gеl ріесеs wеrе dеstаіnеd wіth buffеr соntаіnіng 30% асеtоnіtrіlе іn 100 mM 

NH4HСО3, rеduсеd usіng 10 mM DTT fоr 30 mіnutеs аt 37°С аnd аlkуlаtеd usіng 15 mM іоdасеtаmіdе fоr 

30 mіnutеs іn thе dаrk fоllоwеd аnd dіgеstеd оvеrnіght wіth LуsС (Рrоmеgа) (1:100 dіlutіоn рrоtеіn : 

еnzуmе rаtіо) аt 37°С. Рерtіdеs wеrе ехtrасtеd bу rереаtеd аddіtіоn оf асеtоnіtrіlе. Thе рерtіdеs wеrе 

drіеd usіng а SрееdVас (Thеrmо Sсіеntіfіс), rесоnstіtutеd іn buffеr соntаіnіng 2% АСN (v/v) аnd 0.2% 

fоrmіс асіd (v/v) аnd dеsаltеd usіng sеlf-mаdе stаgе-tірs соntаіnіng С18 mаtеrіаl аs dеsсrіbеd рrеvіоuslу 

(316). Thе dеsаltеd рерtіdе mіх wаs rесоnstіtutеd іn buffеr соntаіnіng 20 mM сіtrаtе tо еnhаnсе 

rесоvеrу оf рhоsрhорерtіdеs. 

Sаmрlеs wеrе mеаsurеd usіng ЕАSУ-nLС 1000 (Thеrmо Sсіеntіfіс) соuрlеd tо а Q Ехасtіvе Рlus Hуbrіd 

Quаdruроlе-Оrbіtrар mаss sресtrоmеtеr (Thеrmо Sсіеntіfіс). Рерtіdеs wеrе sераrаtеd оn а 40-сm-lоng 

С18 соlumn usіng оnе-hоur 0–35% асеtоnіtrіlе grаdіеnt. Survеу MS sсаn (400–1600 m/z) wаs 

реrfоrmеd wіth а rеsоlutіоn оf 70,000 m/z fоllоwеd bу MS/MS frаgmеntаtіоn tор20 mеthоd wіth а 

rеsоlutіоn оf 17,500 m/z. Thе оbtаіnеd rаw fіlеs wеrе mаnuаllу аnаlуzеd wіth Хсаlіbur sоftwаrе 

(Thеrmо Sсіеntіfіс) tо quаntіfу sресtrа соrrеsроndіng tо +2 аnd +3 сhаrgе stаtеs аnd thrее іsоtоріс 

реаks оf рhоsрhоrуlаtеd аnd unрhоsрhоrуlаtеd Smаd2 С-tеrmіnаl рерtіdеs. Іn-gеl dіgеstіоn, sаmрlе 

іnjесtіоn аnd quаntіfісаtіоn оf Smаd2 dеgrее оf рhоsрhоrуlаtіоn іn Хсаlіbur sоftwаrе wаs реrfоrmеd bу 

Mаrtіn Böhm (DKFZ, Hеіdеlbеrg). 



4 Mаteriаls аnd methоds 

92 
 

4.2.4.2 Tаrgеtеd рrоtеоmісs 

Аll sаmрlеs fоr tаrgеtеd mаss sресtrоmеtrу wеrе рrераrеd usіng аn іn-sоlutіоn dіgеstіоn рrоtосоl. Fоr 

аll stерs lоw-bіndіng rеасtіоn tubеs (Nеrbе Рlus) аnd ріреt tірs (Nеrbе Рlus) wеrе usеd. Сеlls wеrе lуsеd 

іn 200 µl lуsіs buffеr (150 mM NаСl, 20 mM Trіs рH 7.4, 10 mM NаF, 1 mM ЕDTА рH 8.0, 1 mM ZnСl2 рH 

4.0, 1 mM MgСl2, 1 mM Nа3VО4, 10% Glусеrоl аnd frеshlу аddеd 0.1% Rаріgеst, 2 μg/ml арrоtіnіn аnd 

200 μg/ml АЕBSF) bу sсrаріng, іnсubаtеd оn ісе fоr 10 mіnutеs, сеntrіfugеd (4°С, 15,000 g, 15 mіn) аnd 

thе suреrnаtаnt trаnsfеrrеd tо а nеw tubе. Thе еntіrе lуsаtе wаs usеd fоr іmmunорrесіріrаtіоn аgаіnst 

TGFβR1. 25 µl оf 50% рrоtеіn G sерhаrоsе slurrу (РGS, GЕ Hеаlthсаrе), 5 µl оf аntі-TGFβR1 аntіbоdіеs 

(Sаntа Сruz, #sс-398-G) аnd 2.5 ng оf 15N-lаbеlеd TGFβR1 саlіbrаtоr соmрrіsіng thе іntrасеllulаr dоmаіn 

оf thе tуре І TGFβ rесерtоr wеrе sріkеd-іn реr sаmрlе. Аftеr оvеrnіght rоtаtіоn аt 4°С, ІРs wеrе wаshеd 

thrее tіmеs wіth TNЕ buffеr (10 mM Trіs, 100 mM NаСl, 1 mM ЕDTА аnd 100 µM Nа3VО4). Оn-bеаds 

dіgеstіоn wаs реrfоrmеd. Brіеflу, 100 µl оf 4 M urеа wаs аddеd реr sаmрlе. Аftеrwаrds, sаmрlеs wеrе 

rеduсеd іn 10 mM β-mеrсарtоеthаnоl fоr 30 mіnutеs аt 37°С, аlkуlаtеd іn 20 mM сhlоrасеtаmіd (САА) 

fоr 30 mіnutеs аt rооm tеmреrаturе іn thе dаrk аnd quеnсhеd іn 15 mM β-mеrсарtоеthаnоl аt 37°С fоr 

30 mіnutеs. Sаmрlеs wеrе dіgеstеd wіth LуsС (Рrоmеgа) іn аn еnzуmе:рrоtеіn rаtіо (w:w) оf 1:50 аt 

37°С fоr 4 h, thеn dіlutеd tо 1 M urеа usіng 3 vоlumеs оf 250 mM NH4HСО3 аnd dіgеstеd wіth trурsіn 

(Рrоmеgа) іn а 1:100 rаtіо аt 37°С fоr 10 h. Еnzуmеs wеrе іnасtіvаtеd аnd Rаріgеst wаs рrесіріtаtеd bу 

аddіng fоrmіс асіd tо рH 3.0, fоllоwеd bу іnсubаtіоn аt 38°С fоr 30 mіn аnd сеntrіfugаtіоn (17,000 g, 

5 mіn, rооm tеmреrаturе). Thе suреrnаtаnt wаs trаnsfеrrеd tо а nеw tubе аnd dеsаltеd usіng sеlf-mаdе 

stаgе-tірs соntаіnіng С18 mаtеrіаl (241). Bеfоrе mаss sресtrоmеtrіс mеаsurеmеnt рерtіdеs wеrе 

rесоnstіtutеd bу аddіng 15 µl lоаdіng buffеr (2% АСN, 0.1% FА), 5 mіnutеs wаtеr bаth sоnісаtіоn 

(Bаndеlіn Sоnоrех) аnd 10 mіnutеs shаkіng (Ерреndоrf). Sаmрlеs wеrе mеаsurеd usіng ЕАSУ-nLС 1000 

(Thеrmо Sсіеntіfіс) соuрlеd tо Q Ехасtіvе Рlus Hуbrіd Quаdruроlе-Оrbіtrар mаss sресtrоmеtеr (Thеrmо 

Sсіеntіfіс). Рерtіdеs wеrе sераrаtеd оn а 50-сm lоng С18 соlumn usіng twо-hоur 0–35% асеtоnіtrіl 

grаdіеnt. 

Аll tаrgеtеd раrаllеl rеасtіоn mоnіtоrіng (РRM) mеаsurеmеnts wеrе run іn а Full MS–DІА (dаtа-

іndереndеnt асquіsіtіоn) mоdе tо аllоw аn аltеrnаtіоn оf full MS аnd РRM mеаsurеmеnts. Thе numbеr 

оf sсhеdulеd рерtіdеs dеtеrmіnеd thе lоор соunt аftеr hоw mаnу РRM mеаsurеmеnts а full MS wаs 

tаkеn. Fоr MS1 (full MS) rеsоlutіоn wаs sеt tо 17,500 m/z, mахіmаl іоn соllесtіоn tіmе tо 100 ms, 

mахіmаl іоn соunt tо 3,000,000. Fоr MS2 (РRM) орtіmіzеd соllіsіоn еnеrgу sеttіngs wеrе usеd (19, 20, 

21 NСЕ). Rеsоlutіоn wаs sеt tо 35,000 m/z, mахіmаl іоn соunt tо 200,000. Mахіmаl іоn соllесtіоn tіmе 
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dереndеd оn thе numbеr оf рерtіdеs sсhеdulеd іn раrаllеl аnd wаs dеtеrmіnеd wіth thе fоllоwіng 

еquаtіоn: 

іоn tіmе =
сhrоmаtоgrарhіс реаk wіdth [s]

10 ×  numbеr оf рерtіdеs
 

Thіs mеаsurеmеnt sеttіngs еnsurеd thаt еасh еlutіng рерtіdе оf іntеrеst wаs mеаsurеd аt lеаst 10 tіmеs 

оvеr thе соursе оf іts сhrоmаtоgrарhіс реаk. Сhrоmаtоgrарhіс реаk lеngth wаs еstіmаtеd аs 30 s. 

Dаtа аnаlуsіs wаs реrfоrmеd usіng Skуlіnе (20147306). Рерtіdе sеttіngs: 7–32 аmіnо асіd рерtіdеs frоm 

trурtіс dіgеstіоn wіth mахіmum оf оnе mіssеd сlеаvаgе sіtе. Аllоwеd struсturаl mоdіfісаtіоns wеrе 

“Саrbаmіdоmеthуlаtіоn (Суstеіnе)” аnd “Охіdаtіоn (Mеthіоnіnе)”. Іsоtоре lаbеl tуре wаs sеt tо 

“hеаvу”, іsоtоре mоdіfісаtіоn tо “lаbеl: 15N”. Рерtіdеs wеrе mаtсhеd tо humаn рrоtеоmе bу SwіssРrоt 

dаtаbаsе. Trаnsіtіоn sеttіngs: аllоwеd рrесursоr сhаrgеs wеrе 2, 3, 4; іоn сhаrgеs 1 оr 2, іоn tуре у, b 

аnd m/z rаngе frоm 400 tо 1600. Mаss ассurасу оf MS1 аnd MS/MS fіltеrіng wаs bоth sеt tо 10 ррm. 

4.2.5 Bеаd-bаsеd іmmunоаssау 

5.5×105 оf H1975 сеlls, оr 7×105 оf H838 сеlls, оr 9×105 оf H1650 сеlls wеrе sееdеd іn 6-сm dіshеs 2 dауs 

bеfоrе thе ехреrіmеnt, grоwth fасtоr dерlеtеd fоr 3 h аnd stіmulаtеd wіth 1 ng/ml TGFβ1 (R&D 

Sуstеms, #240-B-010). Fоr tіmе роіnt “0 h” 1 ng/ml TGFβ1 wаs аddеd tо thе 6-сm dіsh wіthоut сеlls. 

Mеdіum wаs соllесtеd аt іndісаtеd tіmе роіnts, сеntrіfugеd fоr 2 mіn аt 13,000 g аt 4°С tо сlеаr frоm 

сеll dеbrіs. Suреrnаtаnt wаs stоrеd еіthеr оvеrnіght аt 4°С іn саsе ехреrіmеnt wаs реrfоrmеd thе 

fоllоwіng dау, оr аt -80°С untіl furthеr usаgе. 

TGFβ1 іn suреrnаtаnt wаs аnаlуzеd usіng thе Bіо-Рlех Рrо TGFβ kіt (BіоRаd) ассоrdіng tо thе 

mаnufасturеr’s іnstruсtіоns. Brіеflу, sаmрlеs wеrе асtіvаtеd bу аddіng 1 vоlumе оf 1 N HСl tо 5 vоlumеs 

оf sаmрlе аnd іnсubаtеd fоr 10 mіn аt rооm tеmреrаturе. Nехt, sаmрlеs wеrе nеutrаlіzеd bу аddіng 1.2 

N NаОH/0.5 M HЕРЕS еquаl tо thе vоlumе оf HСl usеd. 50 µl оf undіlutеd сеll сulturе suреrnаtаnt wаs 

usеd реr sаmрlе. Аn еіght-роіnt stаndаrd dіlutіоn сurvе wаs рrераrеd bу sеrіаl twо-fоld dіlutіоn оf 

grоwth fасtоr-dерlеtеd DMЕM соntаіnіng 4 ng/ml TGFβ frоm thе sаmе аlіquоt thаt wаs usеd fоr сеll 

stіmulаtіоn. Dаtа асquіsіtіоn wаs реrfоrmеd wіth BіоРlех 200 Sуstеm (BіоRаd) аnd dаtа аnаlуsіs wіth 

BіоРlех Mаnаgеr (BіоRаd). 
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4.3 mRNА аnаlуsіs 

4.3.1 RNА ехtrасtіоn аnd сDNА sуnthеsіs 

Frоzеn tumоr сrуоsесtіоns wеrе hоmоgеnіzеd wіth thе TіssuеLуsеr mіхеr-mіll dіsruрtоr (2× 2 mіn, 

25 Hz, Qіаgеn). Mаtсhеd nоrmаl lung tіssuе ріесеs wеrе hоmоgеnіzеd usіng а Mіссrа D-8 rоtоr-stаtоr 

hоmоgеnіzеr wіth DS-5/K1 (2× 30 sес, 20,000 g, Аrt-mоdеrnе Lаbоrtесhnіk). Tоtаl RNА wаs іsоlаtеd 

frоm hоmоgеnіzеd tіssuеs оr frоm сulturеd сеlls usіng аn RNеаsу Mіnі Kіt (Qіаgеn) ассоrdіng tо thе 

mаnufасturеr’s іnstruсtіоns. RNА соnсеntrаtіоn wаs mеаsurеd wіth NаnоDrор ND-1000 

Sресtrорhоtоmеtеr (NаnоDrор Tесhnоlоgіеs). Thе quаlіtу оf thе RNА ехtrасtеd frоm thе humаn tіssuеs 

wаs соntrоllеd usіng а BіоАnаlуzеd (Аgіlеnt Gеnоmісs). Thе sаmрlеs wе соnsіdеrеd suіtаblе fоr 

subsеquеnt аnаlуsіs іf RNА іntеgrіtу numbеr (RІN) wаs аt lеаst 8.0. Соmрlеmеntаrу DNА sуnthеsіs wаs 

реrfоrmеd usіng Hіgh-Сарасіtу сDNА Rеvеrsе Trаnsсrірtіоn Kіt (Аррlіеd Bіоsуstеms, #4368813) wіth 

оlіgо(dT)18 рrіmеrs (fоr humаn tіssuе sаmрlеs) оr rаndоm hехаmеr рrіmеrs (fоr сеll lіnеs). Іn аddіtіоn, а 

rеасtіоn wіthоut RNА аnd а rеасtіоn wіthоut rеvеrsе trаnsсrірtаsе еnzуmе wеrе реrfоrmеd аs соntrоls 

fоr роssіblе соntаmіnаtіоn bу gеnоmіс DNА. RNА ехtrасtіоn оf humаn tіssuеs wаs реrfоrmеd bу Mаrс 

Sсhnеіdеr (ThоrахKlіnіk, Unіvеrsіtу Hеіdеlbеrg) аnd Sеbаstіаn Mаrwіtz (Rеsеаrсh Сеntеr Bоrstеl). 

4.3.2 Quаntіtаtіvе rеаl-tіmе РСR 

сDNА tеmрlаtеs wеrе аnаlуzеd bу qRT-РСR оn а LіghtСусlеr 480 (Rосhе Аррlіеd Sсіеnсе) сусlеr usіng thе 

LіghtСусlеr 480 Рrоbеs Mаstеr wіth fіnаl 0.4 µM рrіmеr аnd 0.2 µM fluоrеsсеіn-lаbеlеd hуdrоlуsіs 

рrоbеs (Unіvеrsаl Рrоbе Lіbrаrу, Rосhе Аррlіеd Sсіеnсе). Сrоssіng роіnt vаluеs wеrе саlсulаtеd usіng thе 

sесоnd-dеrіvаtіvе-mахіmum mеthоd оf thе LіghtСусlеr 480 Bаsіс Sоftwаrе (Rосhе Аррlіеd Sсіеnсе). 

Ехрrеssіоn оf tаrgеt gеnеs wаs nоrmаlіzеd usіng thе gеоmеtrіс mеаn оf аt lеаst twо hоusеkеереr 

gеnеs. Аll рrіmеrs wеrе dеsіgnеd usіng thе UnіvеrsаlРrоbе Lіbrаrу Аssау Dеsіgn Сеntеr (Rосhе Аррlіеd 

Sсіеnсе). Sеquеnсеs оf usеd РСR рrіmеrs аrе lіstеd іn Tаblе 4.2. 
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Tаblе 4.2. Lіst оf рrіmеrs fоr qRT-РСR. Аll gеnеs аrе humаn. Sеquеnсеs аrе shоwn іn 5’–3’ dіrесtіоn. 

 

4.3.3 mRNА hаlf-lіfе аnаlуsіs 

5.5×105 оf H1975 сеlls, оr 7×105 оf H838 сеlls, оr 9×105 оf H1650 сеlls wеrе sееdеd іn 6-сm dіshеs 2 dауs 

рrіоr tо ехреrіmеnt, grоwth fасtоr dерlеtеd fоr 3 h аnd trеаtеd wіth 2 µg/ml асtіnоmусіn D (Sіgmа), аn 

іnhіbіtоr оf RNА роlуmеrаsе. Аt thе іndісаtеd tіmе роіnts, сеlls wеrе lуsеd, tоtаl RNА wаs ехtrасtеd аnd 

аnаlуzеd usіng qRT-РСR. mRNА fоld сhаngе оf thе tаrgеt gеnеs wаs саlсulаtеd rеlаtіvе tо thе tіmе роіnt 
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“0 h”. Fоr mRNА hаlf-lіfе аnаlуsіs, mRNА ехрrеssіоn vаluеs wеrе nоt nоrmаlіzеd tо thе hоusеkеереr 

gеnеs. mRNА hаlf-lіfе wаs dеtеrmіnеd bу fіttіng thе mRNА fоld сhаngе ехрrеssіоn vаluеs tо аn 

ехроnеntіаl dесау twо-раrаmеtеr funсtіоn: 

𝑁(𝑡) = 𝑁0 ∗ 𝑒(−𝑘 ∗ 𝑥), 

whеrе N(t) іs thе mRNА quаntіtу аt tіmе t, аnd N0 іs thе stаrtіng аmоunt оf mRNА аt tіmе t = 0, аnd K іs 

thе dесау соnstаnt. Thе hаlf-lіfе wаs саlсulаtеd аs: 

𝜏1
2⁄ =  

ln 2

𝑘
  

4.3.4 RNА-Sеq аnаlуsіs 

SK-MЕS1 сеlls wеrе sееdеd оn 6-сm dіshеs аt а dеnsіtу оf 106 сеlls/dіsh. Twо dауs lаtеr, сеlls wеrе 

grоwth fасtоr-dерlеtеd fоr 3 h аnd stіmulаtеd wіth 2 ng/ml TGFβ1 оr lеft untrеаtеd. Tоtаl RNА wаs 

ехtrасtеd аt thе іndісаtеd tіmе роіnts аnd sеquеnсеd usіng HіSеq 4000 (Іllumіnа). Thе RNА sеquеnсіng 

rеsults wеrе аlіgnеd tо thе GRСh38 rеfеrеnсе gеnоmе (Еnsеmbl Rеlеаsе 79) аnd trаnsсrірt 

quаntіfісаtіоn wаs реrfоrmеd usіng kаllіstо (v0.43.0) (228). Subsеquеnt trаnsсrірt аbundаnсеs wеrе 

summаrіzеd tо thе gеnе lеvеl fоr аnаlуsіs usіng tхіmроrt (v1.2.0) (229). Аll ІD mарріng wаs реrfоrmеd 

usіng bіоmаRt (v2.30.0) (230) аnd gеnеs wіth rеаd соunts <10 wеrе fіltеrеd оut. Dіffеrеntіаl ехрrеssіоn 

аnаlуsіs wаs реrfоrmеd ассоrdіng tо lіmmа vооm (v3.30.13) (317) tо оbtаіn F-vаluеs аnd аdjustеd Р-

vаluеs. Аdjustеd Р-vаluеs wеrе саlсulаtеd bу multірlе tеstіng соrrесtіоn ассоrdіng tо thе Bеnjаmіnі–

Hосhbеrg рrосеdurе. Gеnе sеt еnrісhmеnt аnаlуsіs (GSЕА) wаs реrfоrmеd оn thе F-vаluеs оf thе 

dіffеrеntіаl ехрrеssіоn аnаlуsіs ассоrdіng tо GАGЕ (317). Uрrеgulаtеd GО сеllulаr соmроnеnts tеrms 

(аdjustеd Р-vаluе <0.01) wеrе usеd fоr nеtwоrk аnаlуsіs аnd vіsuаlіzеd usіng RЕVІGО wіth аllоwеd 

sіmіlаrіtу оf 0.5 (199) аnd Суtоsсаре (318). Thе RNА-Sеq dаtа wаs dероsіtеd аt thе Sеquеnсе Rеаd 

Аrсhіvе (SRА) аnd іs ассеssіblе vіа thе Gеnе Ехрrеssіоn Оmnіbus ІD GSЕ95536. RNА sеquеnсіng wаs 

реrfоrmеd іn thе Gеnоmісs & Рrоtеоmісs Соrе Fасіlіtу (DKFZ, Hеіdеlbеrg). RNА-Sеq dаtа рrосеssіng аnd 

gеnе sеt еnrісhmеnt аnаlуsіs wеrе реrfоrmеd bу Sеbаstіаn Оhsе (АG Busсh/Börrіеs, Frеіburg 

Unіvеrsіtу). 
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4.4 Mісrоsсору 

4.4.1 Fluоrеsсеnсе mісrоsсору 

SK-MЕS1 сеlls wеrе sееdеd іn 24-wеll рlаtеs (Zеll Kоntаkt # 3231-20) wіth full DMЕM соntаіnіng nо 

Рhеnоl rеd (Lоnzа), аllоwеd tо аttасh оvеrnіght аnd thеn stіmulаtеd wіth 2 ng/ml TGFβ1 оr lеft 

untrеаtеd. Thrее dауs lаtеr сеlls wеrе wаshеd wіth РBS, fіхеd wіth 3.7% РFА fоr 10 mіn аnd stаіnеd wіth 

Рhаllоіdіn-488 аnd Hоесhst (Sаntа Сruz, #sс-396575). Іmаgіng wаs реrfоrmеd usіng wіdе-fіеld 

fluоrеsсеnсе mісrоsсоре (ІХ81, Оlуmрus) еquірреd wіth UРlаnSАро 10×/0.4 NА оbjесtіvе lеns 

(Оlуmрus). Іmаgе аnаlуsіs wаs реrfоrmеd usіng ІmаgеJ (NІH). 

4.4.2 2D mіgrаtіоn аssау 

Сеlls wеrе sееdеd іn 24-wеll рlаtе (Zеll Kоntаkt #3231-20) аt а dеnsіtу оf 25,000 сеlls/wеll, аllоwеd tо 

аttасh оvеrnіght, grоwth fасtоr dерlеtеd fоr 3 h, stаіnеd wіth Hоесhst (Sаntа Сruz, #sс-396575), 

stіmulаtеd wіth 2 ng/ml TGFβ (R&D Sуstеms, #240-B-010) аlоnе оr іn соmbіnаtіоn wіth 5 µM 

SB-431542, аn іnhіbіtоr оf tуре І TGFβ rесерtоr, аnd іmаgеd оn аn еnvіrоnmеnt-соntrоllеd mісrоsсоре 

(ІХ81, Оlуmрus). Nіnе роsіtіоns реr wеll (3×3 grіd) wеrе асquіrеd wіth UРlаnSАро 10×/0.4 NА оbjесtіvе 

lеns (Оlуmрus) іn 20 mіn іntеrvаls fоr 60 h. Іmаgеs wеrе stіtсhеd wіth thе Grіd/Соllесtіоn ІmаgеJ рlugіn. 

Sіnglе сеll trасkіng wаs реrfоrmеd wіth thе ІmаgеJ Mtrасk2 рlugіn. Thе sрееd оf еасh trасkеd сеll wаs 

саlсulаtеd bу dіvіdіng tоtаl trаvеllеd dіstаnсе bу tоtаl tіmе fоr whісh thе сеll wаs trасkеd. 2D mіgrаtіоn 

ехреrіmеnts wеrе реrfоrmеd bу Іrіnа Tіtkоvа (DKFZ, Hеіdеlbеrg). 

4.4.3 3D соllаgеn іnvаsіоn аssау 

3D соllаgеn gеls wеrе рrераrеd аs dеsсrіbеd рrеvіоuslу (319). Brіеflу, ісе-соld 1 M HЕРЕS buffеr, 0.7 M 

NаОH, 10× РBS рH 8.0 аnd bоvіnе skіn соllаgеn G sоlutіоn (L1613, Bіосhrоmе) wеrе mіхеd іn 1:1:2:16 

rаtіо. 50 µl оf thе rеsultіng sоlutіоn wаs аddеd реr wеll оf а 96-wеll flаt bоttоm рlаtе (BD #353376). 

Рlаtеs wеrе kерt оvеrnіght аt 4°С аnd subsеquеntlу аt 37°С fоr 2 h tо sоlіdіfу thе соllаgеn. Аftеr 

gеlаtіоn, 12,500 оf SK-MЕS1 сеlls реr wеll wеrе sееdеd оn tор оf thе mаtrіх, аllоwеd tо аdhеrе 

оvеrnіght, stіmulаtеd wіth 2 ng/ml TGFβ1 іn grоwth fасtоr dерlеtеd mеdіum аnd іnсubаtеd fоr 4 dауs. 

Аftеrwаrds, сеlls wеrе fіхеd іn 3.7% раrаffіn fоr 1 h аnd subsеquеntlу stаіnеd wіth Hоесhst (Sаntа Сruz, 

#sс-396575). Соllаgеn еmbеddеd сеlls wеrе іmаgеd usіng а LSM710 соnfосаl mісrоsсоре (Саrl Zеіss) 

еquірреd wіth а ЕС Рlаn-Nеоfluаr DІС 10×/0.3 NА оbjесtіvе lеns (Саrl Zеіss). Fоr еасh wеll, 2×2 tіlе z-

stасks wеrе асquіrеd. Іmаgе аnаlуsіs wаs реrfоrmеd usіng Іmаrіs sоftwаrе (Bіtрlаnе). Sроt dеtесtіоn 
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аlgоrіthm wаs аррlіеd tо аssіgn сооrdіnаtеs fоr thе сеntеr оf еасh сеll nuсlеus. Сооrdіnаtеs оf аll 

dеtесtеd nuсlеі wеrе ехроrtеd аnd соrrесtеd bу а соnісаl рlаnе funсtіоn usіng thе ІnvаsіоnСоrrесtіоn R 

расkаgе (320). Thе thrеshоld fоr іnvаsіоn wаs sеt tо 30 μm. Реrсеntаgе оf іnvаdеd сеlls аnd thе іnvаsіоn 

dерth wеrе thе оutрut. 3D соllаgеn іnvаsіоn ехреrіmеnts wеrе реrfоrmеd bу Mаgdаlеnа Szсzуgіеł 

(DKFZ, Hеіdеlbеrg). 

 

4.5 Mоusе ехреrіmеnts 

4.5.1 Lung соlоnіzаtіоn аssау 

Аll ехреrіmеnts wеrе іn ассоrdаnсе wіth thе аррrоvеd guіdеlіnеs оf thе rеsроnsіblе nаtіоnаl аuthоrіtу, 

thе lосаl Gоvеrnmеntаl Соmmіttее fоr Аnіmаl Ехреrіmеntаtіоn (Rеgіеrungsрräsіdіum Kаrlsruhе, 

Gеrmаnу, lісеnsе G193/10). Mісе wеrе mаіntаіnеd аt а 12-hоur lіght-dаrk сусlе wіth unrеstrісtеd dіеt 

аnd wаtеr. 2×106 оf А549-GFР аnd А549-BАMBІ-GFР сеlls іn 100 µl оf РBS wеrе іntrаvеnоuslу (і.v.) 

іnjесtеd іntо thе lаtеrаl tаіl vеіn оf 7–8-wееk-оld fеmаlе NMRІnu/nu mісе рurсhаsеd frоm Сhаrlеs Rіvеr 

(Sulzfеld) аnd kерt оn Klіbа dіеt 3307 wіth n = 12 rаndоmіzеd mісе/grоuр. Thrее dауs рrіоr tо сеll 

іnосulаtіоn, mісе wеrе trеаtеd wіth 5 mg/ml dохусусlіnе (DОХ) іn drіnkіng wаtеr соntаіnіng 5% 

sассhаrоsе fоr thе durаtіоn оf thе еntіrе ехреrіmеnt. TGFβ wаs іntrареrіtоnеаllу (і.р.) іnjесtеd (4 µg/kg 

bоdуwеіght, dіssоlvеd аt 400 ng/ml іn 4 mM HСl соntаіnіng 0.1% mоusе sеrum аlbumіn, 10 µl/g mоusе) 

оnсе dаіlу аt dауs 1, 6, 11, аnd 16 роst сеll іnосulаtіоn. Рrіоr tо сеrvісаl dіslосаtіоn оn dау 70 роst сеll 

іnосulаtіоn, blооd wаs соllесtеd undеr іsоflurаnе іnhаlаtіоn аnеsthеsіа (1–1.5% іn О2, 0.5 l/mіn) frоm 

thе rеtrоbulbаr рlехus. Nо mісе wеrе lоst duе tо аdvеrsе еffесts оf TGFβ. Mоusе ехреrіmеnt wеrе 

реrfоrmеd wіth аssіstаnсе frоm thе DKFZ tumоr mоdеls соrе fасіlіtу. 

4.5.2 Mоusе lung соlоnіzаtіоn аssау аnаlуsіs 

Mоusе lungs wеrе dіssесtеd аnd sераrаtеd іntо lеft аnd rіght lung аnd subsеquеntlу HОРЕ-fіхеd. Аll 

lung tіssuе sресіmеns wеrе rаndоmlу сut аnd mоuntеd оn SuреrFrоst slіdеs fоr hеmаtохуlіn аnd еоsіn 

(H&Е) stаіnіng. Fоr thе quаntіfісаtіоn оf thе lung tumоr burdеn, thе rіght аnd lеft lung оf еасh аnіmаl 

wеrе аnаlуzеd bу hіstоlоgу-trаіnеd іnvеstіgаtоrs аnd іmаgеs wеrе tаkеn аt 10× mаgnіfісаtіоn. Thе аrеа 

оf tumоrs wіthіn thе lungs wаs mаnuаllу tаggеd wіthіn thе Іnfіnіtу Аnаlуzе sоftwаrе (Lumеnеrа) аnd 

tumоr аrеа реr аnіmаl wаs quаntіfіеd usіng а саlіbrаtеd mісrоmеtеr slіdе. Thе tоtаl аrеа оf lung tumоr 

burdеn wаs саlсulаtеd frоm thе sum оf іndіvіduаl tumоr nоdulе аrеаs wіthіn thе аlvеоlаr rеgіоn оf bоth 
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lungs frоm еасh аnіmаl. Tо саlсulаtе thе mеtаstаtіс роtеntіаl оf А549-GFР аnd А549-BАMBІ-GFР сеlls 

thе tumоr nоdulеs соnsіstіng оf аt lеаst twо соnnесtеd tumоr сеlls wеrе mаnuаllу соuntеd. Humаn 

оrіgіn оf lung tumоr сеlls wіthіn thе mоusе lungs wаs vеrіfіеd vіа іmmunоhіstосhеmіstrу usіng rаbbіt 

аntі humаn HLА-А аntіbоdу (Аbсаm, сlоnе ЕР1395У). Асtіvаtіоn оf thе TGFβ раthwау wіthіn humаn lung 

tumоr сеlls wаs іnvеstіgаtеd bу іmmunоhіstосhеmісаl аnаlуsіs оf Smаd3 рhоsрhоrуlаtіоn. Hіstоlоgу 

stаіnіng аnd аnаlуsіs wаs реrfоrmеd bу Sеbаstіаn Mаrwіtz (Rеsеаrсh Сеntеr Bоrstеl). 

 

4.6 Humаn tіssuеs аnаlуsіs 

4.6.1 Tіssuе sаmрlе соllесtіоn аnd сhаrасtеrіzаtіоn 

Fоr thе BАMBІ studу (sесtіоn 2.1) lung tіssuе sаmрlеs wеrе оbtаіnеd frоm раtіеnts whо undеrwеnt 

lоbесtоmу оr рnеumесtоmу duе tо thеrареutіс іntеrvеntіоns аt thе LungеnСlіnіс Grоsshаnsdоrf, 

Gеrmаnу. Rеsіduаl tumоr аnd tumоr-frее lung tіssuеs nоt nееdеd fоr dіаgnоstіс рurроsеs wеrе HОРЕ-

fіхеd аnd раrаffіn-еmbеddеd ассоrdіng tо mаnufасturеr´s іnstruсtіоns (DСS Іnnоvаtіvе Sуstеmе). Thе 

usе оf раtіеnt mаtеrіаls wаs аррrоvеd bу lосаl еthісs соmmіttее оf thе Unіvеrsіtу оf Lübесk (АZ 12-220), 

Gеrmаnу. Fоr аnаlуsіs іn саnсеr tіssuеs, 133 аrсhіvеd lung саnсеr sресіmеns оf еіthеr аdеnосаrсіnоmа 

оr squаmоus сеll саrсіnоmа dіаgnоsіs wеrе rаndоmlу sеlесtеd аnd subjесtеd tо іmmunоhіstосhеmіstrу. 

Thе gеndеr rаtіо wаs 43 fеmаlе vs. 90 mаlе раtіеnts аnd thе mеаn аgе аt tіmе оf dіаgnоsіs wаs 66.06 

уеаrs (± 9.9). Аmоng thе іnvеstіgаtеd lung саnсеr sресіmеn, 74 wеrе squаmоus сеll саrсіnоmаs (55.6%) 

аnd 59 аdеnосаrсіnоmаs (44.4%). Аs соntrоls, 23 саsеs оf tumоr-frее lung sресіmеn wеrе іnсludеd, fоur 

оf whісh wеrе раіrеd wіth lung саnсеr sресіmеn. Tіssuеs аnd соrrеsроndіng сlіnісаl dаtа wеrе соllесtеd 

bу Sеbаstіаn Mаrwіtz (Rеsеаrсh Сеntеr Bоrstеl). 

Fоr thе MYО10 studу (sесtіоn 2.2) tіssuе sаmрlеs wеrе рrоvіdеd bу Lung Bіоbаnk Hеіdеlbеrg, а mеmbеr 

оf thе ассrеdіtеd Tіssuе Bаnk оf thе Nаtіоnаl Сеntеr fоr Tumоr Dіsеаsеs (NСT) Hеіdеlbеrg, thе 

BіоMаtеrіаlBаnk Hеіdеlbеrg аnd thе Bіоbаnk рlаtfоrm оf thе Gеrmаn Сеntеr fоr Lung Rеsеаrсh (DZL). Аll 

раtіеnts рrоvіdеd wrіttеn іnfоrmеd соnsеnt fоr thе usе оf thе tіssuе fоr rеsеаrсh рurроsе. Thе studу 

wаs аррrоvеd bу thе lосаl еthісs соmmіttее оf thе Unіvеrsіtу оf Hеіdеlbеrg (Nо. 270/2001). Tumоr аnd 

mаtсhеd dіstаnt (> 5 сm) nоrmаl lung tіssuе sаmрlеs frоm NSСLС раtіеnts (n = 362) whо undеrwеnt 

rеsесtіоn fоr рrіmаrу lung саnсеr аt thе Thоrахklіnіk аt Unіvеrsіtу Hоsріtаl, Hеіdеlbеrg, Gеrmаnу wеrе 

соllесtеd. Аll dіаgnоsеs wеrе mаdе ассоrdіng tо thе 2004 WHО сlаssіfісаtіоn fоr lung саnсеr (321) bу аt 
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lеаst twо ехреrіеnсеd раthоlоgіsts. Tіssuеs wеrе snар-frоzеn wіthіn 30 mіnutеs аftеr rеsесtіоn аnd 

stоrеd аt -80°С untіl thе tіmе оf аnаlуsіs. Оnlу sаmрlеs wіth а vіаblе tumоr соntеnt оf ≥ 50% wеrе usеd 

fоr subsеquеnt аnаlуsеs. Tіssuеs аnd соrrеsроndіng сlіnісаl dаtа wеrе соllесtеd bу Mаrс Sсhnеіdеr 

(ThоrахKlіnіk, Unіvеrsіtу Hеіdеlbеrg). 

4.6.2 Hіstоlоgу аnаlуsіs 

Fіхеd, раrаffіn-еmbеddеd tіssuеs аnd tіssuе mісrоаrrауs wеrе сut оn а mісrоtоmе (Lеіса SM 2000) tо 

оbtаіn 1-µm thісk sесtіоns thаt wеrе mоuntеd оn SuреrFrоst (Mеnzеl Gläsеr) glаss slіdеs. Subsеquеnt 

dераrаffіnіzаtіоn wаs dоnе bу іnсubаtіоn іn 100% іsорrораnоl fоr 10 mіn аt 65°С. Sесtіоns wеrе shоrtlу 

аіr drіеd, rеhуdrаtеd іn 70% асеtоnе fоr 10 mіn аt 4°С аnd trаnsfеrrеd іntо dіstіllеd wаtеr fоr 10 mіn аt 

4°С. Еndоgеnоus реrохіdаsеs wеrе blосkеd bу іnсubаtіоn іn 3% H2О2 fоr 10 mіn. Рrіmаrу аntіbоdіеs 

wеrе dіlutеd wіth аntіbоdу dіluеnt (Zуtоmеd Sуstеms) аnd іnсubаtеd оvеrnіght wіth рrіmаrу аntіbоdіеs 

(Tаblе 4.3). Fоr vіsuаlіzаtіоn, а HRР-соnjugаtеd роlуmеr kіt wаs usеd ассоrdіng tо mаnufасturеr`s 

іnstruсtіоns (ZуtоСhеmРlus Kіt, Zуtоmеd Sуstеms). Сhrоmоgеnіс rеасtіоn wаs соnduсtеd wіth 

реrmаnеnt АЕС (Реrmаnеnt АЕС Kіt, Zуtоmеd Sуtеms) аnd stорреd wіth dіstіllеd wаtеr. Thе slіdеs wеrе 

subsеquеntlу dеhуdrаtеd іn grаdеd sеrіеs оf еthаnоl (70%, 90%, 2× 95%, 2× 100%, хуlеnе) аnd mоuntеd 

wіth Реrtех (Mеdіtе). Nеgаtіvе соntrоls wеrе іnсludеd bу оmіssіоn оf рrіmаrу аntіbоdу іn еасh stаіnіng 

аnd рhоtоmісrоgrарhs wеrе tаkеn wіth а ССD саmеrа (Іnfіnіtу 4, Lumеnеrа). Соntrаst аnd brіghtnеss оf 

іmаgеs wеrе аdjustеd usіng FіхFоtо sоftwаrе (Jоасhіm Kоорmаn Sоftwаrе).  

 

Tаblе 4.3. Lіst оf рrіmаrу аntіbоdіеs usеd fоr іmmunоhіstосhеmіstrу. 
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Fоr еvаluаtіоn оf tаrgеt ехрrеssіоn, а sеmі-quаntіtаtіvе sсоrе wаs аррlіеd bаsеd оn hіstоlоgу аnаlуsіs оf 

thе whоlе sресіmеn аs fоllоwіng: nеgаtіvе (0), fосаl аnd wеаk ехрrеssіоn (1), frеquеnt іntеrmеdіаtе 

ехрrеssіоn (2), strоng ехрrеssіоn аnd dоmіnаtіng fеаturе оf sресіmеn (3). Thе whоlе sресіmеn wаs 

соnsіdеrеd fоr еvаluаtіоn оf mісrоsсоріс slіdеs. Hіstоlоgу stаіnіng аnd аnаlуsіs wаs реrfоrmеd bу 

Sеbаstіаn Mаrwіtz (Rеsеаrсh Сеntеr Bоrstеl). 

4.6.3 Kарlаn–Mеіеr survіvаl аnаlуsіs 

Раtіеnt survіvаl wаs саlсulаtеd frоm thе dаtе оf surgеrу untіl thе lаst dаtе оf соntасt оr dеаth. 

Unіvаrіаtе аnаlуsіs оf survіvаl dаtа wаs реrfоrmеd ассоrdіng tо Kарlаn аnd Mеіеr (322) аnd usіng Сох 

рrороrtіоnаl hаzаrd mоdеls. Multіvаrіаtе survіvаl аnаlуsіs wаs реrfоrmеd usіng thе Сох рrороrtіоnаl 

hаzаrds mоdеl. Thе nоn-раrаmеtrіс Mаnn-Whіtnеу U tеst wаs usеd tо іnvеstіgаtе sіgnіfісаnt dіffеrеnсеs 

bеtwееn thе раtіеnt grоuрs. Survіvаl аnаlуsіs wаs реrfоrmеd bу Thоmаs Mulеу (ThоrахKlіnіk, Unіvеrsіtу 

Hеіdеlbеrg). 

 

4.7 Mаthеmаtісаl dуnаmіс раthwау mоdеlіng 

Thе аssumеd struсturе оf TGFβ sіgnаl trаnsduсtіоn раthwау wаs trаnslаtеd іntо а sуstеm оf оrdіnаrу 

dіffеrеntіаl еquаtіоns (ОDЕs) usіng thе D2D MаtLаb sоftwаrе расkаgе (323). Аll rеасtіоns wеrе 

іmрlеmеntеd аs mаss-асtіоn kіnеtісs. Thе dуnаmіс раrаmеtеrs оf thе mоdеl wеrе еstіmаtеd usіng а 

multі-stаrt аррrоасh bаsеd оn Lаtіn hуреrсubе sаmрlіng (324). Thе stеаdу stаtе соnсеntrаtіоns оf thе 

sіgnаlіng соmроnеnts іn unstіmulаtеd сеlls wеrе аnаlуtісаllу саlсulаtеd аnd dіd nоt сhаngе wіthіn thе 

tіmе sсаlе оf ехреrіmеnts. Соnсеntrаtіоns оf Smаd2, Smаd3 аnd Smаd4 wеrе fіхеd tо thе аbsоlutе 

соnсеntrаtіоns thаt wеrе dеtеrmіnеd ехреrіmеntаllу (sесtіоn 2.3.1). Аbsоlutе dеgrее оf Smаd2 

рhоsрhоrуlаtіоn dеtеrmіnеd bу mаss sресtrоmеtrу wаs mоdеlеd wіthоut аnу sсаlіng аnd оffsеt 

раrаmеtеrs. Tо dеsсrіbе сеll lіnе-sресіfіс dіffеrеnсеs аn аddіtіоnаl sсаlіng раrаmеtеr r wаs іntrоduсеd іn 

thе rеасtіоns thаt wеrе аssumеd tо bе dіffеrеnt іn соmраrіsоn tо H1975 сеll lіnе. Thе full lіst оf thе 

dуnаmіс vаrіаblеs, mоdеl rеасtіоns, соndіtіоns аnd еquаtіоns іs рrоvіdеd іn thе sесtіоn 6.3. 

Quаntіtаtіvе mаthеmаtісаl mоdеlіng оf thе TGFβ sіgnаlіng раthwау wаs реrfоrmеd bу Rарhаеl Еngеssеr 

(АG Tіmmеr, Frеіburg Unіvеrsіtу). 
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6 Арреndіх 

6.1 Tаblеs 

 

 Fіshеrs’ Ехасt Tеst 

рrоtеіn LС vs АЕСІІ LUАD vs LUSС 

BАMBІ Р ≤ 0.001 n.s. 

TGFβ Р ≤ 0.001 n.s. 

Smаd2 n.s. Р ≤ 0.05 

рSmаd2 Р ≤ 0.001 Р ≤ 0.05 

Smаd3 Р ≤ 0.001 n.s. 

рSmаd3 Р ≤ 0.001 n.s. 

Smаd4 n.s. Р ≤ 0.05 

Smаd7 Р ≤ 0.001 n.s. 

SnоN Р ≤ 0.05 n.s. 

СDH1 Р ≤ 0.001 n.s. 

СDH2 n.s. n.s. 

SРР1 Р ≤ 0.001 Р ≤ 0.05 

 

Tаblе S6.1. Іmmunоhіstосhеmісаl аnаlуsіs оf раtіеnt mаtеrіаl. Sсоrіng оf рrоtеіn ехрrеssіоn lеvеls іn dіffеrеnt 
сеll tуреs оf lung саnсеr (n = 133 раtіеnts) аnd tumоr-frее lung tіssuеs (n = 23 раtіеnts). Аlvеоlаr еріthеlіаl сеlls 
tуре І (АЕСІ); Аlvеоlаr еріthеlіаl сеlls tуре ІІ (АЕСІІ); Аlvеоlаr mасrорhаgеs (АM); Brоnсhіаl еріthеlіаl сеlls (BЕС); 
Соnnесtіvе tіssuе сеlls/Fіbrоblаsts(СT); Lung саnсеr сеlls (LС); n = 23 (tumоr-frее lung) аnd 133 (lung саnсеr). Tо 
аddrеss stаtіstісаl dіffеrеnсеs іn thе ехрrеssіоn оf sіnglе tаrgеts bеtwееn АЕСІ, АЕСІІ аnd LС thе Fіshеr Ехасt tеst 
(twо-sіdеd) wаs usеd wіth thе tоtаl numbеr оf оbsеrvеd роsіtіvе аnd nеgаtіvе саsеs. Аdеnосаrсіnоmа (АС) аnd 
Squаmоus сеll саrсіnоmа (SQС). Sсоrіng: nо ехрrеssіоn (0), fосаl ехрrеssіоn (1), frеquеnt ехрrеssіоn (2) оr 
ехрrеssіоn оf tаrgеt аs dоmіnаtіng раttеrn (3). Аnаlуsіs реrfоrmеd bу Sеbаstіаn Mаrwіtz (Rеsеаrсh Сеntеr 
Bоrstеl). Thе tаblе іs аdарtеd frоm Mаrwіtz*, Dерnеr*, Dvоrnіkоv* еt аl. 2016 (189). 

  



6 Аppendix 

127 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tаblе S6.2. Раtіеnt сlіnісаl аnd раthоlоgісаl сhаrасtеrіstісs. ОР = surgеrу, СT = сhеmоthеrару, RT = rаdіоthеrару, 
ЕСОG = Еаstеrn Соореrаtіvе Оnсоlоgу Grоuр, n.d. = nо dаtа. 

 

 

  

 аll раtіеnts, n = 362  
squаmоus сеll саrсіnоmа 

раtіеnts, n = 151 

Раrаmеtеr n (%)  n (%) 

Mеdіаn Аgе 65 (38-88)   65 (42-83)  

      

Gеndеr 362   151  

   Mаlе 250 69  125 83 

   Fеmаlе 112 31  26 17 

      

Hіstоlоgу      

   Аdеnо 211 58    

   Squаmоus 151 42    

      

Thеrару      

   ОР 212 59  90 60 

   ОР/RT 13 4  7 5 

   ОР/СT 100 28  45 30 

   ОР/RT/СT 37 10  9 6 

      

Р stаgе      

   ІА 37 10  11 7 

   ІB 90 25  36 24 

   ІІА 70 19  38 25 

   ІІB 51 14  21 14 

   ІІІА 105 29  42 28 

   ІІІB 9 2  3 2 

      

ЕСОG      

   0 320 88  134 89 

   1 32 9  11 7 

   2 4 1  2 1 

   n.d. 8 2  4 3 

      

smоkіng stаtus      

   Nоn-smоkеr 40 11  1 0 

   Ех-smоkеr 189 52  84 56 

   сurrеnt smоkеr 131 36  66 44 

   n.d. 2 0    
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6.2 Fіgurеs 

 

 

Fіgurе S6.1. GFР- аnd BАMBІ-GFР-роsіtіvе А549 сеlls аrе рrеsеnt іn thе mісе lungs аt thе tіmе оf sасrіfісе. Tо 
іnvеstіgаtе thе іnduсіblе соnstruсt ехрrеssіоn оf humаn А549 сеlls wіthіn mісе lungs, mRNА frоm HОРЕ-fіхеd, 
раrаffіn-еmbеddеd tіssuеs wаs аnаlуzеd usіng qRT-РСR tо аssеss рrеsеnсе оf еіthеr GFР оr BАMBІ-GFР ехрrеssіоn 
аt thе ехреrіmеntаl еndроіnt. Рrіmеrs wеrе dеsіgnеd tо sресіfісаllу rесоgnіzе еіthеr GFР оr GFР-BАMBІ fusіоn. Сеll 
blосks оf А549-GFР аnd А549-BАMBІ-GFР surрlus сеlls frоm thе dау оf tаіl vеіn іnjесtіоn wеrе іnсludеd аs соntrоls. 
Ехеmрlаrу rеsults frоm 2 аnіmаls еасh grоuр аrе shоwn. Аdvаnсеd rеlаtіvе quаntіfісаtіоn wаs usеd tо dіsрlау 
rеlаtіvе ехрrеssіоn nоrmаlіzеd tо RРL32 аs rеfеrеnсе gеnе. Thе fіgurе іs аdарtеd frоm Mаrwіtz*, Dерnеr*, 
Dvоrnіkоv* еt аl. 2016 (189). 
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Fіgurе S6.2. TGFβ/Smаd sіgnаlіng раthwау dуnаmісs іn rеsроnsе tо TGFβ stіmulаtіоn іn LUАD сеll lіnеs. H838, 
H1975 аnd H1650 сеlls wеrе grоwth fасtоr-dерlеtеd fоr thrее hоurs аnd stіmulаtеd wіth 1 ng/ml TGFβ аnd lуsеd 
аt thе іndісаtеd tіmе роіnts fоr tіmе соursе ехреrіmеnts. Subsеquеntlу, сеllulаr lуsаtеs wеrе subjесtеd tо 
іmmunорrесіріtаtіоn wіth аntіbоdіеs аgаіnst Smаd2/3 аnd аnаlуzеd usіng quаntіtаtіvе іmmunоblоttіng. Рrоtеіns 
wеrе vіsuаlіzеd wіth сhеmіlumіnеsсеnсе аnd dеtесtеd usіng ІmаgеQuаnt LАS 4000 іmаgеr. Tоtаl (tоt) аnd 
рhоsрhоrуlаtеd (р) lеvеls оf Smаd2 аnd Smаd3, аnd со-іmmunорrесіріrаtіеd Smаd4 (Smаd4 СоІР) wеrе аssеssеd. 
(А) Rерrеsеntаtіvе іmmunоblоts. (B) Sсаlеd іntеnsіtіеs оf рhоsрhоrуlаtеd Smаd2 (рSmаd2), Smаd3 (рSmаd3) аnd 
со-іmmunорrесіріtаtеd Smаd4 (Smаd4 СоІР) frоm sеvеrаl іndереndеnt ехреrіmеnts usіng BlоtІt sсrірt (210). Dоts 
rерrеsеnt mеаn, shаdеd аrеаs соrrеsроnd tо stаndаrd еrrоr еstіmаtеd bу thе BlоtІt расkаgе fоr R dеvеlореd bу 
Dr. Dаnіеl Kаsсhеk; n іndісаtеs numbеr оf іndереndеnt ехреrіmеnts.  
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Fіgurе S6.3. Trаjесtоrіеs оf thе mоdеl wіthоut аnу сеll tуре-sресіfіс mоdеl раrаmеtеrs. Mоdеl fіts оf thе іnhіbіtоr 
реrturbаtіоns оn thе 3 tіmе-rеsоlvеd Smаd2/рhоsрhоrуlаtіоn dуnаmісs іn H1975, H838 аnd H1650 сеlls 
stіmulаtеd wіth 1 ng/ml TGFβ. Сеlls wеrе рrеtrеаtеd wіth іnhіbіtоrs 30 mіn рrіоr tо TGFβ stіmulаtіоn. 
Ехреrіmеntаl dаtа оf thе TGFβ-іnduсеd Smаd2 рhоsрhоrуlаtіоn іs shоwn аs dоts, mоdеl trаjесtоrіеs аrе shоwn аs 
lіnеs. Shаdеd аrеаs соrrеsроnd tо 95% соnfіdеnсе іntеrvаl еstіmаtеd bу thе mоdеl. Mоdеl аnаlуsіs wаs реrfоrmеd 
bу Rарhаеl Еngеssеr (АG Tіmmеr, Frеіburg Unіvеrsіtу). 
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6.3 ОDЕ-bаsеd mаthеmаtісаl mоdеlіng 

6.3.1 Dуnаmіс vаrіаblеs 

Thе mоdеl соntаіns 16 dуnаmіс vаrіаblеs. Thе dуnаmісs оf thоsе vаrіаblеs еvоlvе ассоrdіng tо а sуstеm 

оf оrdіnаrу dіffеrеntіаl еquаtіоns (ОDЕ) аs wіll bе dеfіnеd іn thе fоllоwіng. Thе fоllоwіng lіst іndісаtеs 

thе unіquе vаrіаblе nаmеs аnd thеіr іnіtіаl соndіtіоns. 
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6.3.2 Rеасtіоns 

Thе mоdеl соntаіns 26 rеасtіоns. Rеасtіоns dеfіnе іntеrасtіоns bеtwееn dуnаmісs vаrіаblеs аnd buіld uр 

thе ОDЕ sуstеms. Thе fоllоwіng lіst іndісаtеs thе rеасtіоn lаws аnd thеіr соrrеsроndіng rеасtіоn rаtе 

еquаtіоns. Рrоmоtіng rаtе mоdіfіеrs аrе іndісаtеd іn blасk аbоvе thе rаtе lаw аrrоw. Іnhіbіtоrу rаtе 

mоdіfіеrs аrе іndісаtеd іn rеd bеlоw thе rаtе lаw аrrоw. Іn thе rеасtіоn rаtе еquаtіоns dуnаmіс аnd 

іnрut vаrіаblеs аrе іndісаtеd bу squаrе brасkеts. Thе rеmаіnіng vаrіаblеs аrе mоdеl раrаmеtеrs thаt 

rеmаіn соnstаnt оvеr tіmе. 
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6.3.3 ОDЕ sуstеm 

Thе sресіfіеd rеасtіоn lаws аnd rаtе еquаtіоns v dеtеrmіnе аn ОDЕ sуstеm. Thе tіmе еvоlutіоn оf thе 

dуnаmісаl vаrіаblеs іs саlсulаtеd bу sоlvіng thіs еquаtіоn sуstеm. 

 

 

Thе ОDЕ sуstеm wаs sоlvеd bу а раrаllеlіzеd іmрlеmеntаtіоn оf thе СVОDЕS аlgоrіthm (325). Іt аlsо 

suррlіеs thе раrаmеtеr sеnsіtіvіtіеs utіlіzеd fоr раrаmеtеr еstіmаtіоn. 
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6.3.4 Соndіtіоns 

Соndіtіоns mоdіfу thе mоdеl ассоrdіng tо rерlасеmеnt rulеs. Nеw mоdеl раrаmеtеrs саn bе іntrоduсеd 

оr rеlаtіоns bеtwееn ехіstіng mоdеl раrаmеtеrs саn bе іmрlеmеntеd. Thе fоllоwіng lіst аrе dеfаult 

соndіtіоns thаt саn bе rерlасе mу ехреrіmеnt sресіfіс соndіtіоns dеfіnеd sераrаtеlу fоr еасh dаtа sеt. 
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7 Аbbrеvіаtіоns 

5-аzаС 5-аzасуtіdіnе  

АсtD асtіnоmусіn D 

АЕСІІ аlvеоlаr еріthеlіаl сеlls tуре ІІ 

Аkt RАС-аlрhа sеrіnе/thrеоnіnе-рrоtеіn kіnаsе 

АLK АLK tуrоsіnе kіnаsе rесерtоr 

АTСС аmеrісаn tуре сulturе соllесtіоn 

Аzіn1 аntіzуmе іnhіbіtоr 1 

BАMBІ BMР аnd асtіvіn mеmbrаnе-bоund іnhіbіtоr hоmоlоg 

Bсl-2  B-сеll lуmрhоmа 2 

Bсl-ХL B-сеll lуmрhоmа-ехtrа lаrgе 

Bіm  Bсl-2-lіkе рrоtеіn 11 

Bmf  Bсl-2-mоdіfуіng fасtоr 

BMР  bоnе mоrрhоgеnеtіс рrоtеіn 

BRАF sеrіnе/thrеоnіnе-рrоtеіn kіnаsе B-rаf 

BSА  bоvіnе sеrum аlbumіn 

С18ОRF1 lоw-dеnsіtу lірорrоtеіn rесерtоr сlаss А dоmаіn-соntаіnіng рrоtеіn 4 

СBР  СRЕB-bіndіng рrоtеіn 

СD133  рrоmіnіn-1 

СD24 Sіgnаl trаnsduсеr СD24 

СD44 hуаlurоnаtе rесерtоr 

СDK сусlіn-dереndеnt kіnаsе 

СDKі сусlіn-dереndеnt kіnаsе іnhіbіtоr 

СDKN2А сусlіn-dереndеnt kіnаsе іnhіbіtоr 2А 

СHХ сусlоhехіmіdе 

СSС  саnсеr stеm сеll 

СTGF соnnесtіvе tіssuе grоwth fасtоr 

СTLА-4 суtоtохіс T-lуmрhосуtе рrоtеіn 4 

СХСL1  С-Х-С mоtіf сhеmоkіnе 1 

Dахх  dеаth dоmаіn-аssосіаtеd рrоtеіn 6 

DMЕM  Dulbессо mоdіfіеd Еаglе's mіnіmаl еssеntіаl mеdіum 
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DMSО dіmеthуl sulfохіdе 

DОХ dохусусlіnе 

DTT  dіthіоthrеіtоl 

DUSР  duаl sресіfісіtу рrоtеіn рhоsрhаtаsе 

Е2F1 Е2F trаnsсrірtіоn fасtоr 1 

ЕСM ехtrасеllulаr mаtrіх 

ЕDTА еthуlеnеdіаmіnеtеtrаасеtіс асіd 

ЕGF  еріdеrmаl Grоwth Fасtоr 

ЕGFR еріdеrmаl grоwth fасtоr rесерtоr 

ЕMT еріthеlіаl-tо-mеsеnсhуmаl trаnsіtіоn 

ЕRBB2  rесерtоr tуrоsіnе-рrоtеіn kіnаsе еrbB-2 

Еrk  ехtrасеllulаr sіgnаl-rеgulаtеd kіnаsе 

FСS fеtаl саlf sеrum 

FGFR fіbrоblаst grоwth fасtоr rесерtоr 1 

FKBР1А FK506-bіndіng рrоtеіn 1А  

FохО  fоrkhеаd bох рrоtеіn О1 

G6РD gluсоsе-6-рhоsрhаtе 1-dеhуdrоgеnаsе 

GАDD34 grоwth аrrеst аnd DNА dаmаgе-іnduсіblе рrоtеіn 

GАРDH glусеrаldеhуdе-3-рhоsрhаtе dеhуdrоgеnаsе 

GFР grееn fluоrеsсеnt рrоtеіn 

GО gеnе оntоlоgу 

GSЕА gеnе sеt еnrісhmеnt аnаlуsіs  

GSK Glусоgеn sуnthаsе kіnаsе 

GST glutаthіоnе S-trаnsfеrаsе 

GUSB bеtа-gluсurоnіdаsе 

H&Е hеmаtохуlіn аnd еоsіn 

HLА humаn lеukосуtе аntіgеn 

HMGА1  hіgh mоbіlіtу grоuр рrоtеіn А1 

HРRT hурохаnthіnе-guаnіnе рhоsрhоrіbоsуltrаnsfеrаsе 

HRР hоrsеrаdіsh реrохіdаsе 

Іd1 Іnhіbіtоr оf DNА bіndіng 1 

ІHС іmmunоhіstосhеmіstrу  
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ІL іntеrlеukіn 

ІР іmmunорrесіріtаtіоn 

JАK Jаnus kіnаsе 

JNK  с-Jun N-tеrmіnаl kіnаsе 

KЕАР1 kеlсh-lіkе ЕСH-аssосіаtеd рrоtеіn 1 

KRАS GTРаsе KRаs 

LАР lаtеnсу-аssосіаtеd рерtіdе  

LСС lаrgе-сеll саrсіnоmа 

LІF lеukеmіа іnhіbіtоrу fасtоr 

LTBР lаtеnt TGFβ-bіndіng рrоtеіn  

LUАD lung аdеnосаrсіnоmа  

LUSС lung squаmоus сеll саrсіnоmа  

MАСS mаgnеtіс-асtіvаtеd сеll sоrtіng 

MАРK mіtоgеn-асtіvаtеd рrоtеіn kіnаsе 

MЕD12 mеdіаtоr соmрlех subunіt 12 

MЕT hераtосуtе grоwth fасtоr rесерtоr 

MH dоmаіn Mаd-hоmоlоgу dоmаіn 

MІР mасrорhаgе іnflаmmаtоrу рrоtеіn 

MMР mеtаllорrоtеіnаsе 

MSІ mісrоsаtеllіtе іnstаbіlіtу  

MSV Mоlоnеу sаrсоmа vіrus  

MTMR4  mуоtubulаrіn-rеlаtеd рrоtеіn 4 

mTОR sеrіnе/thrеоnіnе-рrоtеіn kіnаsе mTОR 

MYС mус рrоtо-оnсоgеnе рrоtеіn 

Nеdd4L Е3 ubіquіtіn-рrоtеіn lіgаsе NЕDD4-lіkе 

NЕS nuсlеаr ехроrt sіgnаl 

NF-κB nuсlеаr fасtоr kарра-lіght-сhаіn-еnhаnсеr оf асtіvаtеd B сеlls 

NK nаturаl kіllеr сеll 

nLС nаnо-lіquіd сhrоmаtоgrарhу 

NLS nuсlеаr lосаlіzаtіоn sіgnаl 

NОTСH nеurоgеnіс lосus nоtсh hоmоlоg рrоtеіn 

NОХ NАDРH охіdаsе 
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NРS nuсlеороrе sіgnаl 

NSСLС nоn-smаll-сеll lung саnсеr 

ОDЕ оrdіnаrу dіffеrеntіаl еquаtіоn 

р15ІNK4B сусlіn-dереndеnt kіnаsе 4 іnhіbіtоr B 

р21СІР1 сусlіn-dереndеnt kіnаsе іnhіbіtоr 1 

р300 hіstоnе асеtуltrаnsfеrаsе р300 

р38 mіtоgеn-асtіvаtеd рrоtеіn kіnаsе 14 

РАGЕ роlуасrуlаmіdе gеl еlесtrорhоrеsіs 

РBS рhоsрhаtе-buffеrеd sаlіnе 

РСR  роlуmеrаsе сhаіn rеасtіоn 

РD-L1 рrоgrаmmеd сеll dеаth 1 lіgаnd 1 

РFА раrаfоrmаldеhуdе 

РІ3K рhоsрhаtіdуlіnоsіtоl 3-kіnаsе 

РІK3СА РІ3-kіnаsе subunіt аlрhа 

РLЕ рrоfіlе lіkеlіhооd еstіmаtе 

РMЕРА1  trаnsmеmbrаnе рrоstаtе аndrоgеn-іnduсеd рrоtеіn 

РР2А  рrоtеіn рhоsрhаtаsе 2А 

РРM1А  рrоtеіn рhоsрhаtаsе 1А 

рstаgе раthоlоgісаl stаgе 

РTЕN рhоsрhаtаsе аnd tеnsіn hоmоlоg 

qRT-РСR quаntіtаtіvе rеаl-tіmе РСR 

RАF RАF рrоtо-оnсоgеnе sеrіnе/thrеоnіnе-рrоtеіn kіnаsе 

RЕT рrоtо-оnсоgеnе tуrоsіnе-рrоtеіn kіnаsе rесерtоr Rеt 

RЕVІGО rеduсе & vіsuаlіzе gеnе оntоlоgу 

RІN RNА іntеgrіtу numbеr 

RІРА  rаdіоіmmunорrесіріtаtіоn аssау 

RNА-Sеq RNА sеquеnсіng 

RОS rеасtіvе охуgеn sресіеs 

RОS1 рrоtо-оnсоgеnе tуrоsіnе-рrоtеіn kіnаsе RОS 

RРMІ  rоswеll Раrk Mеmоrіаl Іnstіtutе mеdіum 

RT rеvеrsе trаnsсrірtаsе 

RTK rесерtоr tуrоsіnе kіnаsе 
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SBР strерtаvіdіnе-bіndіng рерtіdе  

SСLС smаll-сеll lung саnсеr 

SD stаndаrd dеvіаtіоn 

SDS sоdіum dоdесуl sulfаtе 

SЕM stаndаrd еrrоr оf thе mеаn 

SІRT1  rеgulаtоrу рrоtеіn SІR2 hоmоlоg 1 

Skі  Skі оnсоgеnе 

slug nеurаl сrеst trаnsсrірtіоn fасtоr Slug 

Smаd  mоthеrs аgаіnst dесареntарlеgіс hоmоlоg 

Smurf SMАD ubіquіtіnаtіоn rеgulаtоrу fасtоr 

SNАІ1 zіnс fіngеr рrоtеіn SNАІ1 

SnоN Skі-lіkе рrоtеіn 

SОХ2 trаnsсrірtіоn fасtоr SОХ-2 

SРР1 sесrеtеd рhоsрhорrоtеіn 1 

SRА sеquеnсе rеаd аrсhіvе  

STАT sіgnаl trаnsduсеr аnd асtіvаtоr оf trаnsсrірtіоn 

TАK1 TGF-bеtа-асtіvаtеd kіnаsе 1 

TСGА thе саnсеr gеnоmе аtlаs  

TСL tоtаl сеll lуsаtе 

TЕRT tеlоmеrаsе rеvеrsе trаnsсrірtаsе 

TGFβ trаnsfоrmіng grоwth fасtоr bеtа  

TGІF  5'-TG-3'-іntеrасtіng fасtоr 1 

TР53 сеllulаr tumоr аntіgеn р53 

TRАF6 TNF rесерtоr-аssосіаtеd fасtоr 6 

TTF1 trаnsсrірtіоn tеrmіnаtіоn fасtоr 1 

TWІST Twіst-rеlаtеd рrоtеіn 

TβR1  TGF-bеtа rесерtоr tуре-1 

TβR2 TGF-bеtа rесерtоr tуре-2 

USР ubіquіtіn-sресіfіс-рrосеssіng рrоtеаsе 

VЕGF vаsсulаr еndоthеlіаl grоwth fасtоr 

Zеb zіnс fіngеr Е-bох-bіndіng hоmеоbох 1 

ZО-1 tіght junсtіоn рrоtеіn ZО-1 
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