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Bevezetés

Az eukaridta sejtek figyelemre méltéan Gsszetett
endoszomalis rendszerrel rendelkeznek, melyet szdmos
fehérje szabalyoz. Az egyik ilyen szabalyozasért felelds
fehérje csalad Sorting nexinek (SNX) néven ismert. Ennek
a csaladnak a tagjai egy konzervalt PX (phox-homology)
domént tartalmaznak, amely megkéti a foszfatidilinozitol -
fosztatokat. Az SNX fehérjecsaladnak kozel 50 tagja
ismert emberben, mig Drosophilaban mindossze tiz. Az
SNX fehérjéket kiilonbozd alosztalyokba csoportositjuk
az Oket alkotd6 specifikus domének alapjan, melyek
molekularis funkcidjukat is meghatarozzak. Az SNX-TM
fehérjek alcsoportja egyedi doménszerkezettel
rendelkezik, amely két N-termindlis transzmembran
régiobol ¢és az ezeket kovetd PXA-RGS-PX-PXC
doménekbdl all. Az SNX-TM fehérjék hibait kiillonbozd
emberi megbetegedésekkel hoztak kapcsolatba. Az
alaposan vizsgalt SNX14 fehérjét kodold génben torténd
mutacid kovetkezménye példaul a cerebellaris ataxia
szindromdk egyik tipusanak kialakuldsa. Drosophilaban
csak egyetlen Snx-TM fehérjét ismeriink, a Snazarust

(Snz), mely legkozelebbi human megfeleldje az SNX25.



Az SNX25 fehérjét, mint az autofag fluxus szabalyozdja
irtdak le human sejtekben, tovabba kapcsolatba hoztdk a
temporalis lebeny epilepszia kialakulasaval.
Drosophilaban az Snz molekuléris funkcidjat mindeddig
csak larvalis zsirtestsejtekben irtak le. Eszerint az Snz
részt vesz olyan membran érintkezési  helyek
1étrehozasaban a plazmamembran, az endoplazmatikus
retikulum és a lipideseppek (PM-ER-LD) k6z6tt, amelyek
lehetévé teszik a lipidek nem-vezikuldris transzportjat,
ezaltal befolydsolva a lipidmetabolizmust. Egy masik
tanulmany, az SNX25 fehérjéhez hasonléan, mint az
autofag fluxus szabalyozoja azonositotta az Snz-t
zsirsejtekben. Doktori munkdm soran az Snz fehérje
garland nefrocitdkban betoltott funkcidjat vizsgaltam.
Ezek a sejtek amellett, hogy kivalé podocita modellek, az
endoszomalis rendszer vizsgalatira is nagyszeriien

alkalmasak.
Célkitiizés
1. Az Snzlokaliz4cidjanak meghatarozasa kiilonb6z6

sejtalkotokhoz viszonyitva.

2. Esetleges kolcsonhat6 partnerek megismerése.



Az Snz lipidcseppekhez kothetd funkciojanak
vizsgalata garland nefrocitakban.

A lizoszomalis lebontas mitkodésének vizsgalata
tobb kiilonb6zé modszerrel snz funkciovesztéses
nefrocitakban.

Az  endoszomalis rendszer  dinamikdjanak
vizsgalata videomikroszkopiaval.

Statisztikai analizis.

Anyagok és médszerek

Immunhisztokémiai eljarassal az endoszomalis
rendszerben  jelentds szerepi  sejtalkotd
megfestése.

Elektronmikroszkopos  vizsgalatok az  snz
funkcidvesztéses fenotipus megértésére, illetve a
laktinahalozat érintettségének vizsgaltara.
Channel Diffusion Assay ¢s  Csersavas
impregnalds a garlandsejtek lakunarendszerének
lathatovat tételére.

Koimmunoprecipitacié segitségével a Snz ¢és a

Rab11 kolesonhatasanak kimutatasa



5. Nyomjelzéanyag kovetéses kisérleteket
alkalmaztunk az endoszémalis érés kiilonb6zd
1épéseinek megfigyelésére.

6. Oil Red O festést végeztiink a nefrocitakon beliil
talalhato lipideseppek kimutatasara.

7. LysoTracker Red jeloléssel ¢és Lamp-GFP
riporterrel vizsgaltuk a lizoszomak savasodasat.

8. Normal és hofixalasos immunfestést végeztiink a
diafragmafehérjék lathatova tételére.

9. Az aktivan emésztd lizoszomak vizsgalata
videomikroszkopiaval.

10. Ragasztoanyag  (glue) szekrécido  vizsgalata
nyalmirigyekben Fluoreszcens dsRed riporter

segitségével.
Eredmények

1. A korai és a késd1 endoszomak immunfestésének
segitségével azok méretnovekedését tapasztaltuk
snz funkciovesztéses nefrocitakban.

2. Kiilonb6z6 modszerekkel ellendriztik az Snz

hatasat a lizoszomalis lebontasra, és azt



tapasztaltuk, hogy Snz hidnyaban is normalisan
megy végbe.

Fluoreszcens BSA647 nyomjelzGanyag felvételi
kisérlettel kimutattuk, hogy snz funkcidvesztés
esetén az endocitotikus aktivitas fokozodik garland
nefrocitakban.

Kolokalizaciés  kisérleteinkkel tobb  fontos
megallapitast is tettiink. Meghataroztuk, hogy az
Snz-GFP a nefrocitak perifériajan helyezkedik el,
mégis fliggetlen az ER-PM-LD érintkezési
helyekt6l. Ezaltal kijelenthetd, hogy nem vesz
részt a nem vezikularis lipidtranszportban. Illetve
kolokalizdl a Rabll pozitiv  reciklizalo
endoszomakkal.

Az Snz és a Rabl1 kozotti fizikai kolcsonhatast
koimmunoprecipitacio segitségével is
megerdsitettiik.

Snz hianyaban a Rabll garland sejten beliili
eloszlasa megvaltozik. A reciklizalé endoszémak
plazmamembrantdl mért atlagos tavolsaga a

haromszorosara no.



7. A nefrocitak diafragma komponensei folyamatos
korforgasban  vannak, melyhez  alapvetd
fontossagu a reciklizalo endoszomak megfeleld
miukddése. Ezért a diafragma fehérjék és a lakunak
lathatova tételén keresztliil vizsgéltuk az Snz
hatasat a Rab11-re. Snz csendesités kdvetkeztében
felborul a  diafragma  fehérjék  szigoru
rendezettsége. Ektopikus diafragma fehérjek
jelennek meg a sejt kdzépsikjaban, a sejt belseje
felé mélyen benyuld lakundk formélodasa miatt.
Az snz KD ¢és a Rab1l OE egyidejii expresszidja
esetétn a fenotipus drasztikus sulyosbodésat
tapasztaltuk. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy a két
fehérje ellentétes modon, de egymdsra hatva
szabalyozza az exocitozist.

8. Az Snz ¢és az exocitdzis kapcsolatdit a SecS
exocitozishoz  sziikséges exocyst komplex
alegység elrontasan keresztiil vizsgaltuk. A Sec5
¢€s az Snz egyidejli csendesitése az Snz hianyaban
tapasztalt késdi endoszoma méretnovekedést

menekitette.



9. Nyalmirigyben fluoreszcens dsRed riporter
segitségével kovettiik nyomon a szekretalodo glue
granulumokat, ¢és azt tapasztaltuk, hogy Snz
hianyaban a szekrécié mértéke ndvekszik, mig Snz
tultermeltetés esetén a glue nem képes

felszabadulni a nyalmirigyekbdl.

Osszefoglalas

Az exocitozis €s endocitdzis megfeleld egyensulya
fontos a plazmamembran homeosztazisanak
fenntartasahoz. Ez kiilonosen kritikus az emberi podocitak
¢s a hozzajuk nemcsak funkcionalisan, de szerkezetileg is
nagyon hasonlé Drosophila nefrocitak esetében, amelyek
a diafragmanak nevezett Osszetett szlirérendszerrel
rendelkeznek. Doktori dolgozatomban a Sorting nexin
fehérjecsalad egyik képviseldje, a human Snx25 homolog
Snz fehérje endoszomalis rendszerben betoltott szerepét

vizsgaltam garland nefrocitdkban.

Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy garland

sejtekben az Snz a Rabll pozitiv reciklizald



endoszoémakkal kolokalizal, ellentétben a zsirsejtekkel,
ahol az ER-PM-LD ¢érintkezési helyek részeként irtak le.
Az Snz hidnyadban tapasztalt késéi endoszdéma
méretnovekedés vélhetden a kompenzacids endocitdzisbol
adodik, hiszen kisérleteink alapjan a lizoszomalis lebontés
normdlisan megy végbe, ellenben az endocitozis

fokozodik.

Snz hianyaban azt tapasztaltuk, hogy a diafragma
fehérjék rendezettsége felborul, megjelennek a sejt
mélyebb régidiban az Oket tartalmazo lakunak
megnyuldsdnak  kovetkeztében. Hasonld fenotipust
eredményezett a Rabll tultermelése is, illetve a két
genotipus kombinécidja a fenotipus feltliind fokozdodasat
eredményezte. Mivel ismert, hogy a Rabll fokozott
expresszioja tulzott exocitozishoz vezet, ugy gondoljuk,
hogy esetiinkben az Snz elvesztése tovabb fokozza a
Rabll aktivitds megemelkedése kovetkeztében mar
amugy is megndvekedett exocitdzist. Igy feltételezziik,
hogy vadtipusu sejtekben az Snz a Rabll korlatozasan

keresztiil szabalyozza az exocitozist. Tovabba kisérletesen



igazoltuk, hogy hasonlo, exocitdzist szabalyozé szereppel

bir a Drosophila larvalis nyalmirigyekben is.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy az Snz
kozvetitette reciklizdcid negativ szabdlyozdsa, azon

keresztiil pedig a membranegyensuly fenntartasa
Summary

A proper balance of exocytosis and endocytosis is
important for maintaining plasma membrane homeostasis.
This is especially critical in the case of human podocytes
and the functionally but also structurally very similar
Drosophila nephrocytes, which both possess a complex
filter system called the diaphragm. In my doctoral thesis, |
investigated the role of the human Snx25 homologoue Snz

protein in the endosomal system of garland nephrocytes.

In our experiments, we found that in garland cells,
Snz  colocalizes with  Rabll-positive recycling
endosomes, in contrast to adipocytes, where it has been
described as part of ER-PM-LD contact sites in which no

recycling endosomes are involved. The late endosome size



increase observed in the absence of Snz is due to
compensatory endocytosis, since, based on our
experiments, lysosomal degradation takes place normally

in snz loss-of-function cells.

In the absence of Snz, we found that the
distribution of the diaphragm proteins is disturbed, as they
appear in the deeper regions of the cells as a result of the
elongation of the lacunae containing them. The
overexpression of Rabll also resulted in a similar
phenotype, and the combination of the two genotypes
resulted in a striking enhancement of this phenotype. As it
is known that increased expression of Rabll leads to
excessive exocytosis, we believe that in our case the loss
of Snz further enhances the already increased exocytosis
due to increased Rab11 activity. Thus, we hypothesize that
in wild-type cells, Snz regulates exocytosis through
counteracting Rabll. Furthermore, we experimentally
verified that Snz has a similar, exocytosis-regulating role

in Drosophila larval salivary glands as well.

Based on our results, we have described a

previously unknown, new function of Snz, which is the



maintenance of membrane balance via the negative

regulation of Rab11-mediated recycling.
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