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1. Irodalmi attekintés

1.1. Az endoszomalis rendszer

A tipikus emldssejtekben a plazmamembran feliiletének 50-180%-a Oranként
kicserélddik az endo- és exocitozis kovetkeztében (Steinman és mtsai. 1983). Ez az érdekes
adat ravilagit arra, hogy mekkora jelentéséggel bir az endocitdzis €s az exocitozis egy sejt

¢letében. A két folyamat egyensulya alapvetd fontossadgu az egészséges sejtmitkodéshez.

Az endoszomalis rendszer résztvevoi, az intracellularis vezikulumok lehet6vé teszik a
plazmamembran lipid- és fehérje-Osszetevoinek szelektiv valogatasat, ezaltal mennyiségi
meghatarozasat ¢és sejten beliili szallitdsukat. [ly mddon az endocitozis részese €s szabalyozoja
az alapvetd sejtélettani folyamatoknak, mint a tdpanyagfelvétel, jelatvitel, sejtadhézio, tovabba
befolyasolja a sejt-sejt kdlcsonhatasokat és az antigénprezentaciot is. A sejtfelszini molekulak
gyors ujraclosztasaval eldsegiti a sejtpolaritas kialakulasat (Shafag-Zadah, Dransart, és
Johannes 2020). Bar az endocitézisra gyakran mint egyetlen sejtet érintd, sejten beliili folyamat
gondolunk, tobb szaz sejt miikodését szabalyozza, hiszen részt vesz a sejtek kommunikécios
infrastrukturajanak létrehozasaban, igy rajta keresztil a sejtek képesek mikddésik
Osszehangolasara (Zadka et al., 2023). Egyértelmii, hogy ha ennyi mindenben szerepet jatszik,
akkor az endocitdzis abnormalis miikodése esetén kiilonbozd rendellenességek alakulhatnak ki,
mint példaul a rak, Alzheimer-kor, mentalis problémak, gyulladasos allapotok, illetve a
korokozok elleni védelem hidnya esetén az azok altal kivaltott megbetegedések (Vieira és

mtsai. 2021).

Ugyan az irodalomban szdmos megfogalmazas talalhat6, de a legegyszeriibben leirhat6,
tdg definicio szerint endocitozisrdl akkor beszéliink, ha a sejten kiviili térbdl anyagfelvétel
torténik, mely soran a plazmamembran egy darabkdja betiiremkedik ¢és lefiizédik,
koriilhatarolva a felvett anyagot. Az igy 1étrejott vezikulum az endoszoéma. Az endocitozist
altalaban fagocitozisra, pinocitdzisra, és receptor medialt endocitdzisra osztjadk a felvett
anyagok mérete, milyensége és a felvétel szelektivitasa alapjan (Cossart és Helenius 2014). A
fagocitozis feladata a nagyobb méretli (>500 nm) részecskék, szerves tormelékek szelektiv
felvétele. A fagocitozist els6sorban mint az immunrendszer elsé védelmi vonala ismerjiik, €s
leggyakrabban az immunrendszer fagocitdi kapcsan gondolunk ra, példaul a neutrofilek,

makrofagok, monocitak és dendritikus sejtek esetében, melyek fagocitozissal kebelezik be a
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kiilonb6z6 korokozokat, elhalt sejteket és tormeléket a szervezet védelmének érdekében (Uribe-
Querol és Rosales 2020). Pinocitézis soran a sejt szelekcio nélkiil vesz fel egy keveset az
extracellularis folyadékbdl a benne oldott anyagokkal egyiitt, mig a receptor medialt
endocitozis esetén egy célmolekula a sejtfelszinen 1év0 specifikus receptor fehérjéhez
kapcsoldodik, majd internalizalédik (Conner és Schmid 2003). A receptorok altaldban olyan
transzmembran fehérjék, amelyek a citoplazmatikus végiikkel Kklathrin burokfehérjékhez
kapcsolodnak, ezek hatarozzak meg az endoszoma tovabbi sorsat. A klathrin-medialt

endocitozis a legjobban jellemzett endocitotikus ttvonal.

A szakirodalomban mas csoportositasokkal is talalkozhatunk, hiszen a kiilonb6z6
szakteriiletekre sokszor egyedi nevezéktan jellemzdé. Dolgozatomban a szakteriiletemen
jelenleg leggyakoribbnak tiind felosztast alkalmaztam (Cossart és Helenius 2014; Zadka és
mtsai. 2023).

Az endoszomak fliggetleniil eredetiiktdl és tartalmuktdl a plazmamembran kozeli
régiobol a perinuklearis régio felé haladva kiilonbozo érési folyamatokon mennek keresztiil,
melyeket megannyi fehérje szabalyoz, 1étrehozva az endoszomalis rendszert (1. abra) (Huotari
¢s Helenius 2011). Az endoszomalis rendszer tagjai dinamikusak, folyamatosan egyesiilnek
vagy egymadsba alakulnak; szervezetenként és sejttipusonként nagyon valtozatosak, igy az
idekapcsolodd nevezéktan sem teljesen egységes. A legismertebb résztvevok a Kkorai
endoszomak, a késéi endoszomak, a lizoszomak, és a reciklizald6 endoszomak.
Megkiilonboztetésiikben a legfontosabb jellemzok a célallomasuk, membrandsszetételiik, pH-

juk és a hozzajuk kapcsolodo kis GTP-azok, a Rab molekulédk tipusa.

1.1.1 Korai endoszomak

A plazmamembranbol torténd lefiizédéssel keletkezd, legkorabbi endoszomatipust
primer endoszémaknak nevezziik. Az egymassal fuzionald primer endocitotikus vezikulumok

hozzak 1étre a korai endoszoémakat.

A korai endoszémakat az endoszomalis rendszer f6 valogatdallomasaiként tartjak
szamon, ezért szortirozd endoszémaknak is nevezik dket. A korai endoszomak jellemzdoen kb.
10 percig fogadjak a bejovo széllitmanyt. A felvett anyagok két, egymassal ellentétes titon
haladhatnak tovabb. Visszakeriilhetnek a plazmamembranba a reciklizacios utvonalon, vagy az
érd endoszomakban maradva kés6i endoszomava érhetnek, mig végiil a lizoszomakkal
faziondlva lebontésra keriilhetnek (Maxfield és McGraw 2004).
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A korai endoszomdk morfologidjuk, sejten beliili elhelyezkedésiik, Osszetételiik és
funkcidjuk tekintetében nagyon valtozatosak (Van Meel és Klumperman 2008; Miaczynska és
mtsai. 2004). Legtobbjiik viszonylag kicsi, és a plazmamembranhoz kozeli periférias régioban
helyezkedik el (Hoepfner és mtsai. 2005; Nielsen €s mtsai. 1999). Homotipusos fuziéra valo
nagy hajlamuk kovetkeztében Osszetett szerkezetiiek, tubuléris (~60 nm atmérdji csévecskék)
¢és vakuolaris (~400 nm atmér6jii holyagocskak) részekkel is rendelkeznek (Gruenberg 2001).
A membran feliiletének nagy része a tubulusokban, a térfogat nagy része pedig a vakuolaris
részben talalhatd. Ezek a morfologiailag eltérd teriiletek funkcionalis jelentdséggel birnak. Az
ujrahasznositasra kijelolt fehérjék elsésorban a tubulusokban, mig a lebontasra kijeldlt elemek

a vakuolaris részben halmozddnak fel (Mellman 1996).

A tubuléris régiobol bizonyos fehérjék szinte azonnal, kozvetleniil keriilnek vissza a
plazmamembranba (Jovic €s mtsai. 2010) az ugynevezett gyors reciklizacios utvonalon, mig
masoknak elébb az un. reciklizdld endoszomékba kell tovabbitodniuk, és csak kozvetetten
keriilnek vissza a plazmamembranba. Ez utobbi a lassu reciklizacidé folyamata, melynek
jellemzd kis G-fehérjéje a Rabl1 fehérje, amelyet markerként is hasznalunk a reciklizald

kompartmentum megjeldlésére (Sonnichsen és mtsai. 2000).

Az endoszomalis rendszer fontos ellatdja, taplaloja a transz-Golgi halozat (trans-Golgi
network, TGN), mely folyamatosan ellatja az endoszémakat az érés kiilonb6z6 fazisaiban a
szikkséges fehérjékkel és a szolubilis hidrolazokkal. Az endoszomak oda-vissza
vezikulumcserét folytatnak a TGN-nel, igy mar a korai endoszomak is kapnak a TGN-bol
emésztéenzimeket, amelyek ugyan még inaktiv allapotban vannak, de késébbi aktivaciojuk mar
némi degradativ tulajdonsdggal ruhdzza fel az endoszomdékat, amely tovabb erdsddik a késoi
endoszomava vald érés soran (Huotari és Helenius 2011). A korai endoszomak gyengén
savasak (pH 6,8-5,9) (Maxfield és Yamashiro 1987) és viszonylag alacsony koncentracioban
tartalmaznak Ca?*-ot (Gerasimenko és mtsai. 1998). Jellemzd foszfatidilinozitol-foszfatjuk a
foszfatidilinozitol-3-foszfat (PI1(3)P), markerként is hasznalatos kis G-fehérjéjiik pedig a Rab5
(Huotari és Helenius 2011).

1.1.2 Késoi endoszomak

A kés6i endoszomak, a korai endoszomak vakuolaris régiojabol szarmaznak. A
mikrotubularis rendszer segitségével folyamatosan kdzelednek a perinukledris régié felé, ahol

majd lizoszomakkal egyesiilnek. Utjuk soran tobb homotipusos fuzid kovetkeztében
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megnovekszik a méretiik, mig a pH-juk folyamatosan csdokken pH 6,8 — 6,1 kozotti értékrdl pH
6,0 — 4,9 koz¢é (Maxfield és Yamashiro 1987). Az ér6 kés6i endoszomak nagyjabol gomb
alaktiak, méretiik 250 - 1000 nm ko6z¢ tehetd, a belsejiikben n. intraluminalis vezikulumokkal,

igy gyakran taldlkozunk esetiikben a multivezikularis test elnevezéssel is.

Az endoszomalis érés fontos tényezdje az endoszomakat kiséré kis G-fehérjék
konverzidja is. A Rab5 a kezdetektdl jelen van a korai endoszomakon mint az érés egyik 6
szabalyozdja. Egy Osszetett mechanizmuson keresztiil a Rab5 fehérje Rab7 fehérjéket toboroz
a membranra, ezaltal inaktivalja dGnmagat, majd disszocial az immaron kés6éi endoszomava érett
vezikulum membranjarol. Ezt a jelenséget Rab5-Rab7 konverzionak nevezik. Ezaltal az
endoszéma elvesziti azt a képességét, hogy korai endoszémakkal egyesiiljon, mindekdzben
viszont képessé valik a lizoszémakkal valé fuziora, igy determinalva a hordozott anyagok sorsat

a lebontasra (Poteryaev és mtsai. 2010).

A Kis G-fehérjékhez hasonldéan a vezikulummembran lipidosszetétele is megvaltozik, és
jeloli annak identitasat. A korai endoszémakra jellemz6 PI(3)P foszfatidilinozitol-foszfatok az
érés kovetkeztében foszforilalodnak és a kés6i endoszomakra jellemzd, foszfatidilinozitol-3,5-

biszfoszfatban (P1(3,5)P2) dis membranok jonnek 1étre (Jefferies és mtsai. 2008).

A késdi endoszomak tovabb érnek, fogadjak a hozzajuk hasonl6 késéi endoszémakat,
és a naluk joval savasabb lizoszomakat. A két kompartmentum elkiilonitése igen nehézkes,
hiszen gyakran atmeneti, hibrid forméval taldlkozunk, amit endolizoszomanak neveziink.
Gyakori moédszer a sejtalkotok ultracentrifugaldssal torténd elkiilonitése, osztalyozasa. A
lizoszomak ez alapjan az endoszomalis rendszer legdenzebb organellumai, mig az
endolizoszomak kisebb lebegési stirliséggel rendelkeznek, de stiriibbek a késéi endoszémakhoz
képest (Mullock és mtsai. 1998). Az endolizoszomakban disulnak fel és aktivalodnak a savas

hidrolazok, és itt kezdodik meg a valodi lebontas (Huotari és Helenius 2011).

1.1.3 Lizoszémak

A késoi endoszomaba csomagolt szallitméany lebontasdhoz két fontos tényezdre van
sziikség: emésztéenzimekre és a miikodésiikhoz sziikséges megfeleld, savas pH-ja kérnyezetre.
Ezeket a feltételeket biztositjak a lizoszomak, melyek keletkezése a TGN-hez kotott. A
lizoszomak mitkodéséhez sziikséges savas hidrolazok altalaban az un. kozvetlen utvonalon, kis
vezikulumokba csomagolva érkeznek a TGN felél és a korai vagy késdi endoszomakkal
egyesiilnek, mig a lizoszomalis membrant alkotd savtlird integrans membranfehérjék az un.

10



kozvetett utvonalat preferdljak (Saftig ¢s Klumperman 2009). Azért nevezziik kozvetettnek ezt
az utvonalat, mert az itt kozleked6 fehérjék a TGN-bOl torténd lefliz6dést kovetben
exocitozissal kijutnak a plazmamembranba, majd pedig endocitozissal ujra belépnek az
endoszomalis rendszerbe, amelyen keresztiil megérkeznek a lizoszomékba. Ezt az utat jarjak
be a lizoszomalis markerként is alkalmazott Lamp-fehérjék (lysosome-associated membrane
protein) és a savasodashoz sziikséges V-ATPaz komplex alegységek is, amelyek a
lizoszomakig érve megteremtik a pH 5,0 — 4,5 koz6tti allapotot, melyben a savas hidrolazok
aktivalodnak (Forgac 2007). Ugyan az endoszomak pH-ja az érés kovetkeztében egyre
alacsonyabb, és a lizoszomalis enzimek is jelen vannak mar a korai endoszomakban is, az

emésztés legjelentdsebb hanyada mégis az endolizoszémakban torténik. Ezek a hibrid

crer

A primer lizoszomak érdekes modon mar egy ujrahasznositasi Iépes eredményei, nem
ujonnan alakulnak de novo szintézissel (Luzio, Pryor, és Bright 2007; Yu és mtsai. 2010). Az
endolizoszomalis halozatot, mint egy folyamatosan egymasba alakuld tubulovezikularis
rendszert kell elképzelni, amelyben a késdi endoszomak és a lizoszomak idérdl idore
faziondlnak, majd a lebontast kovetden a lizoszomalis elemek ujrahasznosulnak, és primer
lizoszomakként, atmeneti raktarként szolgalnak a savas hidrolazok szamara (Luzio és mtsai.

2007).

A korabban targyalt organellumokhoz hasonléan a lizoszomak is heterogén

cre

crer

azok sokféle szarmazasanak kovetkezménye. Valtozatossagukat tovabb ndvelik a tobbiranyt

fzids események és tartalmuk kiilonbozoé mértékii emésztettsége.
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Rab11 Reciklizal6é endoszéma
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1. dbra: Az endoszomadlis rendszer tagjai és az endoszomalis érés fazisai

A plazmamembranrél lefiiz6dé  primer endocitotikus vezikulumok egymdssal fiiziondlva korai
endoszomakka egyesiilnek, amelyek jellemzoé kis GTP-daza a Rab5. A korai endoszomak a rendszer legfobb valogato
organellumai, benniik torténik a szallitmany sorsanak meghatarozdsa. Szinte azonnal visszajuttathatnak bizonyos
feherjéket a plazmamembranba a gyors reciklizacios utvonalon vagy a lassu utvonalon egy reciklizalo endoszoma
kozbeiktatdasaval, melynek jellemzo Rab fehérjéje a Rabl 1. A lebontasra itélt anyagok a savasodasnak indulo korai
endoszomdaban maradnak, amely a Rab5 Rab7-re cserélddése mellett késdi endoszomava érik. A késdi endoszémak
képessé valnak a lizoszomakkal térténd fuziora, igy létrejon az emésztés f6 szinhelyéiil szolgalo endolizoszoma,
melybdl az emésztést kdvetéen ujraformdalodhatnak a denzebb lizoszomdk. (Részletesebb leirds a szévegben.

Moédositva Huotari & Helenius, 2011 uzdin.)

1.2 Az endocitdzis vizsgalatanak orvosbioldgiai jelentésége

Az endoszomalis rendszer segitségével kiilonboz6 anyagok sokasdga jut a sejt belsejébe.
A plazmamembranrdl torténé lefliz6dés soran aktivalt receptorok dusulhatnak fel az
endoszomakban és részt vehetnek kiilonbozé jelatviteli folyamatokban. A jelatviteli
mechanizmusok i1ddtartaménak szabdlyozasa kulcsfontossagu a sejt novekedési ratdjanak
finomhangolasaban. Az egymast foszforilalo tirozin kinazok a jelatviteli folyamatok fontos
szabalyozdi, éppen ezért egy esetleges mutacid a receptorok dimerizacigjat vagy a foszforilacio

crer

jellemz6 onkogénjei hivatkoznak rajuk. Az endoszomalis rendszer megfeleld mukodését
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megannyi fehérjekomplex szabalyozza, ezek hibas 0sszeszerelddése szintén hozzajarulhat a
sejtosztodasi zavarok kialakulasahoz, a programozott sejthalal elkeriiléséhez vagy a
differencialodasi markerek kifejezdésének megvaltozasahoz, mely szintén rak kialakulasahoz

vezethet (Engedal és Mills 2014; Maxfield 2014; Mellman és Yarden 2013).

Jellegzetes polaris szerkezetilk megoérzéséhez a neuronoknak sziikségiilk van a
kiilonboz6 receptorok megfeleld eloszlasara, a fehérjék és a kiilonb6zo organellumok tokéletes
elrendezddésére a dendritekben és axonokban, a szinaptikus vezikulumok folyamatos endo- és
exocitozisara, valamint a hibas fehérjék eltavolitasdra. A folyamatos membranforgalom
elengedhetetlen a szinapszisok 1étrejottéhez is (Wu és mtsai. 2014). Ebbdl kovetkezden, az
endoszomalis rendszerben zajlé membrantranszport az idegsejtek miikddésének minden
aspektusaban részt vesz, hibas miikodése a neurodegeneracioval hozhato dsszefliggésbe (Zadka

¢s mtsai. 2023).

Az Alzheimer-kor (AD) egy progressziv neurodegenerativ betegség, a demencia
leggyakoribb oka. Az AD jellegzetes neuropatologiai tiinetei az oldhatatlan amiloid-f plakkok
extracellularis feldusulasa, a sejten beliil pedig a mikrotubulus haldézathoz kapcsolddod
hiperfoszforilalt tau fehérje koros felhalmozodasa. Ez utdbbit gyakran neurofibrillaris
kotegekként szoktak emliteni (Kumar, Singh, és Ekavali 2015). Az endocitézis az amiloidogén
komponensek lebomlasanak szabalyozasaban szerepet jatszé kozponti folyamat, ezért - ugyan
a pontos mechanizmus még ismeretlen - az endocitdzis folyamataban részt vevo fehérjék hibas
expresszidja kapcsolatba hozhato az AD kialakulasaval. llyen példaul az AP-2 (Adaptor protein
2), a klatrin-medialt endocitézis egyik adaptorfehérjéje, melynek tultermelddése fokozza az
amyloid precursor protein (APP) amiloid-B-va hasadasat (Maesako és mitsai. 2015).
Valésziniileg az APP endoszomalis ttvonalon val6 haladdsanak lassitasa egy esetleges terapias
lehetdség lehet, az AD megel6zésére (Burrinha és mtsai. 2021). Az endocitozis szabalyozo
rendszereinek megismerése hasznos segitséget nytijthat az AD patogenezisének megallitasat

vagy lassitasat célzo terapias beavatkozasok fejlesztésében (Zadka és mtsai. 2023).

Mig az endocitozis egyik formaja, a fagocitdzis a tobbsejti szervezetekben az
immunvédekezés elsddleges vonala, addig sok korokozo szamara a fert6zés lehetségét jelenti.
Az evoluciosan alkalmazkodott korokozok kiilonb6zé manipulaciés mechanizmusokat
fejlesztettek ki a fagoszoma-lizoszoma fuzid, €s ennek kovetkeztében emésztddésiik
elkeriilésére. A Salmonella enterica példaul képes a vezikulum membran foszfatidilinozitol-

foszfat tartalmanak a megvaltoztatasara, hogy csokkentse a membran feliileti toltését, ezaltal
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crer

A Listeria zadka monocytogenes ellenben egy olyan ra jellemz6 citolizint, a listeriolizin O-t
valaszt ki, amely nem csak a baktérium felszabadulasat segiti el6, de a vezikulum teljes
biokémiai profiljat is megvaltoztatja, hogy addig is elkeriilje a lizoszomaval torténd faziot
(Shaughnessy ¢és mtsai. 2006). Szamos tovabbi példa hozhaté a bakteridlis
membranelvaltozdsok kialakulasara, amelyekkel a baktérium védelmezi magit a gazdasejt

altali lebontastdl (Kellermann, Scharte, és Hensel 2021).

A baktériumokhoz hasonléan a virusok is gyakran ,hasznaljak ki’ az endocitdzis
mechanizmusat a gazda plazmamembranjan vald Aatjutasra. A virusok egyszertiségilik
kovetkeztében teljes mértékben a gazdaszervezetre vannak utalva a fertézési ciklus
gyakorlatilag minden szakaszaban. Ehhez a gazdaszervezettel parhuzamosan végbemend tobb
millié éves evolucios fejlédés soran megszerzett molekularis ,,jelszavakat” és ,,belépdjegyeket”
alkalmazzak, hogy ki tudjdk hasznalni és irdnyitani tudjak a sejtfunkciokat (Pelkmans és
Helenius 2003). Ezért a virus-sejt kdlcsonhatasok elemzésével nemcsak a virusrol, hanem a
sejtmitkodésrél is sokat tanulhatunk. Nagy segitséget jelenthetnek az altaluk hasznalt
sejtélettani folyamatok és a sejt invaziora adott valaszainak megértésében. A sejt altal felvett
virusrészecskék hatékony eszkOzt nyujtanak az endoszomalis rendszer utvonalainak

feltarasahoz és nyomonkovetéséhez (Cossart és Helenius 2014; Marsh és Helenius 2006).

1.3 A Sorting nexin fehérjecsalad

A fentebb bemutatott dsszetett endoszomalis halézatot megannyi fehérje szabalyozza.
Jelen dolgozatban csak egy ilyen csoportra szeretnék kiilon kitérni, az tn. Sorting nexin (SNX)
fehérjecsaladra, azon beliil is kiemelve az SNX-TM (transzmembran) alcsalddot, ahova

kutatasom {6 témaja az Snz (Snazarus) fehérje is tartozik.

Az SNX fehérjék kozos jellemzdje a konzervalt, 110 aminosavbol 4116, 3 B-redot és 3
a-hélixet tartalmazd membranasszociacios PX (phox-homology) domén, mely képes a
foszfatidilinozitol-foszfatokhoz k6t6dni (Teasdale és Collins 2012). A PX domén felfedezése
utan szekvencia homologian alapuld bioinformatikai sziirések és in vitro vizsgalatok
segitségével tovabbi, PX domént tartalmazo fehérjéket annotaltak és soroltak egy csoportba,
ezaltal 1étrehozva az SNX fehérjecsaladot. Jelenleg szigoru definicié szerint a SNX csaladba
azok a fehérjék tartoznak, amelyek PX domén szekvencidja 50%-nal nagyobb azonossagot

mutat az elséként leirt SNX1 fehérje PX domén szekvenciajaval. Kovetkezésképp vannak mas,
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PX doménnel rendelkezd fehérjék is, melyeket nem sorolunk az SNX-ek kdzé, mint példaul a
foszfolipaz D ¢és a foszfatidilinozitol-3-kinadzok. A ma ismert, az eml8s genomra jellemz6, PX
domént tartalmazo fehérjecsoportbol 33-at tart az irodalom SNX-nek (Vieira és mtsai. 2021).
Jelen munkamban a nem SNX-nek nyilvanitott, PX domén tartalmu fehérjék targyalasatol
eltekintek. Kitekintésként annyit érdemes megjegyezni, hogy ezeket a fehérjéket eddig foként
szigndl transzdukcios Gtvonalakban irtdk le vagy fehérjepanyvazasi mechanizmusokkal hoztak

kapcsolatba. Ezen funkcioikkal is hasonlitanak az SNX-ekhez (Chandra és mtsai. 2019).

Az SNX fehérjék a PX doménjiikon keresztiil kotédnek a foszfatidilinozitol-foszfatban
gazdag endoszomalis membranokhoz, igy valnak az endoszomalis rendszer fontos

szabalyozoiva.
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2. dbra: A NADPH-oxiddz-ban azonositott, elséként leirt PX domén egyszeriisitett szerkezete

Az SNX fehérjéket PX doménjiik alapjdan soroljik egy csaldadba. Ez egy konzervalt, 110 aminosavbdl dallo,
3 B-redit és 3 a-hélixet tartalmazé membrdanasszocidacios domén, mely képes a foszfatidilinozitol-foszfatokhoz
kotédni. Kékkel a kanonikus PI(3)P kotohelyek, mig rozsaszinnel a mdsodlagos kétdhelyek vannak kiemelve
(Chandra és mtsai. 2019).

A PX domént eldszor konzervalt motivumként azonositottdk a neutrofil NADPH-
oxidaz (phox), egy szuperoxidot termelé komplex két alegységében: p40phox és p47phox (2.
abra). (Ponting 1996) Elesztében végzett kisérletek soran a PX domén majdnem kizarélagos
PI(3)P preferenciajat talaltak, amely a korai endoszomak jellemzd foszfatidilinozitol-foszfat
formaja. igy az SNX-eket elsdsorban a korai endoszomak fehérjevalogaté mechanizmusanak
szabalyozodjaként értelmezték. Azonban az emldssejtes vizsgalatok ravilagitottak, hogy egyes

SNX fehérjék mas foszfatidilinozitol-foszfatokhoz is képesek kotédni (Chandra és mtsai.
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2019). Ezaltal egyértelmivé valik az endoszomalis rendszerben torténd valtozatos

lokalizaciojuk és kolcsonhaté fehérjéik szélesebb kore.

Késébb kimutattak, hogy vannak olyan SNX-ek, amelyek egyaltalan nem kotik a
P1(3)P-t, mint példaul az SNX14 (Chandra és mtsai. 2019). Mas szerzok pedig arrdl szamoltak
be, hogy a PX domén nem csak, mint lipidk6td motivum lehet jelen egy fehérjében, hanem
eldsegitheti fehérje-fehérje kolesonhatasok kialakulasat is, részt vehet fehérjék panyvazasban,
segitve azok komplexbe szervez6dését, meghatarozva membranhoz vald kotddésiiket €s igy
sejten beliili helyzetiiket is. Mindezt az a-1 és a-2 hélixek kozotti prolinhurok dinamikus

atformalasaval érik el (Hammond és Balla 2015).

Az SNX1 volt az elsé leirt emlés SNX, amelyrdl élesztd két-hibrid moddszerrel
kimutattak, hogy kolcsonhatasba 1ép az epidermalis novekedési faktor receptorral (EGFR,
Epidermal Growth Factor Receptor), és nagy hasonlosagot mutat a Vps5 (Vacuolar protein
sorting) retromer komplex alegységgel (Seaman, Mccaffery, és Emr 1998). A retromer
kifejezés olyan ,heteropentamer” fehérjekomplexek elnevezése, amelyek képesek a korai
endoszomakbol a plazmamembran vagy a TGN iranyaba tovabbitani az endoszomalis
szallitményt. A mar korabban emlitett gyors reciklizacid, amely sordn szinte azonnal, néhany
percen beliil jutnak vissza fehérjék a plazmamembranba, az SNX27 tartalma retromer
segitségével jon létre. Az els6ként felfedezett, (Bin/Amphiphysin/Rvs) BAR-SNX-retromernek
is nevezett komplex azonban az un. retrograd transzportban vesz részt, amely soran a korai
endoszomakbol a TGN felé tovabbitddnak a kivalasztott fehérjék (Gallon és Cullen 2015).

A retromer komplex alkoto6i funkcionalisan két alkomplexre oszthatok: az Gn. ,,cargo
selective” vagy receptor alkomplexre, amely a retromer altal kivalasztott transzmembran
fehérjékkel 1ép kapcsolatba, mikdzben a masik, Un. ,,membrane deforming” alkomplex
tartalmazza az SNX fehérjéket. Ezek a fehérjék PX doménjiik segitségével a meghatarozott
membranrégio foszfatidilinozitol-foszfatjaihoz kapcsolodnak, BAR doménjiik segitségével
pedig az endoszomalis tubulusok koré rendezédve eldsegitik a levalashoz sziikséges membran
gorbiilet 1étrejottét (Bonifacino és Hurley 2008). Azonban nem minden SNX fehérje részese

valamely retromer komplexnek.

Az SNX fehérjék a mar emlitett BAR doménhez hasonl6 tovabbi konzervalt doméneket
is hordozhatnak kozos PX doménjiik mellett. Ezek hatarozzak meg az SNX-ek funkcidjat,

novelve szerepiikk sokféleségét, mint a membrangorbiilet eldsegitése, fehérjepanyvazas,
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jelatviteli funkciok szabalyozasa. A csalad kiilonbozd tagjait doméndsszetételiik alapjan

tovabbi alcsaladokba osztjak (3. abra).

1.3.1 SNX alcsaladok

Jelenleg a legismertebb és legjobban jellemzett alcsalad az SNX-BAR, melynek fehérjéi
C-terminalis BAR doménnel rendelkeznek. Ide soroljdk a legtobb SNX fehérjét. Nagyon
jelentések az endoszomalis rendszer valogatasi folyamataiban, mind fehérjeszortirozas, mind
pedig membran felismerés szintjén. A foszfatidilinozitol-foszfat asszociacion keresztiil
felelosek a membran gorbiiletek kialakitasaért, igy az endoszomalis tubulusok képzddéséért is,
tovabba kulcsfontossagi hajtéelemei a vezikulumlevalas (,,fission”) folyamatanak. Ezen
egymashoz szorosan kapcsolodd tevékenységek kovetkeztében jelentds szerepiik van a
vezikulum szallitason kiviil a virus replikacio utolso 1épésében, a virus kiszabadulasaban és a
citokinézisben is (Snead és mtsai. 2019). llyen SNX-BAR fehérjék a retromer komplex tagok,
mint példaul az SNX1/SNX2 és SNX5/SNX6 vagy a kevésbé tanulmanyozott SNX4, SNX7,
SNX8, SNX30, SNX32 fehérjék.

Mindazonaltal, mivel in vivo gyakran kapcsolodnak 6ssze a miikodésiik szempontjabol
kulcsfontossagi homo- vagy heterodimerként, esetleg magasabb rendi oligomer komplexként,
ezért sokkal bonyolultabba valik egyedi szerepiik tisztdzasa. Bizonyos kisérletekbdl
nyilvanvalova valt, hogy egyes tagok helyettesithetik egymast egyes funkciok ellatasaban,
mivel hasonl6 biokémiai tulajdonsagokkal rendelkeznek. Ilyen példaul az SNX1/SNX2 vagy
az SNX5/SNX6 retromer komplexben betoltott szerepe, mely sordn részt vesznek a retrograd
valogatasban (Kerr és mtsai. 2006; Rojas és mtsai. 2007). Az alcsalad Osszetettségét tovabb
noveli, hogy mindegyikiik tovabbi egyedi tulajdonsadgokkal és funkcidkkal is rendelkezik az
endoszomalis valogatasban, amelyek sordn az egyes fehérjék nem cserélhetdek fel (Vieira és

mtsai. 2021).

Az SNX-BAR alcsaladon beliil elkiilonitenek egy SH3-BAR al-alcsoportot, ahova az
olyan fehérjék keriilnek, melyek egy N-terminalis SH3 (Src Homology 3) domént is
tartalmaznak, amely részt vesz fehérje-fehérje kdlcsonhatasokban. A PX és az SH3 domén egy
linker région keresztiil kotddik egymashoz, mely fontos a klathrin és az AP-2 megkotésében,
ezaltal ezek a fehérjék kapcsolodnak a klathrin-medialt endocitozis 1épéseihez, tovabba leirtak

szerepiiket az autofagoszoma biogenezisben és mitdzisban is (Ma és Chircop 2012).
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Létezik egy feltehetdleg BAR doménjét vesztett, PX-SH3-nak nevezett alcsalad is. lde
tartozik az SNX26, egy GTPaz aktivalo fehérje, amely az emberi szervezet minden teriiletén
expresszalodik, és az SNX28, egy NADPH-oxidaz organizalo fehérje, amelyet NOXO1-ként is

megtalalhatunk az irodalomban (Vieira et al., 2021)..

Az SNX-FERM-nek nevezett alcsalad tagjai egy (protein 4.1/ezrin/radixin/moesin)
doménnel rendelkeznek, mely legismertebb szerepe a lipid-fehérje kolcsonhatasok
kialakitasaban nyilvanul meg. Ezek a fehérjék a prolinban gazdag szekvencidkat részesitik
eldnyben, kifejezetten az NPxY (Asn-Pro-Xaa-Tyr) motivumot tartalmazo szallitmanyokhoz
asszocialnak, és képesek kotddni a H-Ras kis GTP-azhoz, ezaltal szerepet jatszva a jelatviteli
folyamatok szabalyozasaban és dsszekapcsolva azokat az endoszomalis forgalommal (Ghai és
mtsai. 2011). Az alcsalad legjobban jellemzett tagja az SNX27, melyet a kdzponti idegrendszeri
homeosztazis szabalyozasaval hoztak oOsszefliggésbe. A vizsgalatok szerint fontos lehet az
olyan magasabb rendii idegrendszeri folyamatokhoz, mint a tanulas és a memoria kialakulasa
(Wang és mtsai. 2013).

Egy alcsaladba soroljak az olyan SNX fehérjéket, melyek nem rendelkeznek a PX
doménen kiviil tovabbi konzervalt doménekkel. Ugyan szdmos fehérje tartozik ebbe az
alcsaladba, mégis kevés ismeret all a rendelkezésiinkre az egyes fehérjékrél. Szerkezeti
szempontbdl is igen valtozatos, eltér6é hosszasagu fehérjékrél van szo. A legjobban jellemzett
tagok az SNX3 és SNX12, melyekrdl tudjuk, hogy részt vesznek a Wnt (Wingless) jelatviteli
folyamat modulalasaban a Wls (Wntless) fehérje ujrahasznositasanak fenntartasaval a retrograd

transzporton keresztiil, és az intraluminalis vezikulumok képzddésében (Vieira és mtsai. 2021).

Az olyan fehérjéket, amelyek szerkezete még jellemzésre var vagy nem fértek bele
egyik alcsalddba sem az ,,egyéb SNX-ek” elnevezésii alcsaladba soroltak be. A legtobbjiik
funkcidja még ismeretlen. Néhanyukat az idegrendszer homeosztazisanak fenntartasaval

hozzék kapcsolatba, mint az SNX15, SNX16 és SNX21 (Vieira és mtsai. 2021).

1.3.2 SNX-PXA-RGS-PX-PXC vagy SNX-TM alcsalad

A kovetkezo6 alcsalad, a tobbiektol eltéréen két N-terminalis transzmembran doménnel
rendelkezik, ezért hasznalhatjuk esetében az SNX-TM elnevezést is. A kdzponti PX domént
tobb konzervalt domén fogja kdzre. Az els6 azonositott domén az RGS (Regulator of G protein
signaling) domén volt, amely szdmos olyan molekulabol ismeretes, amelyek GAP-ként (GTP-
ase activating protein) miikddnek, és igy a G-fehérjékhez kapcsolt jelatviteli utvonalak negativ

18



szabalyozdiként vannak szamontartva. A két masik domén kb. 150 aminosav hosszusagl és az
RGS és a kozponti PX domén-t fogjak kozre; N-terminalisan a PXA (PX-associated domain
A), mig C-terminalisan a PXC (PX-associated domain C). Ezen domének esetében kiilonb6zo
funkcidkat irtak le, igy pontos szerepiik még tisztazatlan. Az SNX13, SNX14 és SNX25 mellett
az SNX19-et is ide soroljadk annak ellenére, hogy az SNXI19 nem rendelkezik RGS
motivummal.

Az SNX-TM fehérjékkel kapcsolatban kimutattak, hogy PX doménjiikben egy olyan
megvaltozott kotézsebbel rendelkeznek, amely a megszokott PI1(3)P helyett elényben részesiti
a foszfatidilinozitol-biszfoszfatokhoz vald kotddést. Az SNX14 esetében kizardlagosan
PI1(3,5)P2 kotést mutattak ki, mig a tobbi fehérje tovabbi foszfatidilinozitol-biszfoszfatokhoz is
képes kotodni (Amatya és mtsai. 2021).

Az SNX13 és SNX19 szerepérél még igen keveset tudunk. Az SNX13 esetében leirtak,
hogy alapvetd fontossagh az egerek egyedfejlodésében, mivel szabalyozza az endocitozis
kozvetitette anyagforgalmat és az EGFR lebomlasat (Zheng és mtsai. 2006). Az SNX19 fehérjét

pedig, mint a skizofrénia genetikai kockazati tényezdje irtak le (Ma és mtsai. 2020).

Az SNX14 a legtobbet vizsgalt SNX-TM fehérje, mivel mar a kezdeti tanulmanyok is
idegrendszeri megbetegedésekhez kototték a hianyat. Az SNX14 mutacioi a cerebellaris ataxia
szindroma egy tipusanak kialakulasahoz vezetnek, amely a kisagyi Purkinje-sejtek elhalasaval
jar és tiinetei a betegek értelmi visszamaradottsaga, az eltorzult, durva arcvonasok. (Akizu és
mtsai. 2015; Thomas és mtsai. 2014). A fehérje molekuléris funkciojat vizsgalva azt talaltak,
hogy az SNX14 részese egy olyan, a membranokat 6sszekapcsolo struktiranak, az in. membran
¢érintkezési pontoknak, amelyek segitségével az endoplazmatikus retikulum (ER) és a
lipideseppek keriilnek egymashoz megfeleld kozelségbe, igy segitve a zsirsavak triacil-
gliceridekbe torténd beépiilését, és fenntartva ezzel a membranok lipidegyensulyat (Datta és
mtsai. 2019, 2020). Az irodalmi adatok alapjan tudjuk tovabba, hogy az SNX14 szerepet jatszik
az idegrendszer homeosztazisanak fenntartasaban. Fontos az idegrendszer fejlodéséhez is,
mivel expresszids szintje fokozatosan emelkedik az agy fejlédésével parhuzamosan. Vélhetéen
szerepet jatszik a neurondlis ingerlékenység helyreallitasaban és fontos a szinaptikus

kapcsolatok megteremtéséhez (Huang és mtsai. 2014).

Az SNX25 esetében végzett human- és egérsejtes kisérletek tobb, egymastol eltérének
tekinthet6 funkciot tartak fel. Emlésokben négy szovetben talaltak kiemelt SNX25 expressziot:
a tiidoben, a Iépben, a vesében ¢és az agyban. ElsOként azt talaltdk, hogy az SNX25
kolesonhatasba 1ép a TGF-B receptorokkal, és negativan szabalyozza a TGF-f jelatvitelt a
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receptor lebomlasdnak fokozasaval vese és tlidosejtekben (Hao és mtsai. 2011). Egy
idegsejteket célzo kisérletben meghataroztadk az SNX25 expresszidos mintdzatanak valtozasat
temporalis lebeny epilepszidban szenvedd betegek agyszovetében, valamint az epilepszia
pilokarpin-indukalta patkanymodelljében. Eredményeikbdl arra kovetkeztettek, hogy az
SNX25 taltermelddése szerepet jatszhat a temporalis lebeny epilepszia kialakulasaban (Du és
mtsai. 2013). Az idegrendszerben az SNX25 a tropomiozin receptor kinaz B-vel (TrkB)
kolokalizal az agykéreg és a hippocampus neuronjaiban, ahol eldsegiti a TrkB lizoszomalis

lebomlésat (Takemura és mtsai. 2020).

A legljabb, HeLa sejtekben végzett kisérletek soran az SNX25-6t az autofag fluxus
szabalyozdjaként azonositottak. Ezt a funkcigjat valésziniileg a VAMPS (vesicle associated
membrane protein 8) endoszomalis rendszerben torténd szallitisanak szabalyozasan és a
lipidanyagcsere befolyasolasan keresztiil érvényesiti. A VAMPS fehérje sziikséges az
autofagoszoma-lizoszoma fuzi6d 1étrejottéhez, igy hianyaban csokkent autofag lebontast
tapasztaltak. Erdemes megemliteni, hogy ebben a tanulméanyban kitértek az SNX paralogok
kozotti lehetséges komplementaciod vizsgéalatdra is. Az SNX25-hidnyos HeLa sejtekben az
SNX14 megnovekedett expresszidjat mutattak ki, amely ravilagit a kompenzacio jelenségére
¢s a tobb lehetséges magyarazat egyike lehet arra, hogy SNX25 hianyaban miért nem sziinik

meg teljesen az autofag fluxus (Amatya és mtsai. 2021).
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PX-only subfamily SNX-BAR subfamily

::::o SNX1 SNX7
SNX11 :::i ::igo
SNX12 SNXS SNX32
SNX22 SNX6
SNX24
SNX-SH3-BAR subfamily SH3 subfamily
SNX9 SNX26
shx1s sNxz8
SNX33
SNX-FERM subfamily SNX-PXA-RGS-PXC subfamily
SNX17 SNX13
SNX31 —{pxa HRras}{_px HEXE} otk
SNX27 —[Pxa}l——{Px |.-. SNX19
SNX-PXB subfamily Other SNXs
PXB ::g‘: _-—-_ |MIT |- sNxi1s

KN} Fral{ cc}—{Px }- snx2s
—{ PX - UNKNOWN |- SNX16; SNX29; SNX34

PX - PX domain PXB - PX-associated domain B

BAR - Bin-Amphiphysin-Rvs domain PXC - PX-associated domain C

SH3 - Src Homology 3 domain MIT - Microtubule associated domain
FERM - protein 4.1/ezrin/radixin/moesin domain KIN - Kinesin motor

PDZ - PSD-95, Disc-large and ZO-1 FHA - Forkhead association domain
PXA - PX-associated domain A CC - Colled-coil domain

RGS - Regulator of G-protein signalling domain UNKNOWN - unidentified structures

3. dbra: Az SNX fehérjék alcsalddokba soroldsanak sematikus abrdzoldsa
Az SNX fehérjecsaldad kozos jellemzdje az okkersargdval jelolt PX domén. A fehérjéket tovabbi specifikus

doménjeik alapjdan kiilonbozé alcsaladokba soroljuk. (eredeti, médositatlan abra Vieira et al., 2021.)

1.4 Snazarus

A Drosophila melanogaster egyetlen SNX-TM fehérjével rendelkezik, a CG1514
szamu Snazarus-szal (Snz), mely megfeleltethetd a fentebb emlitett human SNX25-tel. Az Snz-
vel kapcsolatos els6 tanulmanyokat larvalis zsirtestben végezték, és a funkcidvesztéses
mutansok ¢lettartamanak meghosszabbodasarol szamoltak be. Ezért nevezték el a szerzok ezt a
gént sorting nexin lazarus-nak, roviden snazarus-nak, utalva ezzel a bibliai Lazar
feltimadasara (Suh ¢és mtsai. 2008). A kozelmultban azonositottdk az Snz molekularis
funkcidjat is, mely szerint részt vesz a lipidmetabolizmus szabalyozasaban, fenntartva a normal
lipidcsepp eloszlast a larvalis zsirtestek sejtjeiben azaltal, hogy membran érintkezési pontokat

biztosit az ER, a plazmamembran és a periférias lipidcseppek kozott (Ugrankar és mtsai. 2019).

21



A zsirsejtek fontos feladata, hogy zsirtartalékaikat egyszerre raktarozzak hosszu tava
felhasznalasra, és mindekdzben konnyen mobilizalhatéak is legyenek olyan nagy energia
sziikségletii ¢lettani folyamatok vagy valsagok ellatasara, mint a metamorfozis, vagy az ¢hezés.
E két funkcio egyidejii fenntartasdnak modja részben még ismeretlen, de bizonyosan dsszetett
szabalyozas alatt all, és jelentGs térbeli és anyagcsere kihivasokat jelent a sejt szamara (Arrese
¢és Soulages 2010). A Drosophila zsirtestsejtekben térben elkiiloniild, funkcionalisan eltérd
lipidcsepp csoportokat talalhatunk. A periférias lipidcseppek a sejtfelszin kozelében talalhatoak
és kozvetlen kapcsolatban allnak a plazmamembrannal. Ehezés hatasara mennyiségiik és
méretiik megvaltozik. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy a benniik 1évd lipidek mobilizalodnak,
hogy tapanyagot biztosithassanak az ¢hezd larvalis szoveteknek a lipoforin transzferazok
segitségével. A sejt belsejében talalhato, medialis lipidcseppekben tarolt zsirok a periférids
lipidcseppekbdl szarmaznak (elegendé taplalék esetén az ER-en keresztiil jutnak ide), illetve a
sejt de novo FASN1- (fatty acid synthase 1) fliggé mddon is szintetizalja 6ket. Az Snz fehérjét
a lipidcsepp homeosztazis szabalyozojaként is jellemzik, amely az ER-plazmamembran-
lipidcsepp (ER-PM-LD) érintkezési pontokon talalhatd, ahol eldsegiti a triacil-gliceridek
lipidcseppek formajaban torténd tarolasat (4. abra) (Ugrankar és mtsai. 2019).
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4. dabra: Az Snz-t tartalmazo ER-PM-LD érintkezési pont modellje Drosophila ldrvalis zsirsejtben

Drosophila zsirsejtekben az Snz a sejtek periféridjan helyezkedik el, és kolokalizal az ER-PM érintkezési
pontok markerével, a AMAPPER-rel. Ugrankar és munkatdrsai eredményeik alapjan egy olyan modellt dolgoztak
plazmamembranhoz (PM) kotédik, mig C-termindlis része (CN) egy szintetizdalodo lipidesepphez (LD) képes
kapcsolodni, igy részt vesz a lipideseppek kialakuldasdban az ER-PM-LD érintkezési pontokon keresztiil (modositva
Ugrankar et al., 2019 utan).
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A kozelmultban az Snz fehérjét a zsirszovetben az autofag fluxus, azaz az autofag
lebontasi rendszeren ataramlé anyag mennyiségének szabalyozdjaként is azonositottdk a
ref(2)P (refractory to sigma P) kovetésével. A ref(2)P a human p62 autofag szubsztrat
Drosophila ortologja, igy egyszerre rendelkezik egy ubiquitin k6té doménnel, és egy Atg8 kotd
doménnel. E16bbi UBA (Ubiquitin-associated domains) elnevezésii doménjével kapcsolodik a
lebontasra kijelolt fehérjékhez, mig Atg8 kotd LIR (LC3 interakcids régié) motivuman
keresztiil képes kapcsolodni az autofagoszomakhoz, ezaltal el0segitve 6nmaga €s a lebontando
fehérje szelektiv lebontasat. A kisérlet soran az talaltak, hogy mig vadtipusban a ref(2)P az
autofagoszomakba keriil, majd a lizoszomakkal torténd fuziot kovetden lebomlik, addig Snz
hianyaban felhalmozddik a zsirsejtekben, amely az autofag fluxus hibajara utal (Lauzier €s

mtsai. 2022).

1.5 Drosophila modellsejtek
1.5.1 Garland nefrocita mint human podocita modell

Munkam soran az ecetmuslicat, latinul Drosophila melanogaster-t hasznaltam

modellszervezetként.

A Drosophila kutatasi célokra torténd felhasznaldsa ma mar évszazados multra tekint
vissza. Ennek oka az egyszerli és koltséghatékony fenntarthatésag, kis helyigény, a gyors
reprodukcidos 1d6, viszonylag egyszerti genetikai manipuldlhatosag és az alacsony
kromoszémaszam (csupan 4 db kromoszoma). Mindezek mellett az in vitro sejttenyészetekkel
szemben nagy elonye, hogy kisérleteink soran egy élolény komplex rendszerét vizsgaljuk,
melyben a sejtek folyamatosan kommunikalnak, és hatnak egymasra a kzds cél, az ecetmuslica

megfeleld fejlodésének, és génjei tovabb drokitésének céljabol.

Kisérleteim soran elsddleges modellként larvalis garland nefrocitdkat alkalmaztam,

melyek az ecetmuslica kivalasztd szervrendszerének részei.

A valdédi szovetes allati szervezetekben a kivalasztd szervrendszer feladata, hogy
megszabaditsa az egyedet a méreganyagoktol és fenntartsa a homeosztatikus egyenstlyt. Annak
ellenére, hogy a kiilonbozd allatfajok kivalasztd szervei nagyban eltérnek egymastol, mégis két
koz0os alapfeladattal rendelkeznek (Denholm és Skaer 2009; Weavers és mtsai. 2009). Ezek az

ultrasziirés, mely kovetkeztében Iétrejon az elsédleges szirlet, illetve a sziirlet tubulusokban
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torténd modositasa, mely magaba foglalja az aktiv szekréciot €s a reabszorpciot. A gerinces
vese alapvetd szerkezeti €s funkcionalis egysége a nefron, amely egy, az ultrasziirést biztosito
vesetestecskébdl (glomerulus és Bowman-tok egyiittese), és egy vesetubulusbol all, amelyen

végighaladva az elsddleges sziirlet vizeletté alakul.

A gerinces vese jelenleg leggyakrabban alkalmazott modellrendszere az egérvese. A
modell elényei vitathatatlanok, ellenben megvannak a maga hatranyai is, mint a kdltséges
fenntartas, a hosszl generéacios id6 és persze az allatjoléti szempontok is mérlegelendéek. gy
sziikségszerii az alternativ modellek keresése, alkalmazasa (Helmstddter, Huber, és Hermle

2017).

Gyakran mint gerinces jellemzé tekintenek a nefronokra, de azért a ,,nefronszeri”
jellemzok szamos gerinctelen szervezetében megtalalhatok, ami felveti annak a lehetdségét,
hogy a gerincesek kivalasztd rendszeriik 0sszetevoit gerinctelen Gseiktdl 6rokoltek (Ruppert
1994).

A Drosophila nefrocitat eldszor Alexander Onufrievich Kowalevsky irta le 1889-ben,
és ,tarolovesének” nevezte el, mivel azt tapasztalta, hogy képes megkotni és tarolni a
hemolimfabol szarmazd anyagokat (Denholm ¢és Skaer 2009). Erre a sejttipusra az elmult
évtizedekig csak korlatozott érdekldédés iranyult, mignem felfedezték, hogy figyelemremélto
anatémiai, molekuldris ¢és funkciondlis hasonlosagot mutat a gerincesek podocitdival
(Helmstédter és mtsai. 2017). Az elmult évtizedben egyre nagyobb jelentdséggel hasznaljak a
human podocitak miikodésének részletesebb megismerésére, illetve a vese megbetegedéseinek

(nefropatiak) tanulmanyozasara (van de Leemput, Wen, és Han 2022).

A gerinces vesében a podocitdk vagy labassejtek kulcsszerepet jatszanak a vese
filtracios gatjanak kialakitasaban és fenntartasaban. Ezek a sejtek alkotjak a Bowman-tok
zsigeri falat, és komplex szerkezetet hoznak létre a glomerulust alkotd Kapillarisok koré
szorosan rendezédve. A podocitak labnyulvanyai tn. résmembrannal (slit membrane) vagy
diafragmaval kapcsolddnak egyméshoz, amelyen kb. 30-50 nm atmérdji porusok talalhatoak,
¢s a negativ toltésti glomerularis alaphartyaval (glomerular basal membrane, GBM) egyiitt
méret- ¢s toltésszelektiv sziirdgatat alkotnak (D’agati, Kaskel, és Falk 2011). Ennek a
szlirbgatnak a karosoddsa vagy lebomlédsa proteinuridhoz és végiil veseelégtelenséghez vezet

(Patrakka és mtsai. 2000).
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Bar a rovarok kivalasztd rendszere mas funkciondlis és szerkezeti egységekbe
rendezddik, mint a gerinces nefronok, a sejtmorfoldgia és a fehérjeexpresszid jelentds
hasonldsagai evolucios Osszefiiggésre utalnak (Weavers és mtsai. 2009; Zhuang €s mtsai.
2009). A rovarok kivalasztd szervrendszere tobb, egymastdl fizikailag elkiiloniilé egységbdl
all: a Malpighi-tubulusokbol ¢és két kiilonalldé nefrocita populaciobol. Az ecetmuslica
kozépbeléhez csatlakozd Malpighi-tubulusok feladata az ultraszlirlet képzése, az
ozmoregulacio, illetve a nitrogéntartalmi salakanyagok hemolimfabol torténé eltavolitasa
(Denholm ¢s Skaer 2009). A perikardialis nefrocitdk a szivesé mellett sorakoznak, mig a
garland nefrocitadk a nyeldcsovet oOlelik koriil gyongysorszeriien. A nefrocitak feladata a
hemolimfa megtisztitasa, 0Osszetételének szabdlyozdsa. A nefrocita plazmamembran
betiirddéseivel jonnek 1étre a gerinces podocitak labnyulvanyainak megfeleltethetd struktarak,
melyek egyiittese alkotja a labirintus csatorna- vagy lakunahalozatot. A lakunak bejarata
keskeny, kb. 30 nm széles, és egy specialis fehérjék alkotta sztir6gattal rendelkezik, amelyet
nefrocita diafragmanak neveziink. Minden nefrocitat egy negativ toltésti alaphartya borit be,
ami a diafragmaval k6z6sen alkot toltésszelektiv sziirdgatat, mely hatékonyan zarja ki a 10-12
nm-nél nagyobb atmérdjii részecskeéket (Weavers és mtsai. 2009). A hemolimfabol a szlirdgaton
atjut6 molekuldk, anyagcsere-végtermékek és egyéb részecskék endocitozissal keriilnek be a
nefrocitak citoplazmajaba, ahol az endoszomalis halézatban haladva kiilonb6z6é sorsra
juthatnak: modositas, reciklizacio, lebontés vagy ¢lethosszig tartd izolacié (Denholm és Skaer

2009).

A diafragma molekularis komponensei erds evolucios konzervaltsagot mutatnak
(Zhuang és mtsai. 2009). A diafragma {6 6sszetevoi emberben a NEPHL (Nephrin-like 1) és a
nephrin, mig Drosophila ortologjaik a Dumbfounded (Duf) és a Sticks and Stones (Sns). Ezek
az immunglobulin szupercsalad tagjai, amelyekrdl ismert, hogy tobbek kozott sejtadhéziot
kozvetitenek, és adaptorfehérjéiken keresztiil befolyasoljak a citoszkeletalis szervezddést. A
Duf szamara ilyen intracellularis, aktinhoz kapcsolodd adaptorfehérje a polychaetoid (Pyd)
(human megfeleléje a zonula occludens-1, ZO-1), mely elésegiti a Duf és az Sns
Osszekapcsolddasat a diafragmaban. A szlirdgatat alkotd tovabbi adaptorfehérjékrol
(podocin/Mec2 és CD2AP/CG31012) kevesebb ismeret all rendelkezésiinkre, de az bizonyos,
hogy mind emberben, mind pedig Drosophiliban sziikségesek a diafragma megfeleld
miikodéséhez, hiszen hianyukban a diafragma koros elvaltozasait tapasztaltak (5. abra) (van de

Leemput és mtsai. 2022).
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A legtobbet vizsgalt, diafragma-defektushoz kotott megbetegedés a finn tipusu
velesziiletett nefrotikus szindroma (NPHSI, a nephrin genetikai hibai altal okozott human
betegség) (Patrakka és mtsai. 2000), mely mar jol modellezhet6 az sns és/vagy duf mutans
muslicdkban, ahol a diafragma teljes hidnyat tapasztaltak, és a sejt sziirési képességei sulyosan

karosodtak (Weavers és mtsai. 2009).

A B
Podocita Nefrocita
labnyulvanyok /Iakt’lna
podocin Z0-1 Mec2
CD2AP @i, nephrin Cindr lmfr \@ Pyd
NEPH1 00000 Duf 0 Sns
glomerularis alaphartya alaphartya
e e TR
endothel sejt
Vér Hemolimfa

5. dbra: A humdn és a Drosophila diafragma fehérjék elrendezddésének sematikus abrdzoldsa

A bal oldali dbra a humdn glomerularis filtrdcios gat szerkezetét mutatja (A). A podocita labnyulvanyok
kozotti diafragma fehérjék szervezodésével és az alattuk lathato alaphdrtya segitségével jon létre a méret- és
toltesszelektiv sziirégat, mely a glomerularis kapillarisok koré szervezodve végzi el a vér sziirését. A jobb oldali
panel a Drosophila nefrocita sziirégatiat mutatia be (B), ahol a sziirésért felelds diafragma fehérjék a
plazmamembran betiirodése kovetkeztében létrejott lakundk bejarataban iilnek. A diafragma alapvetd Osszetevoi

erdsen konzerviltak a Drosophilatol az emberig (modositva van de Leemput et al., 2022 utdn).

Bar, ahogy fentebb irtam, a Drosophila nefrocitak és a gerinces podocitak nagyon
hasonléak szerkezetiikben, mégis fontos kiemelni, hogy a diafragma topoldgiai viszonyai
kiilonbozéek a két sejttipus esetén. A podocitdk specidlis hamsejtek, amelyek szorosan a
glomerularis kapillarisok koré tekeredve végzik el szird funkciojukat. Az wujjszertien
Osszefonodd ladbnytlvanyokon keresztiill a szomszédos podocitdk szorosan kapcsolodnak

egymashoz (interdigitalodnak), és kozottiik alakul ki a diafragma fehérjék komplexe.

Az ecetmuslica esetében az egyes nefrocitdk egymastol fliggetleniil 1étezd sejtek,
melyek ugyan egymds mellé¢ rendezdédtek, de nincs kozottik interdigitacid. A podocitak
labnyulvanyaihoz hasonlod struktarak pedig az egyes sejtek plazmamembranjainak

bettirddésével jonnek l1étre (6. dbra) (Kawasaki és mtsai. 2019).
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6. dbra: A humdn podocitik és a Drosophila nefrocitak osszehasonlitasa

Egy glomerulus sematikus rajza (A). A podocitik epitelidlis rétege (P) koriilveszi a glomeruldris
kapillarisokat, és a Bowman-tok vékony parietdlis rétegén (sarga nyilak) keresztiil a vesetubulusban (RT)
folytatodik.  AA, afferens arteriola; EA, efferens arteriola. 4 glomerulus falanak hagyomdnyos
elektronmikroszkdpos (EM) képe (B). A podocita labnyulvanyok kozotti diafragma fehérjék (sarga nyilhegyekkel
Jjelzett halvany sdvok) és az alattuk taldlhaté alaphdrtya alkotja a sziirégatat. Perikardidlis sejtek sematikus
dbrazolasa (C) - ezek a sejtek funkciondlisan egyenértékiiek a garland nefrocitikkal, azzal a morfologiai
kiilonbséggel, hogy utobbiak nem egy, hanem két sejtmaggal rendelkeznek. A nefrocitik esetében a podocita
labnyulvanyokkal megfeleltethetd struktira az egyedi sejtek plazmamembran betiirédéseivel jon létre, ezekben a
lakiindkban iilnek a hemolimfa sziiréséért felelds, diafragma fehérjék alkotta komplexek. Egy nefrocita
periférigjanak EM képe (D). Az elektronlucens betiirédések bejaratandl lathatéak a (sarga nyilhegyekkel jelolt)
denzebb, diafragma fehérjék alkotta komplexek. Az EM képeken a skdla: 200 nm. (Mddositva Kawasaki et al.,
2019 utdn).

A legujabb tanulmanyok is alatdmasztjak a Drosophila nefrocitak alkalmassagat, mint
vesebetegség modell. A szteroid-rezisztens nefrotikus szindroma (SRNS) esetében, amely a
veseelégtelenség gyakori oka, tobb mint 50 kiilonbozd gén mutéacidjat azonositottak a betegség
monogenetikus okaként (Bierzynska és mtsai. 2017; Lovric és mtsai. 2016). Kiterjedt vizsgalat
sorozatot végeztek ezeknek a géneknek a Drosophila ortologjaira mutans nefrocitakon,
melyekkel igazoltak, hogy a gének tobb, mint 50 %-a konzervalt szerepet jatszik a
kivalasztasban a muslicaktol az emberekig. Ez azt mutatja, hogy a Drosophila értékes és

egyszer( allatmodell, amelyben az SRNS-hez kothetd gének tobbségét vizsgalni lehet (Fu és
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mtsai. 2017; Hermle és mtsai. 2017). A nefrocitdk diabétesz modellként is alkalmazhatoak.
Megfigyelték, hogy azoknadl az ecetmuslicaknal, ahol a taplalék szachar6z tartalmat
megemelték, a nefrocitdk mukodése megzavarodott, tovabba az Sns diafragma fehérje

expresszios szintje lecsokkent (Na és mtsai. 2015).

1.5.2 A garland nefrocita mint endoszomalis rendszer modell

A garland nefrocitdk folyamatosan aktiv endocitozissal érik el a hemolimfa
Osszetételének egyenstlyban tartasat. Ennek a rendkiviil magas endocitotikus aktivitasnak a
kovetkeztében az endolizoszomalis rendszer alkotta vezikulahalézat kitolti a citoplazma nagy
részét, és az endoszomalis érés fazisai jol elkiiloniild, koncentrikus kordkbe rendezddd
vezikulum populaciokat alkotnak a plazmamembrantol a sejtmag felé haladva. A Rab5 vagy
Rbsn-5 antigének fluoreszcens immunhisztokémiai kimutatasat alkalmazva, kozvetleniil a
plazmamembran alatt lathatova tehetdek a korai endoszomak. A sejtmag felé haladva a
kovetkezo réteget nagyobb méretii, Rab7-re pozitiv vezikulumok, tehat a késéi endoszomak
adjak, mig a sejtmag koriil lathatdoak a joval savasabb, Lampl-pozitiv, Kisebb méreti

lizoszémak (7. abra) (LSrincz és mtsai. 2016).

Ezt a szigortan rendezett, sivos mintdzatot hasznaltuk fel kisérleteink alapjaként.
Hiszen, ha elrontunk egy, az endoszomalis rendszer szabalyozasaban szerepet jatszo fehérjét,
azonnal felborul ez a kategorikus rendezettség. Jo példa erre a mar ismert HOPS (homotypic
fusion and vacuole protein sorting) komplex alegység, a Vps39 csendesitése, amely markans
fenotipust mutat. A Vps39 hidnya esetén a HOPS képtelen a késdi endoszoémak és a lizoszémak

crer

gyuriik felhalmozodasahoz vezet a nefrocitakban (Lérincz és mtsai. 2016).
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7. abra: Egy garland nefrocita ultrastrukturdlis képének részlete

A bal oldai panelen (A) az EM képeknél jellemzé jeloléssel ellatva, az a-val jelolt, denz csapadékot
tartalmazo, nagymeéretii elektronlucens vezikulumok a késéi endoszomdkkal, mig a f-val jeloltek a joval kisebb,
vilagosabb beltartalmu lizoszomdkkal feleltethetéek meg. A nyilak a plazmamembrant koriilvevé alaphartyat
jelolik. A szinezett abran (A°) jol lathato, ahogy a garland sejtek citoplazmdjaban hatarozottan elkiilonitheto
rétegeket alkotnak az endoszomadlis rendszer résztvevdi. Magentdaval kijelolve a sejt periféridjan lathatjuk a korai
endoszomakat, melyeket a sejtmag iranyaba haladva felvaltanak a nagyobb méretii késéi endoszomdak (zéld), és

végiil a lizoszomdk (sarga). A skdla 2 um-t jelol. (Mddositva Lérincz et al., 2016 utdn).

1.5.3 A nyalmirigy mint exocitézis modell

A Drosophila larva nyalmirigyének kett6s funkcidja van. Elsésorban nyalat termel,
hogy eldsegitse a larva taplalékfelvételét és emésztését, viszont a posztembrionalis fejlodés egy
kés6bbi pontjan, kb. 14 6raval a babképzddés elétt megvaltoztatja funkciojat. A larva befejezi
a taplalkozast és felkésziil a bebabozddasra: szilard feliiletet keres, amelyhez kikotheti magat a
metamorfozis idejére. Ezalatt a nyalmirigysejtek megkezdik a ragasztbanyag, az un. glue
granulumok szintézisét, mely a metamorfo6zis kezdetén szekrécidval {iriil a nyalmirigysejtekbol
a nyalmirigy kivezetdcsatornajaba, onnan pedig a kiilvilagba, szilard feliilethez tapasztva ezzel
az allatot. A nyalmirigyek feleslegben termelik a ragasztéanyagot, igy a nagymértékii
exocitozist kovetden is maradnak glue granulumok a nyalmirigysejtekben, melyek
lizoszomakkal egyesiilve lebomlanak. Ezt a folyamatot krinofagianak nevezziik (Csizmadia és
mtsai. 2018).

Kisérleteink soran a fentebb leirt folyamatot modellként hasznalva, a glue granulumok

fluoreszcens kdvetését hasznaltuk az exocitozis vizsgalatara.
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2. Célkitiizés

Az eukariota sejtek fo anyagfelvételi utvonala az endocitdzis, melynek szabalyozasaért
szamos fehérje felelds, mint példaul az SNX fehérjecsalad tagjai, melyek kozos jellemzdje a
foszfatidilinozitol-foszfat kotésért felelds konzervalt PX domén. Az SNX fehérjéket
doméndsszetételiik alapjan tovabbi alcsaladokba soroljuk. Az SNX-TM alcsalad tagjait szamos
emberi megbetegedéssel hoztak kapcsolatba. Drosophilaban csupan egyetlen SNX-TM fehérje
ismert, a human SNX25 homolog Snz fehérje, melyrdl rendkiviil kevés irodalmi adat all
rendelkezésiinkre az endoszomalis rendszer vonatkozasédban. Ezért doktori tanulményaim soran
célul tiztem ki az Snz endoszomalis rendszerben betdltott szerepének megértését garland

nefrocitakban.

ElsOkeént célul tiiztiik ki az snz funkciovesztés hatasanak vizsgélatat, hogy klasszikus
genetikai megkozelitéssel a fehérje hidnyaban kialakult fenotipusbol kozvetkeztethessiink

annak szerepére.

Mivel ismert, hogy az SNX-TM fehérjék nem kanonikus, PI(3)P preferenciat mutato
PX doménnel rendelkeznek (Amatya €s mtsai. 2021), ezért kivancsiak voltunk, hogy mely

endomembran kompartmenthez képes kotddni.
Célul tiztiik ki az Snz esetleges kdlcsonhato partnereinek kimutatasat.

Szerettiik volna megvizsgdlni az snz funkcidvesztés hatasat a fobb endomembran
kompartmentekre, mint a korai endoszomak, a késéi endoszoémak, a lizoszomak, €s a reciklizalo

endoszomak.

Fontos volt szamunkra, hogy vizsgalatokat végezzilk, az Snz sejten beliili
lokalizaciojanak feltarasdhoz. Mivel irodalmi adatok alapjan zsirtestekben az Snz szerepet
jatszik a lipidmetabolizmusban, azaltal, hogy fenntartja az ER-PM-LD érintkezési pontokat
(Ugrankar és mtsai. 2019), ezért ellendrizni szerettiik volna, hogy garland sejtekben is hasonld

szereppel bir-e az Snz.
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3. Anyagok és modszerek

3.1 A Kisérletekhez hasznalt Drosophila melanogaster torzsek és tartasi
koriilményeik

A muslicékat standard, élesztdbdl, kukoricalisztbdl és agar agarbol eldallitott tdptalajon
iivegfioldkban vagy nagyobb volumenti felszaporitasuk esetén ,.ketchupos” iivegeken neveltiik.
Minden esetben odafigyeltiink, hogy a szaporodashoz optimalis stabil 25 °C-on ¢éljenek, és a
kisérleteket is ezen a homérsékleten végeztiink. Leggyakrabban RNS interferencia (RNSI)
torzseket kombinaltunk az Gal4-UAS (Galactose Metabolism 4 - Upstream Activation
Sequence) rendszerrel, melynek nagy elénye, hogy segitségével a célzott gének csendesitését
szovetspecifikusan idézhetjiik eld. A keresztezéseket kovetd 2. napon az adult allatokat friss
fiolara raztuk és a petéket 29 °C-ra helyeztiik, amig az L3 larvastadiumot elérték (azaz a
boncolas idejéig). Hiszen az UAS és a Gal4 optimalis kapcsolodasi hémérséklete 29 °C, azaz
ezen a hdmérsékleten a leghatékonyabb a génexpresszid. A garland sejtek esetében prospero-
Gal4 (pros-Gal4), a nyalmirigy esetében forkhead-Gal4 (fkh-Gal4) drivert hasznaltunk az
RNSi vagy mas, UAS-sel vezérelt konstrukciok hajtasara. A kisérleteink soran hasznalt

torzseket az 1. tdblazat mutatja be.
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Torzs neve TﬁrZSk6Zp0£1t VagY | Térzsszam
SZerzo

mCherry RNSi (kontroll) BDSC 35785
snz RNSi 1. BDSC 39036
snz RNSi 2. VDRC 105671
Vps39 RNSi VDRC 40425
Vhal6-1 RNSi VDRC 49291
Sec5 RNSi BDSC 27526
Rabll RNSi BDSC 27730
tbc1d8b RNSI BDSC 32929
UAS-GFP-Rab5 BDSC BL43336
UAS-EYFP-Rab11Q70L (Rab11%) BDSC 9791
UAS-Rab11-3xHA (Rab11"T) FIyORF F001035
pros-Gal4 Bechtel et al. 2013
glue-dsRed; fkh-Gal4 Costantino et al. 2008
snz nullmutans Ugrankar et al. 2019
UAS-dMAPPER-Cherry Ugrankar et al. 2019
UAS-snz-GFP Ugrankar et al. 2019
hs-Flp; UAS-Dcr2; Actin>CD2>Gal4 UAS-Rab7-GFP [ Lérincz et al. 2016
hs-Flp; UAS-Dcr2; Actin>CD2>Gal4 UAS-Lampl-GFP | Lérincz et al. 2016

1. tablazat: A kisérleteink sordn alkalmazott torzsek és szarmazdsuk

A kisérletek soran haszndlt torzsek tobbsége valamelyik nemzetkozi torzskozpontbol szarmazik, mint a
Bloomington Drosophila Stock Center (BDSC), a Vienna Drosophila Resource Center (VDRC) vagy a ziirichi
ORFeome Project a FIyORF. A tobbi esetben a tablazatban jeloltem a szerzot, akinek jovoltabol felhasznalhattuk
Oket.

Standard genetikai keresztezéseket hasznaltunk az UAS-snz-GFP vagy az UAS-EYFP-
Rab11Q70L riporterek prospero-Gal4-tartalma vagy tub-Gal4-tartalma kromoszémaval valo
rekombinalasara (Fiiggelék 1. abra). A menekitési kisérletek esetében stabil torzseket
allitottunk be a kovetkezd genotipusokkal: snz¥®; +; pros-Gal4, UAS-snz-GFP/TM6Tb és
snzKO; +; tub-Gal4, UAS-snz-GFP/TM6Th (Fiiggelék 2. abra).
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3.2 Garland nefrocitak lathatova tétele

3.2.1 Fluoreszcens Immunjelolés

A garland sejtek immunfestéséhez a megfeleld jelolédés érdekében 2 napos protokollt
valasztottunk. A petéztetést kovetden 29 °C-on fejlodott, L3 vandorld stddiumu larvakat
fénymikroszkop alatt szobahdmérsékleten egy 25-30 ul-es PBS (Phosphate Buffered Saline)
cseppben boncoltuk. A szajkampoét és a kutikulat a test kozéptajan megfogva kiforditottuk a
larvat, és kiemeltiik a tapcsatornat egy rovid nyeldcso szakaszt és a kozépbelet meghagyva. A
mikroszkopos elemzés érdekében eltavolitottuk a vakbeleket is, hogy azok a minta fedésekor
nehogy raforduljanak a garland sejtekre. Ezt kovetéen 2 ml-es Eppendorf ProteinLoBind®
mikrocentrifuga csovekbe helyeztilk a mintakat. Altaldban 8-10 db allatbol szarmazé minta
keriilt egy cs6be, ahol 3,7%-0s formaldehiddel 45 percig fixaltuk Oket. A fixaldszer
eltavolitasahoz és a mintak permeabilizalasahoz 3x15 perces PBTx-es (0,1% Triton X-100
PBS-ben oldva) mosast végeztiink, mikdzben billegbasztalon enyhén billegtettiik a csdveket.
Ezt kovetéen blokkold oldatra cseréltik a PBTx-et, (ami 5% FCS-sel (Fetal Calf Serum)
kiegészitett PBTx oldat) és 1 o6ran at inkubaltuk. Ezt kovet6en keriiltek a mintakra az els6dleges
ellenanyagok, amit szintén blokkolo oldatban oldottunk a 2. tdbldzat szerinti higitasban. A
mintdkat még mindig billegtetve a 4-8 °C kdzotti hdmérsékletet tartd standard hiitészekrénybe
helyeztiik egész éjszakara. Masnap tjra szobahémérsékleten dolgoztunk tovabb. Ujfent 3x15
perces PBTx-es mosas kovetkezett, majd 1 6ra blokkol6 oldatban torténd inkubacié, majd pedig
2 oras inkubacié a megfeleld masodlagos antitestekkel kiegészitett blokkolo oldatban. Innentdl
kezdve a mintdkat folyamatosan fénytdl elzart dobozban taroltuk, a fluoroféorok megovasa
érdekében. Ujabb 3x15 perces PBTx-es mosas kovetkezett, de ez esetben a 3. PBTx oldatot
DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) sejtmagfestékkel egészitettiik ki. A felesleges DAPI-t 2x15
perc PBS-es mosassal tavolitottuk el. A mintakat targylemezre helyeztiik, majd VectaShield
(Vector Laboratories H-1000) fedémédiummal és fed6lemezzel fedtik. A fedblemezt

koromlakkal kdrbelakkoztuk, hogy az a mikroszkopos vizsgalatok soran ne mozdulhasson el.

Az altalunk hasznalt és tapasztalataink szerint gyenge jelet ado és/vagy gyorsan fakulod
GFP (Green Fluorescent Protein) és EYFP (Enhanced Yellow Fluorescent Protein) riportereket
expresszalo mintakat anti-GFP immunjeldléssel lattuk el, hogy megfelelden detektalhato, tartos

jelet kapjunk.
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A minta el0készités és a boncolas, illetve a fedés minden kisérlet tipusban megegyezett
a fentiekben leirttal, igy a tovabbiakban csak abban az esetben térek ki rajuk, ha valamilyen

oknal fogva ettdl eltértiink.

Elsodleges ellenanyag Higitas Szerzo/Gyarto
poliklonalis nyul a-Rab11 1:400 Tanaka and Nakamura 2008
poliklonalis csirke a-Sns 1:1000 Hochapfel et al. 2017
monoklonalis egér a-Secb 1:35 Murthy et al. 2003
poliklonalis nytl a-Rab5 1:100 Abcam #31261
monoklonalis egér a-Rab7 1:10
monoklonalis egér a-Cnx99A 1:200

- . . DSHB
monoklonilis egér a-Pyd 1:400 (Developmental Studies Hybridoma Bank)
poliklonalis kecske a-Gmap 1:2000
poliklonalis kecske a-Golgin245 1:2000
poliklonalis csirke a-GFP 1:400 2BScientifc #AGFP-NM
poliklonalis Alexa Fluor 647 kecske a-Hrp | 1:800 | Jackson Immunoresearch #2338967
Masodlagos ellenanyag Higitas Gyarto

FITC szamar anti-csirke

Alexa Fluor 488 kecske anti-nyul
Alexa Fluor 488 kecske anti-csirke
Alexa Fluor 568 kecske anti-nyul
Alexa Fluor 568 kecske anti-egér
Alexa Fluor 568 szamar anti-kecske
Alexa Fluor 568 szamar anti-egér
Alexa Fluor 647 nyul anti-egér

1:800 | Invitrogen - ThermoFisher Scientifc

2. tdblazat: Az immunfestéses kisérleteknél alkalmazott elsédleges és mdsodlagos ellenanyagok

higitdsa és szarmazdsa

3.2.2 Immunfestés hofixalasos modszerrel

A diafragma festéseket Hochapfel et al. 2017 cikke alapjan hofixalassal végeztiik, mivel
a szerzOk tapasztalata szerint az anti-Sns ellenanyag a megszokott, formaldehides fixalassal
nem ad megfeleld jelet. A boncolast kdvetden a mintdkat PBS-t tartalmazo centrifuga
csOvekben gylijtottiik, majd a PBS-t forrasban 1év6 0,03%-0s PBTX-re cseréltiik és azonnal
tovabb forraltuk 1gy, hogy lebegtetd segitségével forrd vizfiirdobe keriiltek, amit 20

masodpercre mikrohulldm siitébe helyeztiink. Ezt kovetden szobahdmérsékleten dolgoztunk
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tovabb, és PBSTw (PBS-ben oldott 0,1% Tween 20) oldattal mostuk a mintdkat 3x10 percen
keresztiil, majd 1 oras blokkolas kovetkezett blokkold oldatban. A blokkol6 oldat ez esetben
PBTwe-ben oldott 1% BSA (bovine serum albumin). A mintakat blokkoldban oldott anti-Sns és
anti-Pyd elsddleges ellenanyagokkal (2. tablazat) inkubaltuk egy ¢éjszakan at hiitében
billegtetve. Masnap szobahdmérsékleten folytattuk a munkat, 3x10 percen at PBTw-ben
mostuk a mintakat, majd a megfelelé masodlagos ellenanyagokkal 2 éran at inkubaltuk. Ujabb
3x10 perces mosas PBTw-vel, majd pedig 2x15 perces PBS-es mosas kovetkezett. Végiil pedig
Vectashielddel fedtiik.

3.2.3 LysoTracker Red jelolés

LysoTracker Red jel6léshez a PBS-ben kiboncolt garland nefrocitdkat hordozé
bélszakaszt LysoTracker Red festéket (1:1000; ThermoFisher Scientific # 1.7528) és DAPI
(1:500, Sigma) sejtmagfestéket tartalmazd PBS oldatban inkubaltuk 5 percen at fénytdl védve,
szobahdmérsékleten. Ezt kovetden a mintakat tobbszor PBS-sel oblitettiik, majd glicerin-PBS

8:2 ardnyll keverékével fedtiik. Mivel fixalas nem tortént, ezért a mintdkat azonnal vizsgaltuk.

3.2.4 Oil Red O festés

Az Oil Red O festés esetében minden alkalommal frissen készitettiik a higitott Oil Red
O oldatot. Ehhez 0,1%-0s Oil Red O (Sigma-Aldrich #00625) izopropanolos oldatot
hasznaltunk, amit 3:2 ardnyban desztillalt vizzel higitottunk, majd szlirdpapiron homogénre
sziirtiink. Hideg PBS-ben kiforditottuk a larvakat, majd azonnal 4%-0s EM tisztasagu
paraformaaldehiddel (PFA) fixaltuk 30 percen at. Ezt kovetéen 3x5 percig PBS-sel mostuk
6ket, majd DAPI-val festettiik a mintakat 30 percig. A festést ujabb 3x5 perces PBS-es mosas
kovette. Ezt kovetéen adtuk a mintakhoz a friss Oil Red O festéket, melyben 30 percen at
inkubaltuk Oket. PBS-ben 3x5 percig mostuk a mintakat, majd kiboncoltuk a garland

nefrocitakat, 100% glicerinnel fedtiik és azonnal mikroszkop alatt vizsgaltuk oket.

3.2.5 Ex vivo nyomjelzéanyag-felvételi (tracer uptake) kisérletek

A sejtek hossza tavu életben tartdsahoz ezeknél a kisérleteknél mindig frissen készitett
Shields és Sang M3 (Sigma Aldrich #S8398) Drosophila melanogaster sejtekre optimalizalt

tapoldatot hasznaltunk a boncoldshoz és a nyomjelzéanyag beoldasahoz egyarant. Boncolast
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kovetden a mintakat BSA DQ Green-nel (Thermo Scientifc #D12050) és/vagy BSA Alexa-647-
tel (Thermo Scientifc #A34785) vagy Avidin TexasReddel (Thermo Scientifc #A820) 80 pg/ml
koncentracioban kiegészitett tapoldatba helyeztiik a kisérelt tipusatol fiiggo ideig. Az un. pulse-
chase modszert alkalmaztuk. A korai endoszomalis folyamatok vizsgalatahoz 1 percig hagytuk
a sejteket a nyomjelzé anyagot tartalmazé tdpoldatban (pulse) majd friss tapoldattal mostuk
Oket ¢és 9 perc inkubdcios id6t hagytunk a sejteknek (chase), ezt kovetden konfokalis
mikroszkop alatt azonnal vizsgaltuk oOket. Az endoszomadlis érés késObbi 1épéseinek
vizsgalatahoz 5 perces pulse és 30 perc chase periddust hagytunk a sejteknek, mig a
lizoszomalis lebontast célzo kisérleteknél ezzel szemben 1 oras chase-t alkalmaztunk. A

mintakat M3 oldatban fedtiik, és konfokalis mikroszkop alatt elemeztiik.

3.2.6 Channel diffusion assay

A lakunak direkt jelolésére az tigynevezett channel diffusion assayt (CDA) vagy
diffuzion alapul6 csatorna feltdltéses eljarast alkalmaztuk Milosavljevic et al. 2022 munkéja
alapjan. A mintakat M3 oldatban boncoltuk, majd az M3 oldatot leszivtuk és 30 ul 4% PFA
cseppre cseréltiik, melyben egy rovid, 5 perces elofixalas tortént. Ezt kovetéen 1,5 ml PBS
tartalma 2 ml-es mikrocenrifuga csébe helyeztiikk a mintakat, majd 3x10 percen at PBS-ben
mostuk oket jégen tartva. Szintén jégen M3 médiumban oldott BSA647-ben inkubaltuk 15
percen keresztiil, majd egy gyors PBS-es o6blités utan 20 perces PFA-val torténd fixalas
kovetkezett. Ujabb gyors PBS-es 6blités utan 15 percen at DAPI sejtmagfestékkel inkubaltuk a

mintakat, majd 2x10 perces PBS-es mosast kdvetden Vectashield médiummal fedtiik.

3.2.7 Elektronmikroszkopos vizsgalatok

A nefrocitakat jégen, jéghideg PBS-ben boncoltuk majd egy éjszakara hiitészekrénybe
(4 °C), billegbasztalra helyeztiikk 6ket natriumkakodilat (pH=7,4) alapt, 3,2% PFA, 0,5%
glutaraldehid, 1% szachar6z és 2 mM kalcium-klorid tartalmu fixald oldatba. Mésnap mar
szobahdmérsékleten dolgoztunk tovabb. A fixaloszert 3x30 perc natrium-kakodilatos mosassal
tavolitottuk el, majd a mintakat 1 6ran at 0,5% ozmium-tetroxiddal, ezt kovetéen pedig 30
percig 2% uranil-acetattal utofixaltuk. Az utofixald oldatokat desztillalt vizben oldottuk. A
mintakat folyamatosan toményedd etanolos mosasokkal dehidrataltuk. Végiil pedig a gyarto
ajanlasait kovetve Spurr gyantaba (Merck EMO0300) agyaztuk. Az igy késziilt miigyanta

blokkokat 70 nm-es szeletekre metszettiik és azokat a Reynolds-féle modszerrel
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kontrasztositottuk (Reynolds 1963). A metszeteket Morada (Olympus) kameraval felszerelt
JEM-1011 (JEOL) transzmisszios elektronmikroszkoppal vizsgaltuk 5000-10.000-szeres
nagyitasban, iTEM (Olympus) szoftver segitségével.

3.2.8 Csersavas impregnalas

A csersavas impregnalasnal Kosaka és Ikeda 1983-ban irt cikke alapjan jartunk el
(Kosaka & lkeda, 1983). Roviden dsszefoglalva, a mintakat a fentiek szerint elokészitettiik az
EM vizsgalatra, annyi kiilonbséggel, hogy a 0,5% ozmium-tetroxiddal torténd fixalast kovetden
nem uranil-acetatba keriiltek a mintak, hanem kétszer rovid ideig 1% csersavat tartalmaz6 0,1
M kakodilat pufferben (pH 7,4) oblitettiikk 6ket, majd 1 6ran at maradtak ugyanebben az
oldatban, hogy kellé id6 alljon rendelkezésére a laktnak feltoltddésére. Ezt kovetden pedig

folytatodott a mintaeldkészités a dehidratalassal.

3.3. Képalkotas, szamszeriisités és statisztikai elemzés

Minden festési eljarast tobbszor (legalabb kétszer) megismételtiink. Képalkotashoz a
Zeiss Axio Imager.M2 ApoTome.2 feltéttel felszerelt fluoreszcens mikroszkdpot €s/vagy az
Airyscan detektorral ellatott Zeiss LSM 800 konfokalis mikroszkopot alkalmaztuk. Mindkét
esetben 63x/1,4 Plan-Apochromat (olajos) objektivvel dolgoztunk. A képeket a Zeiss ZEN Pro
szoftverrel rogzitettilk. A mikroszkop ¢€s a képalkotds bedllitdsai azonosak voltak az azonos
tipusu kisérleteknél. Altalaban allatonként 3-5 nefrocitat valasztottak ki a szamszer(isitéshez. A
kiértékelésbe a sejtek kozépsikjaban késziilt képeket valasztottuk ki, tgy, hogy a sejtmag
legszélesebb részét tekintettiik kozépsiknak, hogy a koriilményeket ilyen forman is
standardizalhassuk. A lakunékat és/vagy diafragma fehérjéket célzo kisérletek esetében felszini
(kérgi) és felszin alatti képeket is készitettiink, hiszen az altaluk adott fenotipusos valtozasok

itt a leglatvanyosabbak. Az igy bemutatott abrak esetében ezt minden esetben fel is tiintettem.

A képeket Zeiss ZEN 2.6 Blue Edition és Fiji ImageJ (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA) szoftverekkel elemeztiik. A zaj- és hattérfestédés szintjét csokkentettiik

azaltal, hogy az azonos tipusu kisérletekhez egységes kiiszobértéket alkalmaztunk.

A citoplazmatikus markerek altal lefedett teriiletet ugy kaptuk meg, hogy megmértiik a
sejt altal lefedett teljes teriiletet és kivontuk beldle a sejtmagok teriiletét (DAPI festés alapjan),

végiil az értékeket szazalékositottuk.
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A késbi endoszomak teriiletadataihoz tigy jutottunk, hogy egyenként kijeloltiik a Rab7-
re pozitiv gytiriiket, majd szamszerusitettiik a kijelolés altal lefedett teriileteket, az adatokat

négyzetmikronban (um?) kaptuk meg.

A kolokalizacios elemzésekhez megmértiik a vords €s zold csatornak Pearson-féle
korrelacids egyiitthatdjat az Image] coloc2 bdévitményével, ahol +1 jelenti a tokéletes

kolokalizaciot, 0 a véletlen kolokalizacios eseményt és -1 a teljes elkertilést.

A laktinak mélységét a nefrocitdk atmérdjéhez viszonyitott maximalis csatornamélység

adja meg, melyet a sejtfelszintdl a lakuna legmélyebb pontjara allitott merdlegessel mértiink.

A Rabll-pozitiv struktirdk elhelyezkedésének megvaltozasat a plazmamembrantol
mért tavolsagukkal fejeztiik ki. Az egyes struktirdkat egyenként jeloltik ki és
plazmamembranhoz viszonyitott tavolsagukat egyedileg hataroztuk meg. Hasonléan jartunk el

a lakundk mélységének mérésénél.

A lizoszomalis degradaciot vizsgaldo DQGreen BSA citoplazmatikus jelintenzitasanak
mérésére a Zeiss Zen 2.6 Blue Edition szoftvert hasznaltuk. El6szor lemértiik a teljes sejt zold
fluoreszcencidjanak Osszintenzitasat, majd meghatarozott kiiszobértékeket allitottunk be a
vezikularisnak tekintett intenzitds kijeldlésére, ezt kovetden kivontuk azt a sejt

Osszintenzitasbol.

A statisztikai elemzést minden esetben a GraphPad Prism segitségével végeztik az
adatok eloszlasanak megfeleld statisztikai tesztekkel. A szignifikans kiilonbségeket *-gal
jeloltem: * esetén P<0,05,** esetén P<0,01, ***esetén P<0,001. Nsz = nem szignifikans:
P>0,05. Az eredmények bemutatdsdra kivalasztott abrak reprezentativ képek, tehat a

legnagyobb gyakorisagban eléforduléd fenotipusokat mutatjak be.

3.4 Koimmunoprecipitacio

A koimmunoprecipitaciora felhasznalt allatok pontos genotipusa a kdvetkezo:
snzKO; +; tub-Gal4, UAS-snz-GFP/+
snzKO; +; tub-Gal4, UAS-snz-GFP/UAS-Rab11-3xHA

3 him:2 ndéstény aranyban jol taplalt felnétt egyedeket gytjtottiik koriilbeliil 200 mg
mennyiségben az egyes genotipusokbol. A mintakat 2 ml LBW (25 mM Tris-HCI pH 7,5, 5
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mM MgCl2, 20 mM KCI, 100 mM NaCl, 0,1 x PBS, 10% glicerin és 0,2% Triton X-100,
proteaz inhibitor) pufferben jégen homogenizaltuk Dounce kézi homogenizatorral. A
kivonatokat ismételt centrifugalassal tisztitottuk, tligyelve arra, hogy a lizatum fels
zsirrétegébdl a lehetd legtobbet hagyjunk hatra minden 1épésben. A kivonatokat tovabb
tisztitottuk 300 ul Merck Sephadex-G100-t tartalmazé eldobhat6 oszlopon torténd atsziiréssel.
Az aramlas a gravitacio kovetkeztében tortént. Az igy kapott mintak 750 pl-ét 4 6ran at 30 pl
anti-HA magneses gyongyokkel (Pierce 88837) inkubaltuk, majd alaposan 3x1 ml kotépufferrel
mostuk, végiil 50 pl-ben elualtuk nem redukalé SDS (Sodium dodecyl sulfate) mintapufferrel.

Az eluatumhoz 1:1 aranyban 2x Laemmli oldatot (Sigma, S3401) adtunk és 100 °C-on
5 percig forraltuk. 10%-0s SDS-PAGE gélen futtatuk a mintakat (5ul) 1% input lizatum mellett.
Majd western blot segitségével nitrocelluldz membranra vittiik at. A membrant anti-HA-Hrp
(Roche 12013819001) és anti-GFP (Abcam ab6556), illetve anti-nyal-Hrp (Sigma A0545)
elsddleges és mdasodlagos ellenanyagokkal jel6ltiik, majd ECL Prime reagens (Cytiva22)

mellett rontgen filmen hivtuk eld.
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4. Eredmények

4.1 Snz hianyaban a nefrocitak endocitotikus aktivitasa fokozodik
normal lizoszomalis funkcio mellett

4.1.1 Snz hianyaban megnagyobbodnak a korai és a késéi endoszomak

Kivancsiak voltunk, hogy az Snz az SNX fehérjecsalad legtobb tagjahoz hasonldan részt
vesz-e az endoszomalis rendszer szabdlyozdsdban, és ha igen, miként. Ehhez a garland
nefrocitakat valasztottuk modellként, hiszen folyamatosan aktiv endocitézist folytatnak és az
endoszomalis érés kiilonbozo 1épéseit jelold endoszoma-populaciok jol elkiilonithetd savokat
alkotnak benniik. Ez a mintazat konnyen lathatova tehet6 egy egyszerii immunfestési eljarast
kovetden fluoreszcens mikroszkop segitségével (LOrincz €és mtsai., 2016). A szigoruan
rendezett sdvozottsag felborulasabol kovetkeztethetiink a vizsgalt gén szerepére. Klasszikus
genetikai megkozelitéssel az Snz funkcidvesztéses kisérletek segitségével probaltunk
kovetkeztetni a fehérje szerepére. Az Snz csendesitésére két kiilon torzskézpontbol (BDSC -
RNSi 1. és (VDRC - RNSi 2.) két, egymastol fiiggetlen RNSI torzset rendeltiink. Mivel a két
RNSi altal célzott szekvencia nem fed at, a potencialisan megegyez6 off-target szekvenciak
eléfordulasi valoszinlisége minimalis. A kisérletben L3 vandorld stddiumu larvakat
alkalmaztunk, melyek a petéztetést kovetéen 29 °C-on fejlodtek, hogy az RNSI-t a garland

sejtekben kifejezd pros-Gal4 meghajtoelem miikodését optimalizaljuk.

Els6ként a Rab5 és a Rab7 kis GTP-azok egyidejii immunfestését hajtottuk végre a
kiboncolt garland sejteken. A z6ld jel a Rab5 pozitiv korai endoszémakat, mig a magenta a
Rab7 pozitiv késéi endoszomékat jeloli (8. dbra). A kontroll esetében a sejt periféridjan
lathatjuk az aprobb Rab5 pozitiv strukturakat, mig egy picit beljebb magentaval a kis korokre
emlékeztetd Rab7 pozitiv struktarakat (8. abra, A). Az RNSi konstrukciokat a garlandsejtekben
hajtva azonnal szembe Otlik a késéi endoszomak méretndvekedése, és a sejten beliili
elhelyezkedésiik megvaltozasa. Bar kevésbé szembetlind mértékben, de ugyanez elmondhat6 a

Rab5 pozitiv korai endoszomakrol is (8. abra B-C).

Szamszerlsitettiik az endoszomak méretvaltozasat, hogy dsszevethessiik a kontrollal (9.
abra) A késéi endoszoméak méretndvekedése volt a legszembetiindbb (9. abra, B): a kontroll
esetben mért atlagos teriiletiik 2,23 um? volt, mig az RNSi csendesitések esetében atlagosan

1,5-2x-szeresére néttek. Az RNSi 1. esetében 4,89 um? 4tlagos teriiletet mértiink, mig az RNSi
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2. esetében 3,52 um?t. Mivel a két RNSi vonal fenotipusa nagyban megegyezik, ezért a
tovabbiakban csak az snz RNSi 1. vonalat mutatom be, és mint snz géncsendesités/knockdown
(KD) hivatkozom ra.

snz nullmutans Menekités

Kontroll snz RNAI 2.

oy

a-Rab5 a-Rab7 - kézépsik

8. dbra: Garland nefrocitak korai és késoi endoszomdinak immunfestése

A z6ld Rab5 jeloli a korai endoszémdkat, mig a magenta Rab7 a késéi endoszéomdkat. Mind az snz RNSi
vonalak (B-C), mind pedig a nullmutdns (D) esetében jol lathaté a korai és a késSi endoszémak méretnovekedése
a kontrollhoz (A) viszonyitva. Ezt a fenotipust menekiti a prosGal4-driverrel hajtott teljes hossziisdagu, UAS-snz-

GFP bevitele a nullmutans hattérre (E). A skala a képeken 5 pm-t jelol.

Mike Henne laboratériumabol kaptunk egy CRISPR-rel generalt snz nullmutans torzset,
melyet a WellGenetics allitott eld a szamukra. Az altaluk beinjektalt delécios kazettat
tartalmazo vektort ugy tervezték, hogy az snz gén ATG-start kodonjat megel6z6 188. bp-tol a
stop kondont kovetd 83. bp-ig tartd, 4,5 kb-os deléciot hozzon létre, amely igy teljesen
eltavolitotta az snz-t kodold szekvenciat (Ugrankar és mitsai., 2019). A nullmutinssal
reprodukaltuk az RNSi vonalaknal latott fenotipust. Talan annyi kiilonbséggel, hogy itt a korai

endoszomak méretndovekedése feltiinobb (8. abra, D; 9. 4bra, A).

Standard keresztezési 1épésekkel 1étrehoztuk a prosGal4, UAS-snz-GFP rekombinans
3. kromoszomat (Fiiggelék 1. abra), majd ezt kombindltuk az snz nullmutans X.
kromoszomaval, ezzel 1étrehozva a stabil menekit6 torzset (Fliggelék 2. abra). Ebben a tézsben
lathatoan visszaall a kés6i endoszémak normalis mérete (8. dbra, E). A mutansoknal megfigyelt
4,25 um? atlagos késéi endoszéma teriilet a kontrollra jellemzd atlag 2,29 um?-re valtozik (9.
abra, B). Ezzel igazoltuk, hogy a garland nefrocitakban altalunk tapasztalt endoszoma

fenotipust valoban az snz funkciovesztése okozza.
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9. abra: A korai (A) és a késéi endoszomak (B) méretének szamszeriisitése

Szamszeriisitettiik a korai endoszomak altal lefedett teriilet szazalékos aranyat (4). A grafikonon jol
lathato, hogy az snZ funkciovesztéses genotipusok szignifikans névekedést mutatnak a kontrollhoz képest. A késoi
endoszomdak méretének szamszerisitése soran (B) az egyedi Rab7-pozitiv endoszoma teriileteket meértiik le. Az igy
kapott korte diagramok jol mutatjak az egyedi endoszomak méreteloszlasat. A kontrollhoz és a menekito térzshoz
képest az snz funkciovesztéses genotipusok mind szignifikans késéi endoszoma méretndvekedést mutatnak. A
szignifikans kiilonbségek *-gal jelolve: * esetéen P<0,05, ** esetéen P<0,01, ***esetén P<0,001, ****esetén

P<0,0001.

A fluoreszcens vizsgalatok mellett szerettiink volna részletgazdagabb képet kapni a
latott fenotipusrol, ezért kollaboracios partnereink, Lorincz Péter €s Hargitai David segitségével
elektronmikroszkopos képeket is készitettiink. Az ultrastruktaralis elemzés elénye, a nagy
felbontas mellett, hogy nincs fluoreszcens ellenagyag festés, igy sem a fluoreszcens festék
fakulasaval, sem az ellenanyag kotddéssel kapcsolatos bizonytalansdgokkal nem kell szamolni.
Az EM képeken is jol lathato az snz KD nefrocitdkban a késéi endoszomak méretének
novekedése a kontrollhoz képest. Igy elmondhatd, hogy eredményeinket ultrastruktaralis
elemzéssel is megerdsitettiik az snz KD sejtekben (10. abra). Ezek az eredmények azt mutatjak,
hogy az Snz elvesztése sulyos valtozasokhoz vezet a nefrocitdk f6 endoszomalis

kompartmentumjaiban.
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10. abra: Garland nefrocitik ultrastrukturalis vizsgadlata

Az EM felvételeken a késoi endoszomak, mint elektronlucens, jellemzden kér alaku strukturak ismerhetéek
fel, a belsejiikben elektrondenz csapadékkal. Az snz KD (B) esetében jol lathato a késdi endoszémdk kontrollhoz
(A) viszonyitott méretnévekedése, mely alatamasztia, hogy a fentebb bemutatott fluoreszcens képeken latott
nagyméretii struktiurak valoban a késdi endoszomdknak feleltethetdek meg. N: sejtmag, LD: lipidcsepp, ER:

endoplazmatikus retikulum, LE késéi endoszoma, a skdala 5 pm-t jelol.

4.1.2 Az snz funkciovesztéses sejtekben a lizoszomalis lebontas normalis

A késdi endoszomak méretndvekedésének egyik legvalosziniibb oka valamilyen
lebontasi utvonalon bekovetkezd hiba. Hiszen, ha a késéi endoszoéma képtelen a tartalmat
eltavolitani, de folyamatosan kapja a vezikularis utanpotlast, akkor egyre nagyobb endoszomak
képzddnek. Ahhoz, hogy a degradéacids utvonal megfeleléen miik6djon, nagy 1éptékben nézve
harom dologra van sziikség. Az elsd, hogy legyenek a rendszerben lizoszoméak. A masodik,
hogy legyenek miikoddképesek, azaz rendelkezzenek a miikodésiikhoz sziikséges motilitassal,
a megfeleld savas pH-val és a sziikséges emésztéenzimekkel. A harmadik feltétel pedig, hogy

létrejohessen az endoszoma-lizoszoma fuzi6. Ezen feltételek meglétének ellendrzésére tobb

kiilonboz6 vizsgalatot is végeztiink.

Els6ként Lysotracker Red fluoreszcens festést alkalmaztunk, amely kijel6li a sejten
beliili savas struktarakat. A Lysotracker Red egy olyan kis szerves molekula, amely, amig nem
protonalodik, addig képes athaladni a sejt és sejtszervecskék lipidmembranjan, viszont amint
savas kozeggel érintkeznik, megtorténik a protondcio €s mivel ilyen forméban mar képtelen

atjutni a membranokon, igy feldasul az adott organellumban (Scott és mtsai., 2004).

43



A kontroll sejtekben talalhatdo intenziv Lysotracker Red jel a savasan emésztd
lizoszomakat jeloli (11. abra, A). Snz hianyaban hasonldan intenziv Lysotracker Red pozitiv
struktlrakat észleltiink, igy mar a kontrollhoz viszonyitva is j6 lathato, hogy jelen vannak a
savas struktirdk (11. abra, B-C). A lizoszémak savasodasédhoz l1étfontossagh a funkcionalis V-
ATPaz komplex jelenléte, melynek alegységei koziil a Vhal6-1-et célz6 RNSi konstrukciot
hasznaltuk pozitiv kontrollként, ahol megsziinik a lizoszomék savasoddsa (Formica és mtsai.,
2021). igy latunk ugyan diffaz Lysotracker Red jelet, de sem intenzitisaban nem ér fel a
kontroll és az snz csendesitésénél tapasztalttal, sem pedig a lizoszomakra emlékeztetd

struktirdk nem ismerhetdek fel (11. abra, D).

Szamszertsitettiik a garland nefrocitdkban mért teljes Lysotracker Red jelintenzitast
(11. abra, E). A Vhal6-1 csendesités esetében szignifikansan alacsonyabb intenzitast mértiink
mind a kontrollhoz, mind pedig az snz csendesitéshez és a nullmutanshoz viszonyitva. Ezzel
szemben az snz funkcidvesztéses sejtek nem mutatnak szamottevo eltérést a kontrollhoz képest.
A masik mérvadd paraméter a Lysotracker Red altal lefedett teriilet nagysadga, melybdl
kovetkeztethetiink a lizoszomak mennyiségére (11. &bra, F). Amennyiben ez az adat
alacsonyabb a kontrollhoz viszonyitva, abbol feltételezhetjiik, hogy a funkcional6 lizoszomak
1étrejotte karosodott, ahogy a pozitiv kontrollként alkalmazott Vhal6-1 csendesités esetében is
latszik. A snz csendesitett nefrocitak esetében a kontrollhoz hasonldé mértékti Lysotracker Red

jel lefedettséget tapasztaltunk.
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11. abra: Garland nefrocitik Lysotracker Red festése

A Lysotracker Red jel a savas lizoszomdkban dusiil fel. Az snz funkciovesztés esetében (B-C) is jol
lathatoak a kontrollhoz (4) hasonlo intenziv véros fluoreszcenciat mutato diszkrét pontok, melyek a lizoszomakat
jelolik. Mig a Vhal6-1 csendesités esetében (D) a savasodasért felelés V-ATPaz miikédése korlatozott, ezért nem
latunk a lizoszomdkkal megfeleltetheto strukturakat, csak diffuz vorés hatteret. Szamszeriisitettiik a garland
nefrocitikban mért Lysotracker Red jel ésszintenzitasat (E) és a jel altal lefedett teriiletet (F). A szignifikans
kiilonbsegek *-gal jeldlve: * eseten P<0,05, ** esetén P<0,01, ***esetén P<0,001, ****eseten P<0,0001. A skadla

a képeken 5 pm-t jelol.

A funkcional6 lizoszomak jelenlétének kimutatdsara egy masik modszer a Lamp-GFP
riporter alkalmazasa. A transzmembran lizoszomalis komponensek, mint példaul a V-ATPaz
vagy a Lamp tobb iranybol is eljuthatnak a lizoszoémékba. Egyrészt az ER-bdl és a Golgibol
egy AP-3 (adaptor protein 3) komplex- és Lt (light)/VVps41-fiigg utvonalon keresztiil, masrészt
pedig a plazmamembranbdl elészor a korai, majd késéi endoszomakba kertilnek, végiil onnan
fuzidés események kovetkeztében a lizoszomakba. Hianyuk pedig zavart okoz a lizoszéma
funkcioban. Ezt hasznaljuk ki a Lamp-GFP segitségével, mely egy gyengén expresszalo kiméra
riporter. A luminalis GFP jel az emészté lizoszomakba torténd szallitodaskor savas pH-n
kioltédik, viszont lizoszomalis lebontdsi hibdk esetén fluoreszkalé marad (Lund és mitsai.,
2018; Milosavljevic és mtsai., 2022). Ennek megfeleléen a kontroll sejtek alacsony GFP-

fluoreszcenciat mutatnak (12. abra, A). Hozzajuk viszonyitva az snz KD és nullmutans sejtek
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esetében is alacsony GFP-fluoreszcenciat mértiink (12. abra, B-C), mig a fentebb bemutatott,
pozitiv kontrollként alkalmazott Vhal6-1 KD sejtekben, ahol a V-ATPaz hibaja miatt nem
torténik meg a lizoszomak savasodasa, ott nagyméretii, intenziven fluoreszkal6 GFP-pozitiv
vezikulumokat latunk, amelyek valoszintileg funkcioképtelen lizoszomaknak felelnek meg (12,
abra, D). A fentebb bemutatott Lysotracker Red festéses vizsgalatokhoz hasonldan itt is
lemértiik a jel 6ssz fluroreszcencia intenzitasat és a jel altal lefedett teriilet nagysagat. Viszont
ebben az esetben a jel hianya utal az aktiv lizoszomalis mitkdésre. A kontroll és az snz
funkcidvesztés esetében éppen ezért igen alacsony jelintenzitast és igen kismértéki teriileti
lefedettséget tapasztaltunk, mig a Vhal6-1 csendesités esetében a lizoszomalis hiba
kovetkeztében nem tudott kioltddni a GFP jel, igy az magas intenzitassal és nagy mennyiségben

mérhet6 a sejtben (12. abra, E-F).

snz nullmutans Vhal6-1 KD

Kontroll

snz KD

Lamp-GFP

E * & F ok ok
80+ o o ok ¥ § 50 * & &
» A S Axdk
:g = 8 e ° ®
560_ % 404
£ - S 304
— - £
2 404 g
o. U 20+
o
o 204 a S = i
a T 104 * -
bl
i T8 o 8IS SS
7] RS - PN
ey ‘30 A \"b '\,\% 1 \SO ,C{‘ \.)\"b \%
> & & W@ ¢ & <
© & N E N
R 2 © R @
N = A N
(.S\ ‘1(\

12. dbra: Lizoszomak jelenlétének vizsgdlata Lamp-GFP riporterrel

A Lamp feherjével kapcsolt GFP a lizoszomdkba szallitoddsakor a savas kornyezetben kioltodik, ezt
lathatjuk a kontroll (4), és az Snz funkciovesztéses (B-C) garland nefrocitakban is. Viszont, ha a lizoszomak
képtelenek elérni a funkciojuk ellatasahoz sziikséges savas pH-t, akkor intenziv fluoreszcenciat mérhetiink, mint a
pozitiv  kontrollként alkalmazott Vhal6-1 csendesités esetén (D). A grafikonok a Lamp-GFP jel
fluoreszcenciajanak osszintenzitasat (E) és az altala lefedett teriilet szdazalékban kifejezett mertékét mutatjak (F).
Jol lathato, hogy mindkét esetben az snz funkciovesztés a kontrollhoz hasonlo eredményeket mutat. A szignifikans
kiilonbsegek *-gal jeldlve: * esetéen P<0,05, ** esetén P<0,01, ***esetén P<0,001, ****eseten P<0,0001. A skdla

a képeken 5 pum-t jelol.
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Ezek alapjdn elmondhatd, hogy Snz hidnyaban is vannak savas lizoszomak a
nefrocitadkban, ezért a kovetkezOkben azt vizsgaltuk meg, hogy a lebontand6 anyag eljut-e
lizoszomakhoz, és megtorténik-e az emésztés. Ennek vizsgalatara ex vivo nyomjelzéanyag-
felvételi (tracer uptake) kisérleteket végeztiink. Kivancsiak voltunk, hogy meddig jut el a tracer
az endoszomalis rendszerben. Hol akad el, ha elakad? Hiszen az elakadas helyébdl

kovetkeztethetiink a hiba okara.

Mivel az endoszomalis érés késobbi 1épéseinek nyomon kdvetése volt a cél, ezért GFP-
Rab7 riportert expresszalo, €16 nefrocitakat vizsgaltunk, amelyekkel ex vivo BSA-Alexa Fluor
647 fluoreszcens konjugatumot (a tovabbiakban csak BSA647) vetettlink fel, majd konfokalis
mikroszkoppal vizsgaltuk Oket. Az ugynevezett ,,pulse-chase” moddszert alkalmaztuk. Ez
esetben 5 percig hagytuk a sejteket a BSA647-ct tartalmazé tapoldatban (pulse) majd friss
tapoldattal mostuk 6ket és 20 perc inkubacios 1dot (chase) kovetden vizsgaltuk a sejteket, hogy

a tracer biztosan eljusson a kés6i endoszomakig.

A kontroll sejtekben a tracer a GFP-Rab7 altal koriilvett, z6ld korokként megjelend
vezikulumokat és tovabbi Rab7-negativ, szabalytalan alaku, tubulaciora utalo jeleket mutatd
struktarakat toltott ki (13. abra, A-A’). Az ilyen tubulusokat az aktivan emészt6 lizoszoémak
terminalis lizoszomahalozatot alkotjak (Lund €s mtsai., 2018). Az snz KD sejtek esetében a
BSA647 a GFP-Rab7 altal jelolt, kés6i endoszomalis kompartmentumban halmozodott fel, ami
azt mutatja, hogy ezek a megnagyobbodott kés6i endoszomak fogadjak a beérkezo szallitmanyt
(13. abra, B-B’). Megfigyelhetd a megnagyobbodott vezikulumok kontrollhoz hasonld
tubulacioja is, ami arra utal, hogy az snz KD nefrocitdkban is vannak aktivan emésztd

lizoszomak.
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13. abra: A késoi endoszomak vizsgdlata BSA647 nyomjelzoanyag segitségével

A GFP-Rab7 altal kijel6lt késGi endoszomak, sok esetben magenta BSA647 tracerrel toltottek, azaz
fogadjak a bejové szallitmdanyt (A-B). A kontroll (A-4°) és az snz KD (B-B’) kézott csak az endoszémdak méretében
talalunk kiilonbséget. Mindkét esetben lathato az endoszomdakbol kinyulo tubulusok jelenléte (A’-B’° sarga

nyilhegyek), melyek az aktivan emésztd lizoszomalis rendszer jellemzdi. A skala a képeken 5 pm-t jelol.

Kovetkezd kisérletiink a protedzok miikodoképességének vizsgalatat célozta. Ezért ez
esetben a BSA647 mellé DQ™ Green BSA tracert (a tovabbiakban csak DQ Green) is adtunk
a nefrocitak tapoldatahoz. A DQ Green miikodésének alapja, hogy intakt formaban nem bocsat
ki mérhet0 fluoreszcenciat, viszont a protedzok altali hasitast kovetden fluoreszkaléd peptidekkeé

hidrolizal, igy segitségével hatékonyan kimutathat6 az aktivan emésztd proteazok jelenléte.

Az €16 nefrocitaknak 5 perc felvételi idot hagytunk, majd DQ Green mentes tapoldatba
helyeztiik at ket és 1 ords chase 1d6t kaptak, hogy a tracereknek biztosan elég ideje legyen
eljutni a lizoszomakig. A Kontroll nefrocitdkban a DQ Green fluoreszcencidja kimutathato a
valtozo méreti vezikulumokban és a citoszolban is, ami azt jelzi, hogy a bomlastermékek jelen
vannak a lizoszOmdkban, majd a teljes tartalom emésztését kovetden felszabadulnak a

lizoszomakbol és a citoplazméba jutnak (14. abra, A).

Pozitiv kontrollként a jol karakterizalt HOPS komplex alegységet, a Vps39-et kodolo

gén leiitését hasznaltuk (14. dbra, B). Vps39 hianyaban a késéi endoszomak nem képesek a
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lizoszomakkal fazionalni, igy nem torténik meg a lizoszomalis lebontds, emiatt a tracer a
nefrocitdk perifériajan talalhatd6 megnagyobbodott késdi endoszomakban reked. A citoszélban
nem detektalhatd zold fluoreszcencia, tehat nem szabadult fel bomlastermék. A késoi
endoszoémak perifériajan olykor tapasztalhatunk zold fluoreszcenciat, de az valdszinilileg az
endoszomalis érési folyamat részeként mar jelen levd protedzok aktivitdsanak eredménye, és

nem az endoszoéma-lizoszoma fuziobol szarmazik.

Megmértik a DQ Green fluoreszcencidgjanak mértékét a vezikulumokban és a
citoplazmaban egyarant (14. abra, D). Ezek ardnya mutatja meg a lizoszomalis lebontas
mértékét. Ez az érték a Vps39 KD sejtekben a kontroll nefrocitdkhoz képest szignifikansan
magasabb volt. Az snz KD sejtek esetében viszont nem tapasztaltunk szignifikans eltérést a
kontrollhoz viszonyitva, hiszen jelentds mértékii citoszolikus jelet mértiink. Tovabba a
vezikulumok periféridjan sem tapasztalhatd intenziv fluoreszcencia, mint a Vps39 KD esetében
(14. abra, C). Ezekbdl az eredményekb6l az endolizoszomalis haldzat normalis miikodésére

kovetkeztetink.
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14. abra: Lizoszomadlis protedz aktivitds vizsgdlat DQ Green BSA segitségével

Az snz KD nefrocitdak (C) citoplazmajaban a kontrollhoz (A) hasonlo zold fluoreszcenciat latunk, szemben
a Vps39 csendesitéssel (B), ahol az endoszéma-lizoszoma fuzié hidnydban nem torténik meg a lizoszomdlis
protedzok dltali lebontdas. A grafikonon (D) a DQ Green vezikulumokban mért intenzitdsat ardnyositottuk a
citoplazmdban mért intenzitassal. Az snz KD a kontrollhoz hasonlé értékeket mutat, mely szignifikansan eltér a
Vps39 csendesités eredményeitl. A szignifikans kiilonbségek *-gal jeldlve: * esetéen P<0,05, ** esetén P<0,01,
***esetén P<0,001, ****esetén P<0,0001. A skala a képeken 5 pm-t jelol.

Végiill mindezeket a kisérleteket €16 sejteken végzett videdmikroszkdpidval is
kiegészitettiik. Tracerként a BSA647-hez nagyon hasonlatos Avidin-Texas Red konjugatumot
vetettiink fel a sejtekkel, majd 30 perc chase id6t kovetden videodztuk dket. A kontroll sejtekben

tracer-pozitiv vezikulumok és tubulusok kiterjedt, rendkiviil dinamikus viselkedésti halozatat
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lattuk (15. abra, A-A3). (Az eredeti videok megtekinthetdk az MBoC oldalan Maruzs et al.,
2023 cikk kiegészitd videdk kozott: https://www.molbiolcell.org/doi/10.1091/mbc.E22-09-
0421.)

A Vps39 KD sejtekben viszont csak a szabalyos kor alaka vezikulumok latszanak az
Avidin-Texas Red™ altal kijellve, a kontrollnal tapasztalt tubulacionak semmi jelét sem
sikeriilt felfedezni, ez pedig az aktivan emésztd lizoszomak hidnyara utal (15. abra, B!-B®). Az
snz KD sejtek esetében gyakran megfigyelhetéek a megnagyobbodott késéi endoszomakbol
kitliremked6 nyulvanyok, melyek dinamikusan mozognak, egymasba alakulnak a tracer pozitiv
organellumok halézataban (15. abra, C1-C®). Tehat a kontrollhoz hasonldan itt is megtdrténik a

dinamikus tubul4cio, ami az emésztd lizoszomakba torténd hatékony transzportra utal.

AvidinTexasRed

15. abra: Pillanatképek az Avidin-Texas Red™ tracer nyomonkovetésérol

Fehérrel az Avidin-Texas Red™ tartalmii endoszémdkat latjuk, melyek a kontroll (A'-A%) és az snz KD
(C!-C?®) esetében gyakran tubulusokat képeznek, és melyeket az aktivan emésztd lizoszomdlis halozat jellemziként
ismeriink. Az endoszoma-lizoszoma fuziora képtelen Vps39 csendesités esetében sosem latunk tubulusokat képzé

endoszomakat (B*-B®). A skdla a képeken 5 um-t jelol.

Kisérleteink alapjan elmondhatd, hogy vannak lizoszomaknak tekinthetd savas
struktirdk az snz KD sejtekben, melyek rendelkeznek miikoddképes emésztdenzimekkel és
képesek az endoszoma-lizoszéma flzidra, igy a megnagyobbodott endoszémak megjelenése

nem a lebontasi Gtvonal hibajabdl ered.

4.1.3 Az Snz hianyaban fokozodik az endocitotikus aktivitas

romre

A késéi endoszomak megndvekedésének egy masik lehetséges oka a beérkezd
szallitmany mennyiségének megnovekedése, amelyet nem képes lekovetni az endoszomalis
halozat. Ezért a kdvetkezd kisérletiinkben a korai endoszémak allapotara voltunk kivancsiak,

melyet szintén tracer felvételi kisérlettel vizsgaltunk.
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Az €10 nefrocitakkal ismét BSA647-et vetettiink fel, viszont mivel most az endocitozis
kezdeti 1épéseinek kinetikajat szerettiik volna lathatova tenni - a szakirodalombol tudjuk, hogy
a korai endoszomak kb. 10 percig fogadjak a bejovo szallitmanyt (Maxfield & McGraw, 2004)
- ezért 1 perc pulse és 9 perc chase id6t hagytunk a sejteknek. A viszonylag révid chase soran
bizonyosan nem jut el a tracer a perinukledrisan elhelyezkedd lizoszémakig. Ezért a sejtekben
a tracer altal kijelolt endoszomak korai endoszémaknak tekinthetdek, melyek jellemzden a

plazmamembran alatt helyezkednek el (16. abra).

A nyomjelz6 mennyiségének meghatarozasahoz két adatot vettiink figyelembe: a tracer
pozitiv teriiletet (16. abra, E), illetve a sejtben mért fluoreszcencia dsszintenzitasat (16. abra,
F).

A Rab5 esetében ismert, hogy overexpresszidja noveli az endocitotikus aktivitast
(Atienza-Manuel ¢s mtsai., 2021; Bucci és mitsai.,, 1992), ezért pozitiv kontrollként
alkalmaztuk, és a fenti paraméterek szignifikans novekedését tapasztaltuk (16. 4bra, B) a

kontrollhoz viszonyitva (16. abra, A).

Az snz KD (16. abra, C) és az snz nullmutans (16. abra, D) esetében a BSA647 pozitiv
teriilet statisztikailag szignifikdns novekedést mutat a kontroll sejtekhez képest. Mindkét
esetben megemelkedett a mért fluoreszcencia intenzitas is, de a ndvekedés csak a KD esetében
volt szignifikans a kontrollhoz viszonyitva (16. abra, F). A megnagyobbodott korai
leginkabb, melyek fokozott endocitotikus aktivitasra utalnak az snz funkciovesztés esetében

(16. abra, C-D), hasonldéan a Rab5 overexpresszi6 hatasahoz (16. abra, B).
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16. abra: Korai endoszomak vizsgalata BSA647 nyomjelzoanyag segitségével

A nefrocitak korai endoszomait célozva BSA647 nyomjelzéanyagot adtunk az élé sejtekhez 1 percen
keresztiil, majd 9 perc chase periodus utin vizsgaltuk Jket. A kontrollhoz (A) képest a korai endoszomak
mennyiségi névekedeését lathatiuk a Rab5 overexpresszio (B), az snz KD (C) és az snz nullmutans (D) esetében
kozvetleniil a plazmamembran alatti régioban. A nyomjelz6 mennyiségének meghatarozasahoz szamszeriisitettiik
a sejtben a tracer altal lefedett teriiletet (E), illetve a fluoreszcencia intenzitast is (F). Az Snz funkciovesztéses
genotipusok esetében a BSA647 altal lefedett teriilet statisztikailag szignifikans névekedést mutat a kontroll
sejtekhez képest (E). Mindkét esetben megemelkedett a mért fluoreszcencia intenzitdas is, de a novekedés csak a
nullmutans esetében volt szignifikans a kontrollhoz viszonyitva (F). A szignifikans kiilonbségek *-gal jelolve: *

esetén P<0,05, ** esetén P<0,01, ***esetén P<0,001, ****esetén P<0,0001. A skdla a képeken 5 ym-t jeldl.

4.2 Garland nefrocitakban az Snz nem része az ER-PM-LD érintkezési
pontoknak, viszont kdlcsonhat a Rab11 fehérjével

4.2.1 Az Snz kolokalizal a Rab11 fehérjével

Ezutan elemeztik az Snz lokalizaciojat a nefrocitdkban, hogy megértsikk az
endoszomalis rendszerben bet6ltott szerepét. Kiilonb6z6 endomembran kompartmentumokat
immunfestettiink a GFP-jeldlt, teljes hossziisdghi Snz riportert expresszald nefrocitakban.

Ezekbdl a kisérletekbdl kitlinik, hogy az Snz-GFP a sejtek kortikalis vagy kérgi régidjaban
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helyezkedik el, és szabalytalan alaku, tubulo-vezikularis struktarakbdl allé halézatot jelol ki,

amelyek mérete néhany szaz nm ¢és 2-3 um kozott valtozik (17-18. abra).

Els6ként szerettiik volna megvizsgalni, hogy a garland nefrocitdkban jelen vannak-e a
zsirtestsejtekben leirt vagy ahhoz hasonld membran érintkezési pontok. A larvalis zsirtestekben
az Snz fehérjét, mint az ER ciszterndk, a plazmamembran ¢€s a periférids lipidcseppek altal
alkotott harmas membran érintkezési pontok részeként irtak le, ahol a lipidmetabolizmus fontos
szabalyozdjaként funkcional (Ugrankar és mtsai.,, 2019). Az ER-PM érintkezési pontok
megjeloléséhez Prof. Mike Henne rendelkezésiinkre bocsatotta az altaluk zsirtestben hasznalt
dMAPPER-Cherry (Drosophila membrane-attached peripheral ER) riportert, mely intenziven
fluoreszkalo, diszkrét pontszeri jelet ad a zsirsejtek periféridjan. Ezzel szemben nefrocitakban
alkalmazva a riportert, az két, egymastol szinte fiiggetlen, diffuz, fluoreszkalo savot jeldlt ki a
sejt kozépsikjaban nézve (17. abra, A’). A jel szétoszlik kdzvetleniil a plazmamembran alatt,
illetve joval beljebb is lathato a perinuklearis régioban, vélhetdleg az ER ciszternakat kijeldlve.
Ennek megerdsitésére ugyanazon a mintan immunfestést végeztiink a Calnexin99A (Cnx99A)
ER markerrel is (17. abra, B-B’), ami a AMAPPER-Cherry altal kijelolt tertiletekkel megegyez6
eredményt adott. Mind a AMAPPER, mind pedig a Cnx99A festés az Snz-GFP jeltdl eltérd
régiodit jeloli ki a sejtnek, azaz az Snz-GFP nem mutat kolokalizaciot az ER-rel, és
megfigyeléseink alapjan ugy tiinik, hogy a zsirsejtekkel ellentétben a nefrocitdk nem
tartalmaznak olyan ER-PM ¢érintkezési pontokat, amelyek a dMAPPER-Cherry-t toboroznak,

ezért ez a riporter az egész ER-ben eloszlik.

Ezt kovetden a lipidcseppek helyzetét vizsgaltuk meg a Snz-GFP-hez viszonyitva (17.
abra, C-C’). A funkcionalis kiilonbségbdl egyértelmiien adodik, hogy a zsirsejtekhez képest
joval kevesebb lipidcseppet taldlunk a garland sejtekben. Oil Red O neutralis zsirsavfestéssel
jeldlve a lipideseppeket az is kideriilt, hogy a nefrocitdkban az Snz a sejt periféridjan van, mig
a lipidcseppek a sejt belsd régioiban helyezkednek el. A sejtek periféridjan nem, vagy csak
nagyon ritkdn taldlkozunk lipideseppekkel és egyaltalan nem tapasztaltunk kolokalizaciot az

Snz-GFP-vel.

Ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztetiink, hogy a garland sejtek nem
rendelkeznek a zsirtestsejtek esetében leirt, Snz-t is tartalmazd6 ER-PM-LD érintkezési
pontokkal és ezekben a sejtekben az Snz a lipidcseppekhez kothetd lipidmetabolizmustol

fiiggetlen funkcioval rendelkezik.
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Az Snz szerepének megértéséhez plazmamamembran festést és tovabbi endomembran

kompartmentumokat jel616 immunfestéseket végeztiink.

A plazmamembrant az anti-Hrp (anti-horseradish peroxidase) tormaperoxidaz
ellenanyaggal jeloltiik, amely a tormaperoxidaz ndvényi glikoprotein ellen termeltetett antitest,
de mintegy huszondt évvel ezelott felismerték, hogy specifikusan fest bizonyos 4allati
szoveteket, koztiik a Drosophila idegsejtek és garlandsejtek plazmamembranjat (Paschinger és
mtsai., 2009).

A nefrocitdkat medidlis nézetben vizsgalva csupan egy vékony, sejt koriili fluoreszkalo
savot kapunk a Hrp-festéssel (17. 4dbra, D’). Ellenben kérgi nézetben mar jol kivehetd,
riicskosnek tind struktarat ad, amely egyértelmiien jelzi a garland sejtek plazmamembran
betlirddéseit (17. abra, D). A Snz-GFP-hez viszonyitva kolokalizacio nem mutathato ki, s6t a
két jel adta mintazat egymast kiegésziti, egymas komplementerei. Ez arra utal, hogy az Snz-
GFP nincs jelen a plazmamembranban, viszont kozvetleniil alatta helyezkedik el és a

plazmamembran altal 1étrehozott csatornak kozotti térben talalhato (17. abra, D).

ER-PM érintkezési pont Endoplazmatikus Retikulum Plazmamembran
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17. abra: Kiilonbozo sejtalkotok festése az Snz lokalizdciojanak megértéséhez 1.

Az snz-GFP-t (z6ld) expresszalé nefrocitikban immunjeloltiik a kiilonbozé sejtalkotokat (minden esetben
magentdval bemutatva). Harom csatornds festést végeztiink az ER-PM érintkezési pontok és az Snz kapcsolatanak
vizsgdlatara. Paronként bemutatva az Snz-GFP nem mutat dtfedést sem az ER-PM érintkezési pontokat jelold
dMAPPER-Cherryvel (A-4°), sem pedig Cnx99 ER markerrel (B-B’). Nefrocitikban a AMAPPER-Cherry és a
Cnx99 szinte azonos jelet ad, mely alapjan ugy tinik, hogy a dMAPPER riporter az egész ER-ben eloszlik. Az Snz-
GFP a sejtek periféridjan helyezkedik el, ennek ellenére nem mutat dtfedést a plazmamembrant jelélé Hrp-vel (D-
D), sem pedig a joval beljebb lathaté Oil Red O-val festett lipidcsepekkel (C-C°). 4 skdla a teljes sejtet bemutato
képeken 5 um-t, mig a nagyitasokon 1 pum-t jelol.
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A Rab kis GTP-azok immunjeldlésével tettiik lathatova a  kiilonbozo
endoszomapopulaciokat. Meglep6 moddon, annak ellenére, hogy az Snz hidnya milyen
nagymértékii valtozast okoz a késdi endoszomak méretében, a késdi endoszoma marker Rab7-
tel nem mutat kolokalizaciot (18. dbra, A). S6t, a két jel a sejtek kiillonbozo régidit foglalja el.
Az Snz-GFP perifériasabban helyezkedik el, mint a kés6éi endoszomak alkotta réteg. A Rab5-
pozitiv korai endoszomak kozel talalhatéak a Snz-GFP-pozitiv strukturakhoz a sejtperiférian,
¢s a két jel enyhe atfedése lathato (18. abra, B). Végiil a Rabll1 jelolésével a reciklizalo
endoszémakat tettilk lathatova, amelyek a korai endoszomakbdl a plazmamembran iranyaba
végzik a szallitast, ezért kozvetleniil a plazmamembran alatt helyezkednek el. A reciklizalo
endoszomak eloszlasa nagyon hasonld az Snz-GFP mintazatahoz, és a két jel nagymértékben

atfed egymassal (18. abra, C).

Az endoszomalis rendszerrel kétiranyu kapcsolatban 1évé Golgi halozat mindkét
oldalat, a cisz- és transz-régiot kiilon ellenanyaggal jeloltiik. A cisz-Golgi kimutatasahoz anti-
Gmap ellenanyagot hasznaltunk, mely nem mutatott atfedést az Snz-GFP-vel (18. dbra, D). A
transz-Golgi esetében alkalmazott anti-Golgin245 ellenanyaggal viszont nagyon ritkan, de
kaptunk atfedo jelet 18. abra, E).
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18. dabra: Kiilonbozo sejtalkotok festése az Snz lokalizdciojanak megértéséhez 11.

Az Snz-GFP-t (zold) expresszalo nefrocitikban immunfestettiik a kiilonbozo sejtalkotokat (magenta). Az
Snz-GFP a sejt periféridjan helyezkedik el. Az Snz-GFP nem kolokalizal a kés6i endoszoma marker Rab7-tel (A),
de enyhe kolokalizdciot mutat a korai endoszomdlis Rab5-tel (B). Nagymértékii dtfedést taldaltunk a reciklizdlo
endoszomdkat jelol6 Rabll markerrel (C-C’). A Golgi hdlozat cisz oldaldt jelols Gmap-pal nem mutat
kolokalizaciot, mig a transz oldalat jel6lé Golgin245-tel ritkan, de kolokalizal az Snz (D). A skala a teljes sejtet

bemutato képeken 5 pm-t, mig a nagyitasokon 1 pm-t jelol.

Az egyes esetekben az Snz-GFP és az altalunk vizsgalt markerek kozotti kolokalizacio
mértéket a Pearson-féle korrelacidos egyiitthatok markerenkénti meghatarozasaval
szamszerusitettiik. A mért értékek alapjan elmondhato, hogy nefrocitdkban az Snz-GFP nem
kolokalizal a Rab7-pozitiv késéi endoszomakkal, a Cnx99A-pozitiv ER-rel, az ER-PM
érintkezési pontokat jel616 AMAPPER-rel, a cisz-Golgit jelolé6 Gmap riporterrel, sem pedig a
lipidesepekkel, melyeket az Oil Red O festékkel tettiink lathatova. Ellenben hatarozott
kolokalizaciot mutat a Rab11 reciklizal6é endszoma markerrel, valamivel kisebb atfedést pedig

a Rab5-pozitiv korai endoszomakkal és Golgin245 TGN riporterekkel.
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19. abra: A kolokalizdcios adatok szamszeriisitése Pearson korreldcio segitségével

A Snz-GFP zéld fluoreszcens jelét dsszevetettiik a vizsgalt riporterek esetében mért jellel és az ImageJ
segitsegevel kiszamitottuk a Pearson-féle korrelacios egyiitthatokat. A +1 jelenti a tékéletes kolokalizaciot, a 0 a
véletlen a kolokalizacios eseményekre utal, mig a negativ korreldacios értékek esetében nincs kolokalizacio, a jelek
elkeriilik egymdst. A mért értékek alapjan elmondhato, hogy nefrocitikban az Snz nem kolokalizal a Rab7, Cnx994,
dMAPPER, Gmap riporterekkel, sem pedig az Oil Red O festékkel. Ellenben hatarozott kolokalizaciot mutat a
Rabl1, valamivel kisebb datfedeést peidg a Rab5 és Golgin245 riporterekkel.

4.2.2 Az Snz és a Rab11 kolesonhatasa

Kivancsiak voltunk, hogy a mikroszkdp altal latott kolokalizaciéo mogott valdoban fizikai
kapcsolat all-e. Ennek kimutatdsara koimmunoprecipitacios kisérletet végeztiink egész
allatokbol nyert lizatummal. A vizsgalathoz két genotipusbdl késziilt lizatum fehérjéinek HA-
kotési affinitasat hasonlitottuk 6ssze magneses anti-HA gyongyok segitségével. Megvizsgaltuk
az snz mutans hattéren tub-Gal4 driverrel hajtott, UAS vezérelt Snz-GFP-t 6nmagaban és

Rab11-3xHA transzgénnel egyidejiileg hajtva.

A lizdtumokat 4 6ran at inkubaltuk egylitt az anti-HA gyongyokkel, majd nem redukalo
SDS pufferrel eludltuk és SDS-gélen futattuk. Az input savban kapott jelek bizonyitjak, hogy a
lizatum tartalmazta a vizsgalt transzgéneket. Az anti-HA gyongyok viszont csak mindkét
transzgén jelenléte esetén kototték még az Snz-GFP-t, tehat a Rab11-3xHA fehérjén keresztiil.
A koimmunoprecipitacio segitségével jol lathatova valt a tényleges fizikai kolcsonhatés a teljes
hossziisagli Snz-GFP ¢és a Rab11-3xHA fehérjék kozott, hiszen mindkét ellenanyagra pozitiv
jelet kaptunk az SDS gélképen (20. abra).
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20. dabra: Az Snz és a Rabl1 kézotti kéolcsonhatds kimutatdsa

Koimmunoprecipitacio segitségével lathatova tettiik az Snz és a Rabll kozétti kélesonhatast. Az input
bizonyitja, hogy a lizatumok tartalmaztak az altalunk hasznalt transzgéneket. Az Snz-GFP onmagaban nem képes
az anti-HA gyongyokhoz kotédni, igy itt nem kaptunk jelet az SDS gélen. A két transzgént egyidejiileg kifejezé
dllatokbol szarmazo minta esetén a Rabl1-3xHA feherje kotodott az anit-HA gyongyckhoz és magaval hozta az

Snz-GFP-t is, tehat kozottiik valos kolesonhatds van.

4.2.3 Az Snz hatassal van a reciklizalo endoszomak nefrocitan beliili
elhelyezkedésére

Tekintettel az Snz és a Rab11 kolokalizaciojara és a kimutatott fizikai kdlcsonhatésara,
szerettiilk volna latni, hogyan hat a reciklizdldé endoszémak elhelyezkedésére az Snz hidnya,
ezért snz KD nefrocitakon végeztiink anti-Rab11 immunfestést. A kontroll sejtekhez képest az

helyezddnek at, ahol a citoplazmaban szétszortan latjuk éket (21. abra, A-B).

Megmértiik a Rabll-pozitiv struktarak plazmamembrantdl mért tavolsagat, hogy
szamszerisithessilk az atrendez6dés mértékét (21. abra, C). A Rabll-pozitiv struktarak
plazmamembrant6l mért tavolsaga jelentésen megné az snz KD sejtekben a kontroll sejtekhez
viszonyitva. (A kontroll esetében atlagosan 1,7 um a reciklizdldé endoszomak
plazmamembrant6l mért tavolsaga, mig az snz KD esetében 5,8 um). Mindebbdl arra

kovetkeztetiink, hogy a nefrocitdkban a reciklizalé endoszémak megfeleld eloszlasa Snz fiiggd.
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21. dabra: A reciklizalo endoszomak sejten beliili eloszldasanak vizsgadlata

A kontroll nefrocitakban a Rabl 1-pozitiv strukturdk a sejt periferiajan helyezkednek el (A), mig az snz
KD sejtekben, a citoplazmaban szétszorodo mintazatot mutatnak (B). A grafikon a reciklizalo endoszomdk
plazmamembrantol mert tavolsagat mutatia (C). A snz KD nefrocitakban szignifikansan nagyobb mértékben
tapasztaltunk a plazmamembrantdl tavol esé Rabl1 jelet a kontrollhoz viszonyitva. A szignifikans kiilonbségek *-
gal jelolve: * esetén P<0,05, ** esetéen P<0,01, ***esetén P<0,001, ****eseten P<0,0001. A skdla a képeken 5

HM-t jelol.

A fenti kisérletek Osszefoglalasaként elmondhato, hogy nefrocitdkban az Snz az ER-
PM-LD érintkezési pontoktol fliggetlen funkcioval rendelkezik, tovabba kolokalizal a Rab11-
gyel. Feltehetéen az Snz feladata a Rabll szabalyozasahoz kotheté és normal milkodése

sziikséges a reciklizaldo endoszomak megfeleld sejten beliili elhelyezkedéséhez.

4.3 Az Snz a Rab11 szabalyozasan Kkeresztiil fontos szerepet jatszik a
nefrocita diafragma integritasanak fenntartasaban

Szerettiik volna feltarni a Rabll és az Snz kozott fennallé kapcsolat funkcionadlis
hatterét. Ezért most a reciklizacio, az exocitdzis egy formaja feldl kozelitettiik a kérdést. A
garland sejtek a korabbiakban bemutatott GsSzetett diafragma halozattal birnak, amit a
plazmamembran szabalyozott betiirddései és a szlirérendszer kapufehérjéi, a diafragma
fehérjék hoznak 1étre meghatarozott mélységben. A nefrocita diafragma komponensei
folyamatos kicserélédésben vannak, amelyhez ép endoszomalis rendszerre van sziikség,
kiilonos tekintettel a korai és az reciklizalé endoszomak kozotti egytittmiikddésre. A diafragma
mintazataban bekovetkezO valtozasok potencialisan a nefrocitdk karosodott endoszomalis

rendszerét tliikrozik, ami a megvaltozott Rab5 vagy Rabl1 funkciok kovetkezménye lehet.

Ennek vizsgalatahoz immunhisztokémiaval jeloltiikk az Sns és Pyd diafragma fehérjéket, hogy
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lathatova tegyiik a nefrocita diafragmat (22. abra). Az Sns hatékony kimutathatosaganak
érdekében hofixalasos eljarast alkalmaztunk, az ellenanyagot el6allitdo kutatocsoport ajanlasa

alapjan (Hochapfel és mtsai., 2017).

crcr

lathatunk, amelyet a diafragma fehérjék szigortian szervezett, parhuzamosan egyiitt halado
vonalszeri jelei alkotnak (22. dbra, A). A hézagokat a plazmamembran alkotta falként, mig a
jelet a lakunédk bejarataként értelmezhetjiik (Weavers és mtsai., 2009; Zhuang ¢s mtsai., 2009).
Medialis keresztmetszetben a Pyd jel a szorosan rendezett diafragma egységek kovetkeztében

egy veékony sejtkonturként jelennek meg (22. abra, A’).

crer

ujjlenyomatszerii szervezOdés felborul, a diafragma fehérjék megkdzelitéleg parhuzamos
rendez0dése megsziinik, mintdzatuk egymasba fordul, tekergdézdvé valik (22. dbra, B). Tehat
az Snz hidnya befolyasolja a lakinarendszer szervezddését. Medidlis keresztmetszetben
vizsgalva az snz KD sejtek belso régiojaban felhalmozodott Pyd pozitiv csomokat taldlunk (22.
abra, B’), ami arra utal, hogy az Snz részt vesz a diafragma fehérjék helyzetének

szabalyozasaban vagy a sejten beliili utjuk, Gjrahasznosulasuk szabalyozasaban.

crcr

struktaralis megvaltozasat figyelhetjiik meg. Hiszen a diafragma egységek kozotti tdvolsagok
megnodnek a kontrollhoz képest. (22. dbra, C). Ellenben a kdzépsiki nézetben nem tapasztalunk

sejten beliili Pyd felhalmozodast (22. abra, C’), mint az snz funkcidvesztéskor.

Erdekes médon a Rabll EYFP-jelolt, GTP-kotott és konstitutivan aktiv formajat
(Zhang és mtsai., 2007) (az egyszeriiség kedvéért a tovabbiakban Rabl11¢?) expresszalo
nefrocitakban hasonl6 diafragma atrendezddést és intracellularis Pyd felhalmozodast figyeltiink
meg (22. abra, D), mint az snz KD esetén. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy az Snz és a Rab11

ellentétes modon hatnak az exocitozisra.

Az ektopikus, azaz nem élettani helyiikon el6forduld nefrocita diafragma-egységek
Pyd-pozitiv intracellularis nytlvanyokként figyelhetk meg a Rab11%A-t kifejez6 nefrocitakban
(22. abra, D’). Az ektopikus diafragmdk kialakuldsarol a koézelmultban mar beszamolt a
szakirodalom (Atienza-Manuel és mtsai., 2021; Kampf és mtsai., 2019), és a Rab11 talmtikodés
kovetkeztében fokozddo exocitozis eredményeként értelmezték. A fentebb leirt fenotipusnak a
sulyosbodasat tapasztaltuk, amikor az snz csendesitést a Rab11%* expresszidval kombindltuk

(22. abra, E-E’). Kérgi nézetében a sejt egy részén egymasba tartd csomokat alkotnak a
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diafragma fehérjék, mig a sejt tobbi teriiletérdl eltiinnek (22. abra, E). K6zépsiki nézetben
vizsgalva a sejteket, kdzvetleniil a sejtfelszin alatt Pyd pozitiv betiiremkedéseket figyelhetlink
meg, majd mélyebben a sejt belsejében ismét megjelennek az Pyd jelek és halozatos strukturat

alkotnak (22. 4bra, E’).

snz KD + Rab11¢A

Rab11 KD

Kontroll snz KD

Pyd — kérgi sik

Pyd - k6zépsik

22. abra: Az Snz és a Rabl1 kapcsolatanak értelmezése a diafragma fehérjék immunjeliolésével 1.

Az Sns (zold) és Pyd (piros) diafragma fehérjék hofixaldasos immunfestésével lathatova tettiik a nefrocita
diafragmat. Keérgi nézetben (A-E) a sejtfelszini diafragma mintazat lathato, ami a kontroll (A) esetében egységes
ujjlenyomatszerii struktirat alkot, mig az snz KD (B), @ Rabll KD (C) és a Rab1I°* (D) esetében a savok
elhelyezkedése, és iranya rendezetlenné valik. Az snz KD (B) és a Rab11®* (D) hasonlé fenotipust mutat, a
diafragma egységek egymasba fordulnak, az dltalunk kirajzolt vonalak kézotti tavolsag lecsékken, ellenben a
Rabl11 KD (C) esetében a vonalak kozétti parhuzamos iranyultsag megmarad, csak a kéztiik lévé tavolsdag no meg.
Az snz KD és a Rab11? egyidejii expresszidja (E) esetében ez a rendezetlenség tovabb fokozodik, és a diafragma
feheérjék a sejt egy teriiletére tomoriilnek, mig mds részeirdl eltiinnek. Kozépsiki nézetben (A’-E’) a nefrocitik
mélyebb régioiba lathatunk be. A sarga nyilhegyek az ektopikus diafragmadkra mutatnak. A kontroll (A°) esetében
a Pyd (piros) jel élénken kijelli a sejthatart, a citoplazmdban pedig nincs jelen. Ezzel szemben az snz KD (B’)
esetében intenziven fluoreszkdalé Pyd pozitiv struktirdk jelennek meg a citoplazmaban, hasonléan a Rab11°*-hoz
(D’). A Rabll KD (C’) esetében is megvdltozik a Pyd festés, szakadozottd valik a sejthataron, de nem lathato a
citoplazmaban. Az snz KD és a Rabl1* egyidejii expresszidja (E) esetében mind a sejthatdrndl mélyen benyiilé
Pyd jelet, mind pedig a citoplazmaban siirii Pyd pozitiv struktiurdkat lathatunk. A skdla a kérgi sikban (4-E) 5 um-
t, a nagyitasokban pedig 1um-t, mig kozépsiki nézetben (A’-E’) 2 um-t jeldl.

Az Snz és a Rabl1 kozott kimutatott kolcsonhatassal és a diafragma struktirajaban
okozott ellentétes hatasukkal - miszerint az snz funkciovesztés (23. abra, B) a Rabll
funkcionyeréssel (23. abra, C) megegyeztethetd fenotipust eredményezett -, 6sszhangban van,

hogy a Rabl1®A-t expresszalo sejtekben az intracellularis Sns és Pyd felhalmozodas
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menekitheté az snz-GFP koexpresszidjaval (23. abra, E), tehat a Rab11 talmiikodés hatasat

ellensulyozza az sSnz magasabb szintli expresszidja.

Kontroll snz KD Rab11¢A snz KD + Rab11°A  Rab11°4 + snz OE

22. abra: Az Snz és a Rabl1 kapcsolatinak értelmezése a diafragma fehérjék immunjelolésével I1.

Az Sns (z6ld) és Pyd (piros) diafragma fehérjék hofixalasos immunfestésével lathatova tettiik a nefrocita
diafragmat, mely kozépsiki nézetben csak egy vékony sejtkonturként jelenik meg a kontroll sejteknél (A). Az snz
KD (B) és a RablI®" (C) esetében a sejt belsejében is lathatunk ektopikus diafragmdakat. Az snz KD és a Rab11*
(D) egyidejii expresszidja esetén a sejthatirok gyakran elmosédnak, felismerhetetlenné vilnak, mig a sejt
belsejében rendezetleniil nagy mennyiségii diafragma fehérje mutathaté ki. A Rab11°* + snz OE kombindcidja (E)

esetében eltiinnek a sejten beliili diafragma aggregatumok.

Szerettiik volna a Rab11¢A

esetében latott fenotipusokat mas, Rab11 talmiikodést okozo
konstrukciokkal is alatdmasztani. Elséként a vadtipusu Rabll overexpressziot alkalmaztunk
(Rab11WT OE) (24. abra, A-A’), majd csendesitettiik a Rab11 egy ismert GAP-jét, a tbc1d8b-
t (TBC1 Domain Family Member 8B) (Kampf és mtsai., 2019) (24. abra, B-B’). Ez a fehérje
elosegiti a Rabl1-hez kotott GTP GDP-vé torténd hidrolizisét, ezaltal inaktivalva a Rabll
molekulat. Tehat a csendesitést kovetéen az GTP-GDP hidrolizis nem tud megtorténni, igy a

Rab11 folyamatosan GTP kotott, aktiv allapotban marad.

Mindkét esetben a Rab11* formdjanal latott fenotipussal dsszeegyeztethetd (22. 4bra,
D), nagyon hasonl6 fenotipust kaptunk. A varakozasoknak megfelelden mind a Rab11WT
tultermeltetése, mind pedig a tbcld8b funkcidvesztés ektopikus diafragma-egységek
kialakulasahoz vezet (24. abra, A’-B’), és csak csekély hatassal van a kérgi diafragma
mintazatara (24. abra, A-B). Mindkét esetben elvégeztiik az snz KD-val valo kombinalast is,
hogy 6sszeegyeztethessiik a korabbi, Rab11* és snz KD egyidejli expresszidja esetén kapott

eredményekkel.

Az snz KD-val kombinalva, a tbcld8b csendesitése a diafragma sokkal stlyosabb
szerkezeti atrendezddéséhez vezet, ami a kérgi régidban (24. abra, C) nagy kiterjedést iires

terliletek megjelenésében, a nefrocitdk medialis régidjaban (24. abra, C’) pedig ektopikus
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diafragmafehérje-lerakodasokat tartalmazd membranbemélyedések kialakuldsdban nyilvanul
meg. Ez a hatas nagymértékben hasonlit a Rab11%* (22. abra, E-E), illetve a Rab11WT OE snz
KD-vel kombinalt hatasara (24. abra, D-D’). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a Rab11
funkcionyerése megzavarja a diafragma integritasat, ami még sulyosabba valik Snz hidnya
mellett. Ebbdl és a koimmunoprecipitacio segitségével a Rabl1 és az Snz kdzott kimutatott
fizikai kapcsolatbol arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az Snz, mint a Rab11 fehérje negativ

szabalyozoja funkcionalhat a garland nefrocitakban.

Rab11 WT tbc1d8b KD snz KD + tbc1d8b  snz KD + Rab11WT

Pyd — kérgi sik

Pyd - kbzépsik

24. dbra: A Rab11°” fenotipusinak ellendrzése a Rabl11 tilaktivicio kiilonbozé formdival

A vadtipusii Rabll expresszidjanak novelése (A-A’), illetve a Rabll GAP-jének, a thbcld8b-nek a
csendesitése (B-B’) a RAB11*-hoz (22. dbra, D) hasonléan a kérgi mintdzatot csak enyhén befolydsolta (A-B), de
medialis nézetben mdr megjelennek az ektopikus diafragmdak (A’-B’). Az snz KD-vel térténd kombindciojuk adta
fenotipus megfeleltetheté (C,C’-D,D’) az snz KD + Rab11®? (22. dbra, E) formdjandl latottakkal. Medidlis
nézetben a sdarga nyilhegyek az ektopikus diafragmdkat jelolik. A skdla a kérgi sikban (4-D) 5 um-t, a
nagyitasokban 1um-t, mig kozépsiki nézetben (A’-D’) 2 um-t jelol.

4.4. Nefrocitakban az Snz és a Rabll egyiittesen szabalyozzak a
lakunak mélységét

Szerettiik volna egyidejlileg bemutatni a Pyd diafragma fehérje és az EYFP-vel fuzionalt
Rab11%* egymashoz viszonyitott lokalizaciéjat, ezért normal (nem héfixalasos) immunfestést

is végeztiink (25. abra). A kontroll sejtekben (25. abra, A) a Rab11 és Pyd jel egyarant a sejt
periféridjan taldlhato, a Pyd nem jeldl ki bemélyedéseket, mig a Rabl1-EYFP esetében mar
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lathatoak betliremkedések a sejt belseje felé, amely valdszintileg megfeleltethetd a lakiinaknak.
A EYFP-vel fazionalt Rab11®" riporter plazmamembran kotott allapotban marad, miutan az
altala szabalyozott reciklizald6 endoszoma a plazmamembrannal egyesiilt, ebbdl kifolyolag
némileg eltéré mintazatot adhat az endogén Rab11 jeloléshez képest. Azt talaltuk, hogy snz KD
hattéren kifejeztetve a Rab11<” formajat (25. dbra, B) mindkét jel mélyen benyulik a sejtbe,
egy a sejten ativeld halozatot hozva 1étre. A Rabl1 és a Pyd jel atfedésben vannak, ami arra
utal, hogy a Rabll jelolte mély membranbetiirdédések magukkal rantjak a benniik 1évo
transzmembran fehérjéket a sejt belseje felé. Ebben a festési eljarasban is jol lathatd, hogy a
betiiremkedések egy iranyba csoportosulnak, oda toborozzak a Pyd fehérjét, és vélhetdleg mas
diafragma fehérjéket is, igy immunjeldléseinkkel nem fest6dd, nagy, egybetiiggd régiok jelolik

a sejt tobbi részét.

Kontroll

25. d@bra: Pyd diafragma fehérje és a Rab11°* fehérje lokalizdcidja

Kontroll esetben (A) a Pyd (magenta) jel a sejt perifériajat jeloli ki, mig a Rabll (z6ld) jele a
lakunahalozattal megfeleltetheté mélységben lathato. Az snz KD nefrocitak esetében (B) a Pyd jel mélyen a sejt
citoplazmajaba nyulik, és mintdzatat nagyrészben lekéveti a Rabll jel is. A skdla a képeken 5 um-t, mig a

nagyitasban 1 pum-t jelol.

A fenti fenotipusok esetében a diafragma fehérjék altal kijelolt periférids
betiiremkedéseket abnormdlisan megnyualt lakunaknak tekinthetjiik, ahol a megnyulés
kovetkeztében mélyebbre hatolnak a diafragma fehérjék. Ez két esetben alakulhat ki. Amikor
gatolt az endocitdzis, igy az exocitdzissal kikeriilt membran felesleg nem tud lefiiz6déssel
visszajutni a sejt belsejébe, igy a membran tébblet befelé nyomul, vagy amikor az exocitozis
tulmiikodik, és ezt a plazmamembranba érkez6 membran felesleget nem tudja elég gyorsan az
endoszomalis transzportba forgatni a sejt (Atienza-Manuel és mtsai., 2021; Kampf és mtsai.,

2019). A nefrocitak lakunahalézatanak lathatova tétele érdekében csersavas impregnalast
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végeztlink, majd EM segitségével elemeztiik az eredményeket. Az eljaras sordn a csersav nem
hatol at a plazmamembréanon, igy csak az olyan membran kozotti régidkat képes kitdltent,

amelyek kapcsolatban allnak az extracellularis térrel (Kosaka & lkeda, 1983).

A csersavas impregnalas adta fekete kontar segitségével jol lathatd, hogy a kontroll
nefrocitak (26. abra, A) esetében a lakinak atlagosan 2-3 um mélységbe nytlnak be a sejt
belsejébe. Az snz KD (26. abra, B) és a Rab11%A (26. 4bra, C) nefrocitdk esetében a lakiinak
mélysége enyhén megndvekszik, a két genotipus kombinacidjakor (26. abra, D) pedig ez a
megnyulds a sokszorosiara nd. Ezekben a sejtekben a csersavval kijelolt membran
betliiremkedések mélyen behatolnak a nefrocitak belsejébe, és ott laktindk atlathatatlan hal6zatat
alkotjak. Ezek a membran invaginaciok megfelelnek a korabban bemutatott, Sns-Pyd festéssel

foltart ektopikus diafragma haldzatnak.

Kontroll snz KD Rabll“ snz KD + Rab11A

~ EM - Csersavas impregnalas

26. abra: Nefrocita részleteket bemutaté EM felvételek csersavas impregndldst kivetden

A csersav feltélti a nefrocitak lakunahadlozatat, és mint elektrondenz struktura emeli ki 6ket. A kontroll
esetben (A) a lakiindk mélysége dtlagosan 2-3 um, ehhez képest az snz KD (B) és a Rab11°* (C) esetében enyhén
megnyuilt lakindkat lathatunk. Az snz KD és a Rab11°? egyiittes expresszioja (D) drasztikusan megnéveli a lakundk

meélyseget. A képeken az N: a sejtmagot, LE: a késéi endoszomdkat, a skala 1 pum-t jelol.

Az snz KD és a Rab11®” kombinalasa esetében bemutatott csersav mentes EM képen
(27. abra) egyidejlileg megfigyelhetéek a normal helyzetli diafragmak, melyek kozvetleniil a
bazalis membran alatti elektronlucens betlirodésekként lathaté lakundk bejaratat zarjak (kék

nyilhegyek), illetve a sejt kiilonboz6 régioiban talalhato ektopikus diafragmak, melyek kis
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elektrondenz hidakat hoznak 1étre (piros nyilhegyek) a sejtbe mélyen benyulo laktinaban (fekete
nyilhegyek).

snz KD + qulﬁ‘

SR B

27. abra: Ektopikus diafragma és megnyult lakundk nefrocita EM felvételén

Az snz KD + Rab11% nefrocita EM felvételén az EE: a korai endoszémdakat, LE: a késéi endoszémdkat,
LCh: a lakundkat jeldli. A kék nyilhegyek a bazdlis membran alatti diafragma fehérjékre, a fekete nyilhegyek a
megnyult lakundkra, mig a piros nyilhegyek a megnyult lakundkban lathato ektopikus diafragma fehérjékre

mutatnak. A skala 1 um-t jelol.

A laktnarendszer kozvetlen jelolésére az igynevezett Channel diffusion Assay-t (CDA)
alkalmaztuk (Milosavljevic és mtsai., 2022). Az eljaras alapja, hogy két 1épésben kell fixalni a
mintakat. Az els6 egy rovid eldfixalas, mely segitségével leallitjuk az endocitozist, igy a kis
molekulatomegi fluoreszcens fehérjék passzivan atjutnak a nefrocita diafragman, viszont nem
keriilhetnek be a sejtek belsejébe, igy a csatorndkat, de csakis a csatornakat tokéletesen feltolti
a festék, melyet a masodik fixalasi 1épés stabilizal (28. abra). Eredményében nagyban hasonlit
a csersavas impregnalashoz, viszont ez esetben fluoreszcens festékkel (BSA Alexa-647)
dolgozhatunk, és elkertilhetéek vele az EM vizsgalatok hatranyai, mint a hosszas minta fixalas,
a gyantdba agyazas, az ultravékony metszetek készitése €s az utobbibdl adddd sziikebb

mozgastér. Az EM metszetek készitése soran némileg bizonytalan a szamunkra megfelel6 sik
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eltalalasa, mig a fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatok esetében a teljes sejt rendelkezésiinkre

all, és az élesség allitoval precizen valaszthatjuk ki a szamunkra megfeleld sikot.

Szamszerlsitettiik a legmélyebb lakina mélységét és a sejtatmérd aranyat, hogy
egymassal Osszehasonlithato, realis mélység adatokat kapjunk (28. abra, E). A kontrollhoz
képest csak enyhe novekedést talaltunk az snz KD-t vagy a Rab11¢A-t expresszalo sejtekben.
Ellenben, amikor a Rab11%A-t snz KD hattéren expresszaltuk - hasonldan az el6zéekhez -,
bizonyos teriileteken a sejt belseje felé mélyen benyulo csatorndkat talaltunk. A sejt mas részein
azonban gyakorlatilag eltiinnek a lakunak, és a membran szinte kisimul, mert csak egy vékony
fluoreszcens vonal lathato, amely a sejthatart jelzi. Ez valdsziniileg a bazalis membran és a

plazmamembran kozott bent rekedt fluoreszcens BSA-bol adodik.

A kapott eredményekbdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az Snz sziikséges az
nefrocita diafragma és a lakinahaldzat integritasanak fenntartasahoz, valdsziniileg a Rabl1

altal kozvetitett reciklizacid és a plazmamembran felé torténd exocitdzis korlatozasa révén.

Kontroll snz KD Rab11¢A snz KD + Rab11¢A

80 —_—r

CDA - BSA647

Max. lakina
mélység/sejtatméré (%)

28. dabra: Nefrocitik lakunahdlozatanak lathatova tétele CDA mdodszerrel
A kontrollhoz (A) viszonyitva a lakindk mélysége enyhe névekedést mutat az snz KD (B) és a Rab11°* (C) esetében.
Az snz KD + Rab11%* egyiittes expresszidjakor (D), vélhetéen a hatds ésszeadéddsdanak kévetkeztében feltiinden
mélyebbre nyulnak a lakundak a sejt belsejében. A grafikon a maximalis lakunamélyég és a sejtatmérd aranyat
mutatja az egyes genotipusok esetében. A szignifikans kiilonbségek *-gal jeldlve: * esetén P<0,05, ** esetén

P<0,01, ***esetéen P<0,001, ****esetéen P<0,0001. A skala a képeken 5 pm-t jelol.
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4.5 Az Snz az exocitdzis negativ szabalyozdja

4.5.1 Az exocitdzis lassitasa menekiti az snz funkcidvesztéses fenotipust

Kivancsiak voltunk, hogy az exocitozis folyamatanak lassitdsaval menekithet-e az snz
csendesités kovetkeztében létrejott intracellularis diafragma fehérje feldusulds. A kisérlethez
funkcionalisan elrontottuk az exocyst komplexet, az egyik alegységének, a Sec5-nek
csendesitésén keresztiil. Az exocyst egy evolucidsan konzervalt, nyolc fehérjébdl allo komplex,
amely elésegiti a szekrécios vezikulumok és a reciklizalo endoszomak plazmamembranhoz
kotodését, hogy létrejohessen a membran fuzid (Lipschutz & Mostov, 2002). Az snz KD
sejtekben egyidejiileg csendesitettik a Sec5 exocyst komplex alegységet, és ennek
eredményeképpen eltlintek a sejten beliili Sns €s Pyd fehérje felhalmozodasok (29. abra C).
Ebbdl az eredménybdl arra kovetkeztetliink, hogy az exocitozis sebességének csokkentése

kompenzalja az Snz elvesztésének hatasat.

Kontroll

Pyd - k6zépsik

29. abra: A Sec5 exocyst komplex tag csendesitésének hatdasa az snz KD nefrocitik diafragmdjara

A kontroll (A) esetben az Sns (z6ld) és Pyd (piros) diafragma fehérjék a sejt perifériajat jelolik ki, ezzel
szemben az snz KD sejtek (B) citoplazmdjaban Pyd- és Sns-pozitiv strukturdk figyelhetéek meg. Az snz KD
fenotipust menekiti az exocyst komplex elrontasa, hiszen az snz KD és Sec5 KD egyiittes expresszioja (C)

visszaallitia a kontrollnal latott fenotipust. A skala a képeken 10 pm-t jelol.

4.5.2 Az exocitozis fokozodasa megvaltoztatja az exocyst komplex és a TGN sejten

beliili elhelyezkedését

Az eddigi kisérleteink alapjan azt feltételezziik, hogy az Snz hidnyaban tapasztalt
membranbetiiremkedések Iétrejotte a megndvekedett exocitézis kovetkezménye. Ezért a
kovetkezd kisérlet soran az exocitdzis folyamatidban jelentds struktirdkat, mint az exocyst

komplex és a Golgi-apparatus transz oldala tettiik 1athatéva, hogy megfigyelhessiik milyen
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hatassal van r4 az Snz és a Rabl1 fehérje megvaltozott expresszioja. Elobbit a Sec5 exocyst
komplex alegység, utobbit Golgin245 ellenanyag segitségével jeldltiik. A Golgin245 a Golgi-
apparatus transz oldalanak megfestésére alkalmas, ahonnan az ER-ben szintetizalt, a Golgiban

modositott fehérjék szekretdlodnak, €s vezikularis transzporttal a plazmamembranba jutnak.

A kontroll sejtekben a Golgin245 jel foként a nefrocitak perifériajat jeloli ki, illetve a
sejt mélyebb régidiban kis foltszer strukturakat alkot. (30. abra, A). A Sec5 jel a két Golgin245
pozitiv régi6 kozott a legsiiriibb, de gyakran lathat6 a periférias Golgin245 jellel atfedésben is.
Ugyan, az snz KD esetében latszik, hogy a fluoreszcens jelek elhelyezkedése megvaltozott,
felfedezhetd a SecS jel ritkuldsa, €s periférias egységekbe rendezddése, melyet lekovet a
Golgin245 jel is, de Osszességében elmondhatd, hogy nem latunk nagyléptékii atrendezddést
(30. 4bra, B), hasonléan a Rab11%A-t expresszalo sejtekhez (30. dbra, C). Csupan a két genotipus
kombinacioja mutatja meg az egy iranyba mutatd szabalyozas hidanyanak mértékét, mely a két
jel elrendezddésének teljes felborulasdhoz vezet (30. abra, D). A Sec5-pozitiv teriilet jelentdsen
megnovekedett a tobbi genotipushoz képest (30. abra, E). Ezjelezheti a szekrécids vezikulumok
megnovekedett szamat, amelyek a megnyult lakunahalézat 4ltal 1étrejott mély
membranbetiirddések mentén oszlanak el. Erdekes modon a Golgin245-pozitiv struktirak
eloszlasa is megvaltozik ezekben a sejtekben. A periférias Golgin245 jel a legtobb sejtben
csoOkkent vagy teljesen hidnyzik, mig a mélyebb régidkban a foltok szdma jelentésen megnatt
a kontrollhoz képest. Ezeket az eredményeket a TGN kiterjesztéseként és atszervezéseként
értelmezziik a Rab11A-t is kifejezé snz KD nefrocitdkban. Ez az snz csendesités és a Rab1l

tulmiikddés szinergikus hatasat jelzi a nefrocitak szekrécids rendszerében.
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30. abra: Az exocyst komplex és a TGN lathatova tétele
Egyidejiileg immunfestettiik a Sec5 (zdld) exocyst komplex alegység és Golgin245 (magenta) TGN
markereket. Az snz KD nefiocitdkban (B) és a Rabl1°? (C) esetében alig fedezhetd fel viltozds a két jel sejten

crer

teljesen atalakult a két jel sejten beliili elhelyezkedése, mely vélhetden a ket transzgeén kifejezédésének dsszeadodo
hatasara utal. A grafikon a Sec5 jel dltal lefedett teriiletet mutatia az egyes genotipusokban. A szignifikans
kiilonbsegek *-gal jelolve: * esetén P<0,05, ** esetéen P<0,01, ***esetéen P<0,001. A skdla a képeken 5 pim-t jelol.

4.5.3 A SecS csendesitése menekiti az snz KD legfeltiinébb fenotipusat, a késoi

endoszomak méretnovekedését

Mivel az Snz hianyaban a legfeltlindbb, legrobusztusabb fenotipus a kés61 endoszomak
méretndvekedése volt, ezért kivancsiak voltunk, hogyan kapcsolhatd ez a jelenség az
exocitdzishoz. Ehhez az snz és Sec5 kettds csendesitését végeztiik el garland sejtekben. Anti-
Rab7-tel jeloltiik a kés6i endoszomakat, igy lathatova valt, hogy a kettds csendesités (31. abra,
B) hatésara az snz KD-nal (31. abra, A) tapasztalt megnagyobbodott késéi endoszomaméret
visszadllt a normalis mérettartomanyba. Tehat bizonyosan sziikkség van az exocyst komplex
megfeleld mikodésére, hogy létrejohessenek a megnagyobbodott késdi endoszomak az snz KD

nefrocitakban.
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31. abra: Az Snz exocitozishoz kapcsolt vizsgdlata Rab?7 festésen keresztiil

Immunfestettiik a Hrp (magenta) plazmamembran, és Rab7 (zold) késdi endoszoma markereket. Az snz
KD (A) nefrocitakban jol lathatoak a nagyméretii késdoi endoszomak, melyek az snz KD + Sec5 KD (B) egyiittes
expresszioja esetén visszadllnak a normalis, kontrollhoz hasonlé mérettartomanyba. A grafikon (C) a késéi
endoszomak egyedi méreteit mutatja a kiilonbozo genotipusokban. Az snz KD-re jellemzo késoi endoszoma méret
szignifikansan nagyobb mind a kontroll, mind pedig az snz KD + Sec5 KD nefrocitdkhoz viszonyitva. A szignifikdans
kiilonbsegek *-gal jeldlve: * eseten P<0,05, ** esetén P<0,01, ***esetén P<0,001, ****eseten P<0,0001. A skadla

a képeken 5 pum-t jelol.

4.5.4 Az Snz exocitozist szabalyozo szereppel bir a nyalmirigyben is

Az Snz exocitozis szabalyozé hatdsat szerettiik volna egy eleve aktiv szekréciot folytatd
szOvetben is kimutatni. Mivel az exocitézis egyik formaja a szekrécio, ezért a Drosophila
larvalis nyalmirigyét valasztottuk az exocitdzis modellezésére. A larvalis nyalmirigy nagy
mennyiségll ragasztoanyagot szekretal a babképzodés soran, ezért in vivo, a larvak felboncolasa
nélkiil is konnyen megfigyelhetd a szekrécioban bekovetkezd valtozas. Ezen elv alapjan fork
head-Gal4 (fkh-Gal4) driver altal hajtott fluoreszcens DsRed ragasztéoanyag riportert
expresszalo larvakat hasznaltunk a kisérleteink sordn, hogy lathatova tegyiik a larva altal

szekretalt ragasztdbanyag mennyiségeét.

crer

DsRed riportert expresszald larvak nyalmirigyében maradé €s a tenyésztd fiola falan lathato,
mar szekretalt glue mennyiségét detektaltuk. A kontroll allatok esetében jol lathato a
felszabadult ragasztéanyag a bab és az iiveg felszine kozott, illetve a feleslegben termelddott

mennyiség a nyalmirigyekben (32. abra, A).
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Az snz KD éllatok esetében a felszabadul6 ragasztéanyag sokkal nagyobb feliiletet fed
le a fiola felszinén, mig a nyalmirigyekben alig detektalhat6 a maradék glue altal kibocsatott
fluoreszcencia (32. abra, B). Ez arra utal, hogy Snz hianyaban a glue szekrécidja felfokozodik

¢s igen kevés ragasztoanyag marad a nyalmirigyekben.

Kivancsiak voltunk, hogy mi torténik ellenkezd esetben, amikor nagyobb mennyiségii
Snz expresszalodik a nyalmirigyekben. Az elébab alatt egyaltalan nem talaltunk szekretélt
ragasztora utald nyomokat, mig a nyalmirigyben nagymértékii DsRed intenzitast figyeltiink
meg, ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy az Snz taltermelés kovetkeztében a ragasztdanyag

képtelen volt felszabadulni a nyalmirigysejtekbdl (32. abra, C).

Ezek az eredményeink alatdmasztjak a nefrocitakban tapasztalt megfigyeléseket, és arra
utalnak, hogy hasonlo, exocitdzist szabalyozo szereppel rendelkezik az Snz a nyalmirigyekben

is.

Kontroll snz KD snz OE

v

C

Glue-dsRed

32. abra: Az Snz hatdsa a nydlmirigy szekrécios képességére

Fluoreszcens DsRed riporter segitségével kovettiik nyomon a nydlmirigyben marado és a szekretalt glue
mennyiséget. A kontroll (A) esetben az intenziv fehér sav (piros nyilhegy) jeloli a mar szekretalt ragasztéoanyagot,
mely a bab és a fiola fala kozott teriil el, sziirkével (sarga nyilhegy) pedig a nydlmirigyekben feleslegben maradt
glue-t lathatjuk. snz KD (B) esetében nagy mennyiségii glue szekretdlodott (piros nyilhegy) és legfeljebb elenyészé
mennyiség maradhatott a nydlmirigyekben. Az snz OE (C) esetében nem latunk szekréciéra utalé nyomot,

feltehetileg a teljes glue mennyiség a nydlmirigyekben maradt. A skdla a képeken 1 mm-t jelol.
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5. Eredmények megvitatasa

5.1 Az Snz fehérje mint az endocitozis és az exocitozis egyensulyanak

szabalyozoja garland nefrocitakban

A dolgozatomban leirt eredmények alapjan elmondhatd, hogy feltartuk az Snz fehérje
egy uj funkcidjat Drosophila melanogaster-ben. Feltételezésiink szerint nefrocitakban az Snz,
mint a reciklizacios vezikulumok szabalyozoja van jelen, és hatasat a Rabl1 fehérje negativ
szabalyozéasan keresztiil fejti ki (33. dbra). Vadtipusu nefrocitakban az endoszomalis valogatas
kovetkezményeként a plazmamembran Ujrahasznositasra keriil6 alkotoi, a Rab11 szabalyozasa
alatt allo reciklizalo vezikulumokba keriilnek, majd ismét a plazmamembran részévé valnak
exocitdzisuk eredményeképpen. Mindekdzben az Snz gyenge gatlo hatast fejt ki a Rabl1-re,
hogy annak aktivitdsa egyensulyban legyen a sejt igényeivel. Snz hidnyaban ez a gatlas
megsziinik, és a Rabll aktivitdsa elszabadul, ami nagyobb intenzitdsi reciklizaciot
eredményez. Az igy keletkez6 membrantdbbletet a sejt tigy probalja meg elimindlni, hogy
noveli az endocitdzis mértékét, hogy fenntarthassa a garland sejtek megfeleld miikodéséhez
nélkiilozhetetlen lakuinarendszer struktirdjat. Ezt a folyamatot kompenzéacids endocitézisnak
nevezziik. Az endocitdzis fokozodasaval megnd a degradacios utvonal felé terel6dd anyagok
mennyisége is, azonban ezt a tobbletet a lizoszomalis lebontas nem tudja ilyen mértékben
lekovetni. Ez bizonyos foku anyagfelhalmozodassal jar, ami a korai és a kés6i endoszomak

méretnovekedésében nyilvanul meg.

Feltételezésiink egyik legfontosabb alapja az az eredményiink, mely szerint az snz
funkciovesztéssel egyidejiileg megnovelt Rabll expresszid sulyosabb fenotipust mutat, mint a
két hatas kiilon-kiilon, ¢és a megnovekedett endoszomék mellett megjelenik a
plazmamembranba keriil6 membrantdbblet kovetkeztében Iétrejové megnyult, torz

laktinahaldzat is.
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@® lizoszdma korai endoszoma

P4 diafragma ( | késéi endoszéma

7 reciklizalé endoszoma

33. dbra: Az Snz a Rabl1 dltal kézvetitett reciklizdcié negativ szabdlyozdja a Drosophila nefirocitikban.

Az egyszeriisitett séma a kiilonbozé genotipusii garland nefrocitik részleteit mutatja, az endoszomdlis
rendszerre fokuszdlva. A vadtipusii nefrocitakban a lakinahdlozat és a diafragma integritisat az endo- és
exocitozis egyensulya tartja fent. Snz funkciovesztés esetén ez az egyensuly felborul, mivel a Rabl 1 felszabadul a
negativ szabdlyozas alol és ennek kévetkeztében fokozodik az exocitozis. A nagymennyiségii membran felesleget a
sejt az endocitozis fokozdasaval kompenzalja, melynek eredménye a megnovekedett késoi endoszoma méret. Az snz
funkciovesztést a Rabll funkcionyeréssel kombinalva a membran forgalom egyensulya felborul, a sejt képtelen
kompenzdlni a tulzott exocitozist, igy a membrantobblet miatt a lakundk megnyulnak, magukkal rantva a
diafragma fehérjéeket is. Tovabbi részletek a szévegben. EE: korai endoszoma,; LE: késéi endoszoma. Az dbrdt a

BioRender.com segitségével készitettem.
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5.2 A lebontasi utvonal miikodése nem sériill Snz hianyaban, de az

endocitozis fokozodik

Az Snz endoszomalis rendszerben betoltott funkcidjanak feltarasahoz a Drosophila
garland nefrocitakat hasznaltuk modellként. A garland sejtek elénye, hogy folyamatos, aktiv
endocitozissal veszik fel a hemolimfabol atsziirt anyagokat €s benniik az endoszomalis érés
fazisai egy egyszerli immunfestési eljarassal jol elkiilonithetd rétegekként jelennek meg
(LOrincz és mtsai., 2016). Ennek a szigort rendezettségnek a felboruldsabol kovetkeztethetlink
az altalunk vizsgalt fehérje szerepére. Vizsgalataink kezdetén korai endoszoma marker (Rab5)
¢s késéi endoszoma marker (Rab7) festéseket végeztiink, amibdl azonnal latszott az

endoszomalis rendszer zavara Snz hidnyaban.

Els6ként az Snz hianyaban tapasztalt robusztus fenotipus, a késéi endoszémak szemmel
lathatd méretnovekedése keltette fel a figyelmiinket, ezért a kisérletek tervezése soran
végigvettiilk a lehetséges okokat, amelyek kovetkeztében ilyen mértékli késéi endoszéma
megnagyobbodas johet 1étre. Az irodalomban nem egyedi fenotipus a késdi endoszomak
méretndvekedése, gyakori jele az endoszomalis szallitas akadalyozottsaganak, mint példaul a
késoi endoszoma-lizoszoma fuzidt elésegité HOPS komplex egy alegységének hianya esetén
(Lérincz és mtsai., 2016) vagy a Rab7 fehérje dominans negativ mutacioja kovetkeztében (Rink
¢s mtsai., 2005). A garland nefrocitdkban a késdi endoszomak és a lizoszomak sokszor nehezen
elkiilonithetoek, hiszen folyamatosan egymasba alakulnak, igy dinamikus halézatot hoznak
létre (Lund és mtsai., 2018). Ezért kisérleteinket ugy terveztiik, hogy ne csak egy endoszomalis
sejtalkotot emeljiink ki a rendszerbdl, és annak a jelenlétét tamasszuk ala, hanem tobb egymast

erosito, a rendszert bemutato kisérletbol alkothassunk konkluziot.

A lebontési utvonal lehetséges hibainak feltarasara elséként Lysotracker Red festést
alkalmaztunk. A Lysotracker Red egy széleskortien elterjedt lizoszomalis festék, ami a sejten
beliili savas struktirakban halmozodik fel, ezaltal fluoreszcensen kijelolve azokat. Ezzel
igazoltuk a savas lizoszomak meglétét az snz funkciovesztéses garland sejtekben. Mivel nem
tapasztaltunk a kontroll sejtekhez viszonyitva jelcsokkenést, kijelenthetjiik, hogy Snz

hianyéaban is jelen vannak savas struktirak a garland sejtekben.

Annak kimutatasara, hogy ezek valoban funkcionald lizoszomak, a Lampl-GFP
lizoszéma riportert alkalmaztuk. A Lampl-GFP egy gyengén expresszaldo kiméra riporter,

melyet a lizoszomak mikodéséhez elengedhetetlen Lampl transzmembran fehérje és a

75



crer

miik6do lizoszomak esetén a GFP jelét a savas kornyezet kioltja, viszont lizoszomalis hiba
esetén intenziv fluoreszcencia detektalhatd. Snz hidnyaban igen alacsony GFP fluoreszcenciat
tudtunk csak detektalni, igy kijelenthetjiik, hogy a garland nefrocitakban Snz hianyaban is jelen

vannak a funkciondald lizoszomak.

A rendszer komplexebb vizsgalatanak érdekében nyomjelzéanyag felvételi kisérleteket
végeztlink tobbféle kivitelben, a ,,pulse” €s ,,chase” idok mddositasaval. ,,Pulse”-nak nevezziik
azt az idOintervallumot, amig a sejtek a nyomjelzdvel kiegészitett tapoldatban vannak, és
folyamatosan vehetik fel a nyomjelz6 molekuldkat. Onnantol, hogy athelyezziik dket friss M3
médiumba, indul a ,,chase” peridodus, amikor mar j nyomjelz6 felvétele nem torténhet, csak a
mar felvett anyagok kozlekedhetnek az endoszomalis rendszerben. A hosszabb ,,chase” idokkel
kifejezetten a késoi endoszoma-lizoszoma kapcsolatok 1étrejottét, dinamikajat monitoroztuk,
mig a rovidebb ,,chase” idovel a felvétel kezdeti 1épéseit, a korai endoszémékat vizsgaltuk.
Ezen kisérleteink novelik eredményeink értékét, hiszen ex vivo ugyan, de él6 sejteket
vizsgaltunk, és ezzel a kisérleti rendszerrel nem csak pillanatképeket készitettiink, hanem valos
idében kovettiik nyomon a sejtek endoszomalis rendszerét, illetve konfokdlis mindségii
videdkkal tdmasztottuk alad kovetkeztetéseinket. (Az eredeti videok megtekinthetok az MBoC
oldalan: https://www.molbiolcell.org/doi/10.1091/mbc.E22-09-0421, a Maruzs et al., 2023

cikk kiegészitd videdi kdzott.

Minden esetben, ahol hosszl ,,chase” periodust hasznaltunk, azt tapasztaltuk, hogy az
snz funkciovesztéses sejtek a kontrollal megfeleltethetden viselkednek, azt leszamitva persze,
hogy joval nagyobb késdi endoszoémakkal rendelkeznek. Snz hidnyaban is jelen vannak a
kontroll sejteknél latott, a nyomjelzére pozitiv vezikulumokbdl kitiiremkeddé nyulvanyok,
melyek az aktivan emésztd, dinamikusan egymasba alakuld terminalis lizoszoma haldzat
bizonyitékai (Lund és mtsai., 2018). Alkalmaztunk egy olyan kisérleti felalllast is, amiben
kétfele tracert vetettiink fel a sejtekkel, kifejezetten a lizoszomalis protedzok emésztési
képességének vizsgalatat célozva. A BSA647 tracert DQ Green nyomjelzéanyaggal is
kiegeészitettiik, mely fluoreszcencidja csak a protedzok 4ltali hasitdst kovetden valik
kimutathatéva. Mivel itt is a kontrollhoz hasonld citoplazmatikus fluoreszcencia
intenzitasadatokat kaptunk, igy bizonyosak lehetiink benne, hogy Snz hidnyaban is jelen vannak

a proteazok ¢és mikodoképesek is.

Kisérleteink alapjan kimondhatjuk, hogy a kés6i endoszoémak megnagyobbodasa nem
valamely, a degradacios utvonalat érint6 hiba kovetkezménye. Hiszen Snz hidnyaban is jelen
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vannak a savas lizoszomdk a nefrocitdkban, rendelkeznek aktivan emésztd protedzokkal,
képesek a késdi endoszoma-lizoszoma fuziora, és ezt jol mutatja a dinamikusan valtozo

terminalis lizoszoma hal6zat megléte.

Ezt kovetden a korai endoszomak vizsgalatdnak irdnyaba terel6dott a figyelmiink.
Rovidebb nyomjelz6 felvételi idot engedélyeztiink a sejteknek és azt tapasztaltuk, hogy a Rab5
overexpresszidhoz (ami az endocitotikus aktivitas ismert fokozoja) (Bucci és mtsai., 1992)
hasonléan, nagyméretli korai endoszomakban jelent meg a tracer az snz KD sejtekben. Ebbdl
arra kovetkeztettiink, hogy az snz funkcidvesztés kovetkeztében elsoként tapasztalt fenotipus,

a kés61 endoszomak megnagyobbodasa a tulzott endocitdzis kovetkezménye.

5.3 Garland sejtekben az Snz a Rab11-gyel kolokalizal, mig az ER-PM-
LD érintkezési pontoktol fiiggetlen

Kolokalizaciés vizsgélatainkkal két fontos megéllapitast is tettiink, az egyik az Snz
atfedése a Rabl1 reciklizdlo endoszoma markerrel. Egy tomegspektrometriai analizis talalati
listaja alapjan a két fehérje kdlesonhatasanak lehetdségét ugyan korabban mar Gillingham és
munkatarsai is felvetették, de altaluk nem keriilt megerdsitésre az interakcid (Gillingham és
mtsai., 2014). A Rab GTP-azok kiilonb6z6 periférias membranfehérjékhez kapcsolodva
szabalyozzak az organellumok és vezikulumok sejten beliili mozgasat. Ezeknek a specifikus
Rab effektor fehérjéknek a feltérképezését célozta meg a Gillingham és munkatarsai altal
végzett kisérletsorozat, mely soran a Rabl1 GTP-kotott formajaval ,halasztak™ ki az Snz
fehérjét. Mi Drosophila lizdtumokat hasznalva, koimmunoprecipitacios vizsgalattal is
alatdmasztottuk, hogy valoban van kapcsolat a két fehérje kozott. Ez nagyban tamogatja
hipotézisiinket, mely szerint az Snz a Rabl1 fehérjén keresztiil fejti ki membranegyensuly
fenntartd hatasat. Bar a pontos biokémiai mechanizmus még feltarasra var, feltételezziik, hogy
a csokkent Snz-funkcid egy olyan, Rabl1l-hez kdthetd molekularis 1épés gatlasat oldja fel az
reciklizacids utvonalon, amely eldsegiti a membran aramlasat az reciklizal6 endoszomakbol a
plazmamembran felé. Amennyiben vadtipust sejtekben az Snz valdoban a Rab11 GTP-kotott
formdjahoz kapcsolodik, akkor elképzelhetd, hogy az Snz a GTP hidrolizis serkentésén
keresztiil gatolja a Rabl1 exocitozist tiamogatd funkcidjat. Bar ez csak egy, a hattérben allo
lehetséges biokémiai mechanizmusok koziil, alapul szolgalhat tovabbi kisérleteink

tervezéséhez.
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A masik fontos megallapitasunk az, hogy az Snz nem mutat kolokalizacidt a
zsircseppekkel. Ugrankar és munkatarsai leirtdk, hogy a Drosophila zsirszovetben az Snz
kolcsonhatasba 1ép a Desatl zsirsav-deszaturazzal az ER-PM-LD érintkezési pontokon, ezaltal
befolyasolva a lipidmetabolizmust (Ugrankar ¢s mtsai., 2019). Tovabba kimutattak, hogy az
Snz egyik human ortologja, az SNX14 elésegiti az ER-lipidcsepp érintkezési pontok 1étrejottét
¢s a lipideseppek érését, ezaltal befolyasolva a lipidanyagcserét human sejtekben (Datta €s
mtsai., 2019, 2020). Egy AlphaFold2-alapu elérejelzést hasznald kdzelmultbeli tanulmany arrél
szamolt be, hogy az SNX-TM fehérjék PXA és PXC doménjei kdlcsonhatasba 1épnek
egymassal, és hidrofob zsebet képeznek, amelynek feltételezett funkcidja a lipidkotés és/vagy
lipidtranszfer (Paul és mtsai. 2022). Ezek az eredmények az SNX-TM fehérjék konzervalt
szerepét jelzik a lipidmetabolizmusban és a lipidtranszferben a membran érintkezési pontokon

keresztil.

A zsirsejtekben az ilyen kontaktusok jelenléte rendkiviil elényds, mivel a zsirsavak
gyors mobilizacioja révén hatékony valaszt tesznek lehetévé a megvaltozott taplalkozasi
feltételekre. Bar a nefrocitak is tartalmaznak lipidcseppeket, ezek a sejtek nem specializalodtak
a lipidek téarolasara és mobilizalasara, ezért nem meglepd a zsirsejtekben leirt ER-PM-LD
érintkezési pontok hianya. Oil Red O festéseinkb6l egyértelmiien kitlinik, hogy a garland
nefrocitakban az Snz nincs atfedésben a lipidcseppekkel. Bemutattuk, hogy a lipidcseppek
elsésorban a nefrocitdk belsd régidiban helyezkednek el, mig az Snz-GFP a Rabl1l-pozitiv
reciklizdlé endoszoméakra lokalizdlédik a sejtek periféridjan. A nefrocitdkban a
plazmamembran betlirédései altal a lakunak bonyolult halézata alakul ki, amely dinamikus
membranforgalmat bonyolit le, ezért természetesen lehetséges, hogy itt is jelen vannak az olyan
membran érintkezési pontok, amelyek lehetévé teszik a nem-vezikularis membrantranszportot.
Noha a nefrocitakban a dMAPPER-Cherry, az ER-PM érintkezési pontok riportere nem
mutatott intenziv kolokalizaciét az Snz-vel (a zsirtestsejtekkel ellentétben), eredményeink
alapjan nem zarhatjuk ki az ilyen érintkezési pontok létezését, hiszen az ER periférids része
jelen van kozvetleniil a plazmamembran alatti régioban lathatod ciszterndk formajaban. Sot,
ritkan részleges atfedés is tapasztalhaté az Snz-GFP és a AMAPPER-Cherry jelek kozott. E
megfigyelés alapjan elképzelheté egy olyan hipotézis is, amelyben az Snz az ER-PM
érintkezési pontok részeként miikodik a nefrocitakban, mikdzben harmadik organellumként a
lipidcseppek helyett a reciklizalé endoszomakat horgonyozza ki. Az Snz hianyaban tapasztalt
nagymértéki reciklizalé endoszéma pozicio-atrendezodés tiikrozheti az Snz szerepét az ilyen

érintkezési pontok stabilizalasaban ¢és a reciklizdldé endoszomak plazmamembran
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betlirddésekhez vald rogzitésében. Azonban ezzel a feltételezéssel ellentétben all az anti-Hrp
plazmamembran és az anti-Cnx99A ER markerekkel kapott kolokalizacios eredményiink,
melyek esetében nem, vagy csak nagyon ritkan latunk atfedést. Ugyan az anti-Hrp egy széles
korben elfogadott nefrocita plazmamembran marker (Atienza-Manuel és mtsai. 2021;
Paschinger és mtsai. 2009), mi mégis ugy gondoljuk, hogy a lakiinak mélyebb régiodit nem jeldli
az ellenanyag. Igy a jov6ben érdemes lesz majd egy finomabb felbontasu kisérletekhez is
alkalmazhat6 plazmamembran marker alkalmazasa, hogy biztosabbat allithassunk az Snz és az

ER-PM érintkezési pontok kapcsolatarol.

Ugyan az altalunk hasznalt modszerekkel nem sikeriilt kimutatnunk, hogy az Snz-nek
szerepe volna a membran érintkezési pontokon keresztiil torténd direkt lipidmetabolizmusban
(ahogyan azt tobb SNX-TM fehérje esetében is leirtak), ugy gondoljuk, hogy indirekt modon,
a Rabll kozvetitette vezikularis lipidtranszferen keresztiil mégis befolyasolja a tagabb

értelemben vett lipidanyagcserét.

5.4 Az Snz szerepet jatszik a nefrocita diafragma egységes

szerkezetének fenntartasaban a Rab11 szabalyozasan keresztiil

A laktnarendszer viszonylag egyszeri lathatova tétele egy Ujabb elénye a garland
nefrocitdknak a reciklizacio vizsgalata soran, és a modszer nagy segitséget nyujtott a Rab11 és
az Snz kozott fennalld kapcsolat funkcionalis hatterének értelmezésében. A garland sejtek
plazmamembran komponensei €s a diafragma fehérjék a folyamatos endo- és exocitozis révén
alland6 korforgasaban vannak a sejt kivalaszté funkcidjanak betdltése érdekében.
Vizsgalatainkhoz immunhisztokémiai eljarassal jeloltiik a lakanak bejaratanal ilé Sns és Pyd
diafragma fehérjéket, ezaltal lathatova téve a nefrocita diafragmat. A csatornak mélységét
diffizion alapuld feltoltést (CDA) kdvetden tettiik konfokalis mikroszkoppal megfigyelhetove,

illetve elektronmikroszkoppal is megvizsgaltuk, csersavas impregnalas utan.

Eredményeink azt mutattdk, hogy az Snz csendesitése kovetkeztében felborul a
diafragma fehérjék szigorti rendezettsége. Ektopikus, azaz nem élettani helyiikon eléfordul6d
diafragma fehérjék jelennek meg a sejt kozépsikjaban, a sejt belseje felé mélyen benyuld
laktindk formalodasa miatt. Az ektopikus diafragmak kialakulasarol a koézelmultban mar
beszamolt a szakirodalom (Atienza-Manuel és mtsai. 2021; Kampf és mtsai. 2019), és a Rab11-

tultermelés kovetkeztében fokozddo exocitdzis eredményeként értelmezték.
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Kisérleteink soran a Rabll funkcionyeréses formajanak expresszidja az Snz
funkciovesztéshez nagyon hasonl6 fenotipust eredményezett. Ebbol arra kdvetkeztetiink, hogy
a két fehérje ellentétes modon szabalyozza az exocitozist. A koztiik kimutatott interakcio pedig
tovabb er0siti ezt a feltételezést, mégpedig ugy, hogy vélhetdleg az exocitdzis szabalyozasa a

két fehérje egymasra hatasan keresztiil valosul meg.

Az Snz és Rabl1 kapcsolatdnak pontosabb megértése céljabol kombinaltuk az snz
csendesitést a Rabl1®” expresszioval, igy a lakGnahalézat és a diafragma fehérjék
szerkezetének az eddigieknél drasztikusabb atrendezddését tapasztaltuk. A nefrocitak kortikalis
nézetébdl ismert, diafragma fehérjék alkotta siirli, ujjlenyomatszerii halozat szakadozotta valt;
bizonyos pontokban besiirtisodott, a sejt mas teriileteirdl pedig mintha teljesen eltiint volna.
Mindekdzben a sejtek medialis sikjaban megjelentek az akar egész sejtet ativeld ektopikus

diafragma régiok és az azokkal megfeleltethetd, a sejt mélyébe hosszan benyulo lakunak.

Hipotézisiinket erdsiti, hogy a Rab11¢A-t expresszalo sejtekben az intracellularis Sns és

Pyd felhalmozodas menekithetd az snz egyidejii overexpresszidjaval.

A Rabll kis GTPaz a sejtfelszin fehérjedsszetételének f6 szabalyozodja szdmos
sejttipusban, mivel a plazmamembran fel¢ iranyuld vezikularis transzportutvonalak
metszéspontjaban hat (Welz et al., 2014). Ennek megfeleléen a Rabl11 jelen van a reciklizalo
endoszomakon, a Golgi-bol szarmazé vezikulumokon és a transz-Golgi halézatban is. Az
aktivator GEF és a deaktivator GAP partnerek altal szabalyozott Rabl1 kolcsonhatasba 1ép
szamos effektor fehérjével, beleértve a kiilonb6zé motorfehérje komplexeket €s az tin. exocyst
komplexet is (Welz et al., 2014). Ezen kdlcsonhatdsok révén a Rabll szdmos alapvetd
sejtfolyamatban vesz részt, mint példdul a receptorok ¢és az adhézios fehérjék
Ujrahasznositasaban, a citokinézisben, vagy oogenezisben. A Drosophila Rabll-et széles
korben vizsgaljak, és funkciojat kiilonb6zo szovetekben eltérd modszerekkel, de azonos
iranyba mutatodan, az exocitozishoz kothetd folyamatokban irtak le: nydlmirigyben a ragaszto
granulumok éréséhez sziikséges (Neuman és mtsai. 2021), a fotoreceptor sejtekben a rodopszin
ujrahasznositasaért felelds (Satoh és mtsai. 2005), valamint leirtdk mar nefrocitakban is, mint a

diafragma fehérjék rendezettségének szabalyozdja (Wen és mtsai. 2020).
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5.5 Az Snz mint az exocitozis gatloja

Elméletben egy mérleget elképzelve konnyen Osszekapcsolhatd a kezdeti kisérleteink
soran tapasztalt robusztus kés6i endoszoma méretnovekedési fenotipus, melyet az endocitdzis
fokozasaként értelmeztiink, és a Rabll aktivacido elszabaduldsdval létrejové exocitdzis
fokozddas, hiszen az egyensuly érdekében, ha a mérleg egyik oldalan noveljiik a mennyiséget,

akkor a masikon is novelniink kell, hogy ne billenjen ki. De hogyan mutathato ki ez sejtszinten?

Ehhez a Sec5 exocyst komplex tagot csendesitettiik az snz csendesitéssel egyidejiileg.
A Sec5 sziikkséges a komplex megfeleld miikodéséhez, a szekrécios vezikulumok és a
reciklizalé endoszémak plazmamembranhoz kétédéséhez és a membranfuzid létrejottéhez. A
kettds csendesités eredményeként helyreallt a késoi endoszomak mérete a nefrocitakban. Mivel
a Sec5 csendesitése kovetkeztében csokkent az exocitdzis, ezéltal Snz hidnydban sem volt
sziikség oly mértékii kompenzacios endocitdzisra, ami talterhelné a lebontasi ttvonalat. Tehat
bizonyosan sziikks€ég van az exocitézis normal mikoédésére, hogy létrejohessenek a

megnagyobbodott késdi endoszémak az snz-csendesitett nefrocitdkban.

Hipotézisiinket a nagymértékii szekréciot folytatd nyalmirigyek vizsgalata soran kapott
eredmények is alatamasztjak, hiszen Snz hianyaban a nyalmirigyekbdl a teljes ragasztdanyag
felszabadult, ami megfeleltethetd az exocitozis novekedésével, mig az Snz thltermelése
kovetkeztében oly mértékii volt az exocitozis gatlasa, hogy a teljes ragasztoanyag mennyiség a
nyalmirigyekben maradt. Nyalmirigyben folytatott kisérleteink eredménye felveti annak a
lehetdségét, hogy az Snz mads, aktiv szekréciot folytatd szovetekben (mint példaul a bél) is
jelentds szabalyozo funkciot 1at el. Mivel az SNX-TM fehérjék exocitdzishoz kapcsolt szerepét
eddig még nem vizsgaltak, ezért érdemes volna kiterjeszteni a kérdést tobbféle szdvettipusra,

illetve mas modellszervezetekre is.

5.6 Kitekintés, orvosbiologiai vonatkozasok

Az SNX fehérjék szerepét a Rab11 altal kdzvetitett reciklizacioban korabban nem irtak
le, bar szdmos SNX szerepe a kiilonbozd vezikularis transzportfolyamatokban jol ismert. A
PI(3)P-koté PX domén jelenléte példaul eleve eldrevetiti a SNX fehérjék korai endoszoma
kapcsolt valogatasi szerepét. Tovabba az SNX fehérjék a kiilonb6zd szortirozd komplexek,
példaul a retromer, a retriever és a recycler részeiként hozzédjarulnak szamos transzmembran

fehérje Ujrahasznositdsdhoz a korai endoszomakbol vagy késéi endoszomakbol az
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endoszomalis rendszer kiilonb6z6 allomasai felé (Chen, Healy, és Collins 2019; Zhou és mtsai.
2022). Erdekes médon mind az Snz, mind pedig a huméan SNX25 nem kanonikus PX-domént
tartalmaz, €s a foszfolipidkotd feliiletiikben bekovetkezett valtozasok a kotOpartnereik
spektrumat kiszélesitik a di- vagy trifoszforilalt foszfatidilinozitol-foszfatok felé. Nem meglepd
tehat, hogy az Snz nem kanonikus PX doménjén keresztiil kdlcsonhatdsba 1€p a zsirsejtek
plazmamembranjaval, ahol a legnagyobb mennyiségben el6fordulé foszfatidilinozitol-foszfat a

P1(4,5)P-.

Amint azt a kézelmultban kimutattak, a Snazarus ketts szerepet tolt be a Drosophila
zsirsejtekben, mivel részt vesz a lipidanyagcserében ¢és az autofagidban is (Lauzier és mtsai.
2022; Ugrankar és mtsai. 2019), ami torténhet a PI(3)P-hez vald kotédésén keresztiil is, amely
jellemzden a kialakuld és érett autofagoszomékban is megtalalhato. Igy a Drosophila
zsirsejtekben mar ismert az Snz szerepe a vezikularis és nem-vezikularis lipidanyagcserében

ugyanazon szdveten beliil.

Az SNX-TM fehérjék masik érdekes tulajdonsdga az RGS domén jelenléte, amibol
adodik a feltételezés, hogy az Snz ezen a doménen keresztiil kozvetleniil szabalyozhatja a
Rabll-et a nefrocitakban. Ez a domén koztudottan GAP-ként mitkddik a trimer G fehérje a-
alegységein (Amatya és mtsai. 2021). JovObeli terveink kozé tartozik kisérletesen ellendrizni,
hogy az Snz/SNX25 RGS doménje képes-e kotddni a Rab11-hez, és igy kozvetleniil inaktivalni
ezt a kis GTPazt.

Bar az SNX25, az Snz human ortologjanak fiziologiai funkcidja jelenleg még
ismeretlen, mar vannak tanulmanyok a vezikularis transzportban bet6ltott szerepérdl. Azt
talaltak, hogy az SNX25 képes kolcsonhatasba 1épni a TGF- receptorokkal, ¢és fokozza a
receptor lebomlasat a klathrin-fliggé endocitdzist kovetd lebontasi utvonalon (Hao és mtsai.
2011). A human SNX25 részt vesz az autofag fluxus szabalyozasaban is a VAMPS
endoszomalis rendszerben torténd szallitdsanak szabalyozasan keresztiil (Lauzier és mtsai.
2022). A legujabb vizsgalatokban az SNX25-6t olyan betegségekkel hoztak osszefiiggésbe,
mint a temporalis lebeny epilepszia (Du €és mtsai. 2013), a vastagbélrak (Feng és mtsai. 2022),
a pikkelysomor (Vecellio €s mtsai. 2021) és a kronikus vesebetegség (Kim, Jin, és Eom 2021).
Az utobbi esetben az SNX25 mutacié a glomerularis filtracids rata csokkenésével jar. Bar
kisérleteik sordn az SNX25 mutidciok humén podocita funkciéra gyakorolt hatasat nem
vizsgaltak, tekintettel az Snz szerepére a Drosophila nefrocitakban, az SNX25 érintettsége a

kronikus vesebetegségben kiilondsen érdekes kérdés.
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6. Osszefoglalas

Az eukaridta sejtek figyelemre méltéan Osszetett endoszomalis rendszerrel
rendelkeznek, melyet szamos fehérje szabalyoz. Az egyik ilyen szabalyozasért felelds
fehérjecsalad a Sorting nexinek (SNX). A csalad k6zo6s jellemzdje, hogy rendelkeznek egy
konzervalt PX (phox-homology) doménnel, amely megkéti a foszfatidilinozitol-foszfatokat. Az
SNX fehérjecsaladnak kozel 50 tagja ismert emberben, mig Drosophildban mindossze tiz. Az
SNX fehérjéket kiilonbozd alosztalyokba csoportositjuk az dket alkotd specifikus domének
alapjan, melyek molekularis funkcidjukat is meghatarozzak. Az SNX-TM fehérjék alcsoportja
egyedi doménszerkezettel rendelkezik, amely két N-terminalis transzmembran régiobdl és az
ezeket kovetd PXA-RGS-PX-PXC doménekbdl all. Az SNX-TM fehérjék hibait kiillonbdzo
emberi megbetegedésekkel hoztdk kapcsolatba. Az alaposan vizsgalt SNX14 fehérjét kodolod
génben torténd mutacid kovetkezménye példaul a cerebellaris ataxia szindromdak egyik
tipusanak kialakulasa. Drosophilaban csak egyetlen Snx-TM fehérjét ismeriink, a Snazarust
(Snz), mely legkozelebbi human megfeleldje az SNX25. Az SNX25-6t az autofag fluxus
szabalyozdjaként irtdk le humén sejtekben, tovabba kapcsolatba hoztdk a temporalis lebeny
epilepszia kialakulasaval. Drosophilaban az Snz molekularis funkcigjat mindeddig csak larvalis
zsirtestsejtekben irtak le. Eszerint az Snz részt vesz olyan membran érintkezési pontok
1étrehozasaban a plazmamembran, az endoplazmatikus retikulum ¢€s a lipidcseppek kozott,
amelyek lehetové teszik a lipidek nem-vezikuldris transzportjat, ezaltal befolyasolva a
lipidmetabolizmust. Egy masik tanulmény, az SNX25 fehérjéhez hasonldan, mint az autofag

fluxus szabalyozdja azonositotta az Snz-t zsirsejtekben.

Kutatasaink soran célul tliztiik ki a Snz endoszomalis rendszerben betoltott szerepének
megértését. Ehhez a Drosophila larvalis garland nefrocitakat alkalmaztuk modellként. Ezek a
sejtek szerkezetileg és funkcionalisan nagyban hasonlitanak az emberi vese podocitaihoz,
ezaltal alkalmasak lehetnek az emberi nefropatidk molekularis hatterének megértéséhez. A
nefrocitdk feladata a hemolimfa megtisztitasa, 0Osszetételének szabalyozasa, ennek
kovetkeztében folyamatosan aktiv endo- és exocitozist folytatnak, és rendkiviil szervezett
endoszomalis rendszerrel rendelkeznek. Az endoszomalis érésben részt vevo fehérjék konnyen
azonosithatéak, hiszen hibdjuk, vagy célzott kilitésilk azonnal e szigorti rendezettség

felborulasahoz vezet.
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Immunfestéses kisérleteket végeztiink két egymastol fiiggetlen prosGal4 hajtotta snz
RNSi konstrukcion és egy nullmutans torzson. Az snz funkciovesztése a korai és késoi
endoszomak méretndvekedéséhez €s eloszlasanak megvaltozadsahoz vezetett. Ez a fenotipus azt
sejttette, hogy Snz hidnyaban akadalyozottd valik a lebontasi utvonal. Ennek vizsgéalatadhoz a
lizoszomalis kompartmentumot célz6 immunfestéseket és nyomjelzé felvételi vizsgalatokat
végeztiink. A kapott eredményekbdl kidertilt, hogy a lizoszomalis lebomlas normalisan megy
végbe az snz funkciovesztéses nefrocitdkban, ellenben fokozoddik az endocitozis, ami az

endoszomalis rendszer tulterhelddését eredményezi.

Ezt kdvetden kolokalizacios kisérletekkel kimutattuk, hogy a garland nefrocitakban az
Snz az ER-PM-LD érintkezési pontoktol fliggetlen lokalizaciot mutat, viszont hatdrozottan
atfed a Rabll-pozitiv reciklizald6 endoszomékkal. A két fehérje kolcsonhatasat
koimmunoprecipitacioval is megerdsitettilk. A Rab11 kdzvetitette exocitozist a garland sejtek
egy masik elonyos tulajdonsagan keresztiil vizsgaltuk. A nefrocitdk rendelkeznek egy
szlir6gattal, a nefrocita diafragmaval, melynek fehérje komponensei folyamatosan cserélddnek
az endo- és exocitozis segitségével. Snz hianyaban azt tapasztaltuk, hogy a diafragma fehérjék
rendezettsége felborul, megjelennek a sejt mélyebb régidiban az Oket tartalmazéd lakindk
megnyulasanak kovetkeztében. Hasonld fenotipust eredményezett a Rabl1 tultermelése is,
illetve a két genotipus kombindcidja a fenotipus feltind fokozddasat eredményezte.
Kisérleteink soran a Rab11 funkcidonyeréses formajanak expresszidja az Snz funkcidvesztéshez
nagyon hasonlo fenotipust eredményezett. Ebbdl arra kovetkeztetlink, hogy a két fehérje

ellentétes modon hat.

A membréanbetiiremkedések kialakulasa a nefrocitdkban az endocitozis €s az exocitozis
kozotti egyenstlyhidny eredménye. A hibéas endocitozis vagy fokozott exocitozis ezeknek a
mély betlirédéseknek a megjelenését eredményezi. Mivel ismert, hogy a Rabll fokozott
expresszioja tulzott exocitozishoz vezet, igy gondoljuk, hogy esetlinkben az Snz hidnya tovabb
fokozza a Rabl1l aktivitdas megemelkedése kovetkeztében mar amugy is megndvekedett
exocitozist. gy feltételezziik, hogy vadtipust sejtekben az Snz a Rab11 korlatozasan keresztiil
szabalyozza az exocitozist. Az endocitotikus fenotipusok valoszinlileg a kompenzacios

endocit6zisbol szarmaznak, amely feladata a membranfelesleg eltavolitasa.

Az Snz exocitozist gatld hatdsanak alatdmasztasara a Drosophila larvak nyalmirigyét

vizsgaltuk, mely aktiv exocitdzist folytat. A larvak a metamorfo6zis kezdetén nagy mennyiségii
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ragasztdanyagot szabaditanak fel a nyalmirigylikbdl, hogy szilard felszinhez rogzithessék
magukat, mely a babképzddés és a teljes atalakulas feltétele. Snz hidnyaban szinte a
ragasztdanyag teljes mennyisége kiliriilt, mig a Snz taltermeltetése esetén, az exocitozis
gatlasanak kovetkeztében nem volt lathato glue felszabadulas. Ez a kisérlet fontos része volt
hipotézisiink megerdsitésének és egy masik sejttipusban is bemutatta az Snz kulcsfontossagu

szerepét.

Eredményeink szerint tehat az Snz felelds az endo- és exocitozis egyensulyanak
fenntartasaért garland nefrocitadkban. Ezzel 0sszefiiggésben szabalyozza a membranegyensulyt,
illetve kritikus fontossagti a laktinarendszer megfelel6 mélységének kialakitdsahoz ¢és a
diafragma fehérjék helyes elrendezdédéséhez. Mindezt a Rabll fehérje aktivitdsanak
ellensulyozésan keresztiil éri el. Eredményeink az Snz egy korabban ismeretlen funkcigjat
mutatjdk be garland nefrocitdkban ¢és jdonsagot jelentenek az SNX-TM fehérjekutatas

teruletén is.
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/. Summary

Eukaryotic cells possess a complex endosomal system whose proper functioning is
regulated by a number of proteins. One group of these important regulatory proteins belong to
the Sorting nexin (SNX) family. SNX proteins contain a conserved PX (phox-homology)
domain that binds phosphatidylinositol phosphates. Nearly 50 members of the SNX protein
family are known in humans, while there are only 10 in Drosophila. SNX proteins are grouped
into different subclasses based on their specific domains, which also determine their molecular
function. The subgroup of SNX-TM proteins has a unique domain structure consisting of two
N-terminal transmembrane regions and the following PXA-RGS-PX-PXC domains. Loss of
Snx-TM protein functions have been linked to various human diseases. For example, the
consequence of a mutation in the gene encoding the intensively studied SNX14 protein is the
development of one type of cerebellar ataxia syndromes. In Drosophila, only one Snx-TM
protein is known, Snazarus (Snz), whose closest human counterpart is SNX25. SNX25 has been
described as a regulator of autophagic flux in human cells and has been linked to the
development of temporal lobe epilepsy. In Drosophila, the molecular function of Snz has only
been described in larval fat body cells so far. According to this, Snz is involved in the formation
of membrane contact sites between the plasma membrane, the endoplasmic reticulum and lipid
droplets. These contact sites allow non-vesicular transport of lipids, thereby influencing lipid
metabolism. Another study also in fat body cells identified Snz as a regulator of autophagic
flux, similar to the SNX25 protein.

During our research, we aimed to understand the role of Snz in the endosomal system.
For this, we used Drosophila larval garland nephrocytes as a model. These cells are structurally
and functionally very similar to human podocytes, which makes them remarkable model cells
to understand the molecular background of human nephropathies. Nephrocytes are important
in the filtrattion of the Drosophila hemolymph and in the regulation of its composition. As a
result, they continuously engage in active endocytosis and have a highly organized endosomal
system. The proteins involved in endosomal maturation are easy to identify in this model, since
their dysfunction by targeted knockout immediately leads to disturbances in their strictly

organized endosomal network.

We performed immunostaining experiments with two independent Snz RNAI lines and

also with a nullmutant strain. Loss of Snz led to increased size and altered distribution of early
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and late endosomes. This phenotype raised the possibility that the degradation pathway
becomes obstructed in the absence of Snz. To investigate this, we performed several
immunostainings and tracer uptake studies targeting the lysosomal compartment. The obtained
results revealed that lysosomal degradation proceeds normally in nephrocytes with Snz loss-of-
function, but the rate of endocytosis increases, resulting in an overload of the endosomal

system.

After that, we demonstrated with colocalization experiments that Snz shows a
localization independent of the ER-PM-LD contact sites in garland nephrocytes, but definitely
overlaps with Rab11-positive recycling endosomes. The interaction of the two proteins was
also confirmed by co-immunoprecipitation. Rabll-mediated exocytosis was investigated
through another advantageous property of garland cells. Nephrocytes have a charge- and size-
selective barrier for the filtration, the so-called nephrocyte diaphragm. It has protein
components, which are constantly turned over with the help of endocytosis and exocytosis. In
the absence of Snz, we found that the order of the diaphragm proteins is disturbed; they appear
in the deeper regions of the cell as a result of the elongation of the lacunae containing them.
The overexpression of Rab11 resulted in a similar phenotype, and the combination of the two
genotypes resulted in a striking enhancement of the phenotype. During our experiments, the
expression of the gain-of-function form of Rab11 resulted in a phenotype very similar to the
effects of Snz loss. From this, we conclude that the two proteins act in opposite ways in the

regulation of exocytosis.

The formation of membrane ingressions in nephrocytes is the result of an imbalance
between endocytosis and exocytosis. Defective endocytosis or increased exocytosis result in
the appearance of these deep ingressions. As it is known that increased expression of Rabl1l
leads to excessive exocytosis, we believe that the loss of Snz further enhances the already
increased exocytosis rate due to the increase in Rabl1 activity. Thus, in wild-type cells, Snz
regulates exocytosis through the restriction of Rab11. The endocytotic phenotypes likely result
from compensatory endocytosis, which is responsible for the removal of excess membrane from

the cell surface.

We used Drosophila larval salivary glands as a tissue displaying active regulated
exocytosis to support our model concerning the exocytosis-inhibiting effect of Snz. At the
beginning of metamorphosis, the larvae release a large amount of adhesive material (glue) from
their salivary glands in order to attach themselves to a solid surface, which is necessary for
puparium formation and the following metamorphosis. In the absence of Snz, almost the entire
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amount of glue was released, while in the case of overexpression of Snz, we experienced
inhibition to such an extent that no glue release could be detected. This observation is an
important confirmation of our hypothesis and demonstrates the key role of Snz during
exocytosis in another cell type.

According to our hypothesis, Snz is responsible for maintaining the balance of
endocytosis and exocytosis in garland nephrocytes. In this context, Snz regulates membrane
balance and is critical for the formation of the appropriate depth of the lacunar system as well
as for the correct arrangement of diaphragm proteins. Snz achieves all of this by counteracting
the activity of the Rab11 protein. Our results demonstrate a previously unknown function of

Snz in garland nephrocytes and represent a novelty in the field of Snx-TM protein research.
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Sajat hozzajarulasom a munkahoz

A felhasznalt ecetmuslica torzsek fenntartasa

Az snz nullmutanst menekit6 torzs létrehozasa

Larvalis garland sejtek boncolasa és immunfestése formaldehides fixalast kovetéen
Garland sejtrek hofixalasos immunfestése a diafragma fehérjék megfestésére
Lysotracker Red festés

Oil Red O festés

Nyomjezdanyag felvételi kisérletek elvégzése

Channel Diffusion Assay elvégzése

Texas Red Avidin nyomjezldanyag kovetése mikroszkop alatt videofelvétellel
Mintaeldkészités EM vizsgalatra

Mikroszkdpos elemzés és statisztikai analizis
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Fuggelékek

Rekombinacios keresztezés

P \Q w- ; + ; tub-Gald [w*] ® 6\ w- ; + ; UAS-snz-GFP [w*]
w- ;+ ; TM6Tb Y ;+ ; UAS-snz-GFP [w']

r r

Fy é w- ;+ ; tub-Gald [w'] ® - ; + ; TM3SbSer
; + 3 UAS-snz-GFP [w*] C? Y :+: TM6Tb

$

2 | w- ; + ; tub-Gal4d [w']
:+ TM balancer

T

w- ; + ; UAS-snz-GFP [w*]
w- ;+ ; TM balancer

w- ; + ; tub-Gald [w*], UAS-snz-GFP [w']
W- ;+ ; TM balancer

F1. abra: Az snz-GFP rekombindns torzs létrehozdsdanak bemutatdsa

A két lehetséges genotipusii F1 sziiz koziil a nem balanszeres egyedeket valogattuk le, és itt csak ezeket
tintettiik fol. Az F1 generdacioban a Tubby ellen szelektaltunk és a hosszu testii sziizeket vittiik tovabb.

Az F2 generdcidoban a Két nem rekombindns genotipus melldl a rekombindns fluoreszkdlé larvikat
szelektdaltuk. Majd ezek koziil a TM6Tb balanszereseket kereszteztiik egymdssal. Ugyanez a keresztezés létrejott
pros-Gald driver bevitelével is, azzal a kiilonbséggel, hogy az F2 generdcioban a larviknak csak a nydlmirigyében

detektalhato fluoreszcencia, ezért a rekombindansok valogatdsat ere alapoztuk.
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Nullmutans és menekito transzgén kombinalasa

P ié snzke ; + ; + ® FM7cB ;+; Sb
snzkC ; + ; + 6‘ Y ;+; TM6Tb

!

Fy éé snz’© ;+ ;  +
FM7cB ;+ ; TM6Tb

P
\Q FM7cB i+ Sb ® w- ; + ; tub-Gal4, UAS-snz-GFP
daam®®% ; + ; TM6Tb Y ;+ ; TM6Tb

6\ FM7cB ;i;tub-Gald, UAS-snz-GFP
Y e Sb

6\ snzk® ;i;tub-Gald, UAS-snz-GFP
Y HE TM6Tb

FM7cB ; + ; tub-Gal4, UAS-snz-GFP
6\ Y 4+ TM6Tb

ié snz"C ; + ; tub-Gal4, UAS-snz-GFP
FM7cB ; + ; TM6ETb

Eé FM7cB ; + ; tub-Gal4, UAS-snz-GFP
FM7cB ; + ; TM6Tb

F2. abra: Nullmutdns és menekito transzgén kombindldasa

A zolddel jelolt egyedek két, pdarhuzamosan inditott keresztezésbdl szarmaznak, ezeket kereszteztiik
egymassal és az F2 generdcio esetén a Tubby és nem Stubble egyedek lehetséges genotipusait tiintettiik fel. Az F2
generdcio nem Bar szemii himjeit kereszteztiik az ugyanebbdl a generaciobol szarmazo Bar szemii néstényekkel.
Az X kromoszoma homozigota formaba hozasahoz az F3 generdcioban a nem Bar egyedeket kereszteztiik egymds

kozott.
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