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Arl- ADP-ribosylation factor-like protein
Bet- Blocked early in transport

BSA- bovine serum albumin

DCR- dicer

ER- endoplazmatikus retikulum

FCS- fetal bovine serum

FITC- fluorszcein-izotiocianat

Gal- galactose-responsive transcription factor
Gos- Golgi SNARE

HOPS- homotypic fusion and protein sorting

Luc- luciferaz



M3- Shields and Sang M3 insect medium

miniCORVET- mini class C core vacuole/endosome tethering
PBS- phosphate buffered saline

PBTX- phosphate buffered saline with Triton X-100

PM- plazmamembran

Q- glutamin

R- arginin

Rab- Ras-associated binding protein

RNSi = Ri- RNS interferencia

Sec- Secretory

SNAP24/25/29- Synaptosomal-associated protein 24/25/29kDa
SNARE- Soluble N-ethylmaleimide-Sensitive Factor Attachment Protein Receptor
STX, Syx- Syntaxin

(n)Syb- (neuronal)Synaptobrevin

UAS- upstream activating sequence

Use- Unconventional SNARE in the ER

UV- ultraviola

Vamp- Vesicle-associated membrane protein

Vti- Vesicle transport through interaction with t-SNAREs

OSSZEFOGLALO

Az endocitozis soran a sejt a kornyezetébdl €s a plazmamembranbol anyagokat vesz fel.
Ezek el6szor az endoszomékba jutnak, majd vagy a lizoszoémdk altal lebomlanak, vagy
reciklizacido révén visszakeriilnek. Mindkét Utvonalon membranfuzids 1épések zajlanak,
melyeket a SNARE-fehérjék hajtanak végre. Azonban az egyes lépésekben részt vevd SNARE-
ek a mai napig tisztazatlanok.

Kutatasom sordn az 0sszes ismert ecetmuslica SNARE szerepét vizsgaltam a korai
endoszomalis fuziokban. Ehhez kivaléo modell a larvalis garland nefrocita, amely felépitését
tekintve nagyon hasonld az emlds podocitahoz. A garland nefrocita a hemolimfabol képez
szlirletet, mikozben intenziv endocitézist végez. SNARE RNSi-t kifejezd nefrocitdkban
immuncitokémiai és egyéb modszerekkel (felvételi probakkal) vizsgaltam a korai endoszémalis

kompartmentet, valamint az endocit6zis és reciklizacios folyamatok dinamikajat.



Azt tapasztaltam, hogy a Syx7, a SNAP29 ¢és az Ykt6 hianyadban elmarad a korai
endoszémak homotipikus fuzidja, igy a lebontas sériil. Feltételezhetd, hogy e harom SNARE
egymassal kolcsonhatva miikddik, egy korabban ismeretlen SNARE-komplex részeként.
Tovabbi kisérleteim alapjan valdszinii, hogy az Ykt6 a korai endoszémalis fuzio mellett a
reciklizacioban is szerepet jatszik, igy a két utvonal k6zos elemeként mitkodhet.

Kutatasunk révén kozelebb kertiltiink az endolizoszémalis lebontés és a reciklizacid

kozotti kapcesolat, valamint az itt szerepet jatszo SNARE-fehérjék mélyebb megértéséhez.

BEVEZETO ES CELKITUZESEK

Az endolizoszémalis kompartment tobbféle vezikulatipusbol allo rendszer, amelynek
végallomasa lehet a lebontds, vagy reciklizacio!. Az endocitozis befejezése utdn az endoszémak
kiilonb6z6 érési folyamatokon mennek keresztiil, és végiil eljuttatjdk a lebontand6 anyagot a
lizoszoémakba, vagy az adott anyagot visszairanyitjak a plazmamembran (PM) felé. El6fordul
az is, hogy az anyag retrograd médon a Golgi-apparatus iranyaba halad, majd késébb innen
szekretalodik. Tehat az endolizoszomalis rendszer iranyit, szortiroz; majd lebont, szekretal
vagy reciklizal. Ezen szertedgazo funkcidkat a sok ponton vald szabalyozhatdsag teszi lehetové.

Endocitézis soran a sejt a PM egy darabjanak betlirddésén és lefiiz0désén keresztiil
anyagokat vesz fel az 6t koriilvevd folyadéktérbdl, és magabdl a plazmamembranbol, minek
leggyakoribb formaja a receptor-medialt endocitézis®>. Ennek soran a leflizédott és zarult
klatrin-burkos membranbol a burok tdvozasat kovetden endocitotikus vezikula keletkezik.
Tobb endocitotikus vezikula egymassal egyesiilve kialakitja a korai endoszomakat. Az
endoszomak ezt kdvetden érési folyamaton mennek keresztiil, melynek soran megvaltozik a
lipid- ¢és fehérjedsszetételiik, ezaltal a membranidentitdsuk, ami meghatarozza a vezikula
tovabbi sorsat. Ilyen identitasmeghatarozé molekuldk a lipidek koziil példaul a foszfatidil-
inozitol-foszfatok, illetve a fehérjék koziil a kis GTP-az fehérjék Rab és Arl csalddjai.
Kiilonb6z6 vezikulakon eltéré Rab fehérjé(k) talalhatok. A korai endoszomara a Rab5 jellemzo,
a késoire a Rab7; a reciklizdlodo endoszoman Rab4 (kozvetlen reciklizacid) vagy Rabll
(kdzvetett reciklizacio) talalhato?.

A korai endoszoma vezikulotubuldris struktura, feladata az internalizdlt anyag
valogatasa, irdnyitasa. Beltartalmuk szortirozasa kozben az érés is végbemegy, ami az identitast
meghataroz6 Rabok ¢és lipidek kicserélodésén at valdosul meg. A szortirozas soran a
reciklizaciora szant anyagok tubularis membranrészekbe keriilnek, mig a lebontasra szant

membrankomponensek intraluminaris vezikula képzddése sordn az endoszoéma belsejébe jutnak



annak membranjabol beflizodve. A szortirozast kvetden a reciklizalando anyagokat tartalmazo
részek leflizddnek, mig az intralumindris vezikuldk képzddésének befejeztével a korai
endoszoma multivezikularis, Rab7 pozitiv kés6i endoszomava valik. A késdéi endoszomak
lizoszomakkal egyesiilnek, igy megvalosul a felvett anyagok lebontdsa. A plazmamembranban
még sziikséges anyagokat tartalmazé vezikulak pedig képzodési helyiik és tartalmuk szerint
Rab4 vagy Rabl1 pozitivak lesznek és visszafordulnak a PM fel¢, majd azzal fuzionalnak.

A fenti folyamatok mindegyikében membranfuzids 1épések szerepelnek, mely az
egyesiil6 membranok identitasa szerint lehet homo- vagy heterotipikus. A fehérjékbdl allo
fazids gépezet elemei a panyvazéd faktorok és a SNARE-fehérjék®. A panyvazé faktorok a
vezikuldk membranfelszinének bizonyos lipidjeit és Rab fehérjéit felismerve képesek azokat
Osszekapcsolni, fizikai kozelségbe hozni. Ezutin a SNARE-fehérjékbdl alloé komplex
Osszeszerelddik és a két membrant egymas felé mozditja, majd ezek egyesiilnek.

A SNARE-fehérjék csaladjanak minden tagjaban megtaldlhaté a SNARE-motivum. A
SNARE-motivum és a komplexben betoltdtt pozicio alapjan ezen fehérjék Qa-, Qb-, Qc-, Qbc-
és R-SNARE-ek lehetnek. A Q és R csoportositast® a motivum a-hélixben kialakitott ionos
kotést 1étrehozod aminosav-oldallanca alapjan hoztak létre: Q (glutamin) és R (arginin). Egy
komplex létrejottéhez mind a 4 motivumbol (Qa, Qb, Qc és R) egy sziikséges. Egyes esetekben
a Qb- és Qc-SNARE helyett egy Qbc-SNARE veszi at azok helyét. Az ilyen SNARE-ekben két
SNARE-motivum is talalhato.

Korabbi kutatdsok csak egyes SNARE-fehérjék vagy komplexek endoszémalis
folyamatokban betoltott szerepét vizsgaltak. Ezen publikaciok bar ramutattak egyes
szovettipusok kozti kiilonbségekre, de sosem tanulméanyoztdk az egész endoszOmalis
folyamatot atfogoan.

Kutatdsunknak éppen ez volt a célja. Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) garland
nefrocitak kivalé modelljei az endolizoszomalis rendszer vizsgalatanak. E sejtek funkcionélisan
az emlds vese podocitainak megfeleltethetok. A sziirletet a testfolyadékbol mindkét sejt egy
fehérjékbdl allo szlird segitségével allitja eld, amelynek felépitése és Osszetétele teljesen
ortoldg. emiatt az ecetmuslica garland sejtek kivalé emlds podocita betegségmodellek®’. Az
eltérés koztik, hogy a garland sejtek a képzett sziirletet nem elkiiloniilt sejtkdzotti téren
keresztiil juttatjdk a kiilvildgba, hanem intenziv endocitézis révén felveszik. A nefrocitak
specialis képletei, az ugynevezett lakindk, szlirdmembrannal lezart felilletnvelé PM-
betlirddések. A kivalasztd funkciot végzo sejtek endocitotikus ttvonalainak feltarasa igencsak
fontos, mert ezek a folyamatok szabalyozzak a szlirdmembrant is, melynek hibas miitkodése

sulyos korképekhez vezethet’. Kutatdsom soran ezen speciélis sejttipust segitségével szerettiik

5



volna felderiteni, mely SNARE-fehérjék jatszanak szerepet az endocitdzis folyamataban.
Kivaltképp a korai 1épésekre fokuszaltam, mert az itt lezajldé membranfiziokban szerepld
SNARE-ek még kevéssé ismertek, illetve a szlirdmembran elemeinek szabalyozasdban ezen
lépések a legjelentdsebbek®. Célom volt a korai endoszomdak fuziojat végrehajté SNARE-

komplex tagjainak feltarasa, illetve a reciklizacioban részt vevd SNARE-ek azonositasa.

EREDMENYEK

Syx7, SNAP29 vagy Ykt6 csendesitett sejtekben kisebbek a késdi endoszomak

Annak érdekében, hogy megtaldljuk a korai endocitézisban szerepet jatszo SNARE-
fehérjéket, genetikai sziirést végeztiink az egyes muslica SNARE-eken. Ezt vandorl6 stadiumu
larvak garland sejtjeiben egyes SNARE-fehérjéket csendesitve, Rab5 és Rab7 elleni kétlépcsds
immunfestés segitségével végeztiik. A genetikai szlirés sordn a legtobb kereskedelemben
elérhetd6 SNARE-fehérjét célz6 RNS interferencia konstrukciot megvizsgaltuk (82 db
konstrukcio). A vizsgalatot még témavezetdim kezdték (53 db konstrukcid), majd én folytattam
(29 db konstrukcio) és Osszegeztem az eredményeket: a tapasztalt fenotipusokat tobb
kategoriaba soroltam és azokat a szakirodalom alapjan értelmeztiik. A sziirés eredménye az 1.
abran lathatd, amelyen minden SNARE-RNSi esetében a legjellemzébb fenotipus van
feltiintetve. Az itt nem bemutatott tovabbi RNSi konstrukcidkkal kapott eredményeket a 3.
tablazat (fliggelék) foglalja 6ssze szoveges formatumban.

A Luciferaz Ri sejtek (1/A) szolgaltak kontrollként: benniik kozvetleniil a
plazmamembran alatt helyezkednek el a Rab5 pozitiv vezikuldk (korai endoszomak), alattuk
pedig a Rab7 pozitiv késdi endoszomak. Egyes esetekben megfigyeltem kettdsen (Rab5, Rab7)
pozitiv vezikuldk is, ezek korai-késdi atmeneti allapotban vannak.

Syx5 (1/D), Syx18 (1/1), Gos28 (1/J), Membrin (1/K), Betl (1/0) vagy Usel (1/R)
csendesitése esetén viszonylag nagyméretii késéi endoszémak lathatok, melyek sejten beliili
poziciodja részben megvaltozik, gyakran csoportosulnak a sejt belsejében. Az emlitett SNARE-
ekrdl tudjuk, hogy Golgi-ER kozotti transzport funkcioval rendelkeznek’, amely hibaja a

lizoszomak képzddését is elronthatja, ezért a tovabbiakban ezeket nem vizsgaltuk.
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CELERGELY)

1. abra: Rab5-Rab7 immunfestett, SNARE-csendesitett garland sejtek.

A kék csatorna a sejtmagot, a z6ld a Rab5 pozitiv korai endoszomakat, a magenta a Rab7 pozitiv késdi
endoszomakat mutatja. A piros négyzet kiemelései minden esetben fentrél a kévetkezok: kompozit, z6ld
csatorna (Rab5), magenta csatorna (Rab7).

A:Luciferaz RNSi (kontroll konstrukcio), B: Syxla RNSi, C: Syx4 RNSi, D: Syx5 RNSi, E: Syx7 RNS;,
F: Syx13 RNSi, G: Syx16 RNSi, H: Syx17 RNSi, I: Syx18 RNSi, J: Gos28 RNSi, K:Membrin RNSi,
L:Sec20 RNSi, M: Vtila RNSi, N: Vtilb RNSi, O: Betl RNSi, P: Syx6 RNSi, Q: Syx8 RNSi,
R:Usel RNSi, S: SNAP24 RNSi, T: SNAP25 RNSi, U: SNAP29 RNSi, V: Vamp7 RNSi, W: Syb RNSi,
X: nSyb RNSi, Y: Sec22 RNSi, Z: Ykt6 RNSi. Qa-SNARE-ek: B-1. Qb-SNARE-ek: J-N.
Qc-SNARE-ek: O-R. Qbc-SNARE-ek: S-U. R-SNARE-ek: V-Z. A méretvonal 10 um.

A Syx4 (1/C), Syx13 (1/F), Syx17 (1/H), Sec 20 (1/L), Vamp7 (1/V) vagy Sec22 (1/Y)
RNSi-t kifejezd sejtekben szintén megnagyobbodott késdi endoszomakat talaltunk, melyek
helyzete normalis volt. Ezt neveztiik kés6i endoszomalis fenotipusnak, amely hasonlit a HOPS
panyvazo faktor hidnyaban latottakhoz, mely esetben a késdi endoszoma-lizoszoma fizid

elmarad'®!'®. Ez alapjan ezek a SNARE-ek késéi endoszomalis fuzios 1épésekhez lehetnek



sziikségesek, amely eredményt a csoportunk egy korabbi tagja a Sec20 esetén mar sikeresen le
is publikalt!!.

A dolgozat megirasaig a Syxla SNARE-nek csak egy RNSi konstrukcigjat tudtuk
megvizsgalni (1/B), mert a tobbi RNSi konstrukcio kifejeztetése embridként elpusztitotta az
allatokat, ugyanis a nefrocita driverek sajnos minden esetben, néhany idegsejtben is
bekapcsolnak.

Kontrollszert fenotipus Vtilb (1/N), Syx8 (1/Q), SNAP24 (1/S), SNAP25 (1/T), Syb
(1/W) vagy nSyb (1/X) hianyaban volt megfigyelhetd. Ezek szakirodalom alapjan a

t12, ugyanakkor eredményeink

szekrécidban és a lizoszomalis fuzidkban jatszanak szerepe
alapjan csak korlatozott hatasuk lehet az endocitotikus lebontésra.

A korai endocitdzis 1épéseiben mar vannak kordbban leirt SNARE-fehérjék (ezek a
Vtila, STX6, STX12 és VAMP4 human SNARE-ek’, legkdzelebbi ecetmuslica ortologjai a
Vtila, Syx6 és Syx13 ebben a sorrendben'?). Erdekes modon vizsgélataink soran ezek legtbbje
kontrollszerti fenotipust mutatott (Vtila (1/M), Syx6 (1/P) és Syx13 (1/F)).

Kisérleteink soran a Q SNARE-ek koziil egyediil a Syx1 (Qa), Syx7 (Qa) és a SNAP29
(Qbc) esetében lattunk olyat, hogy a Rab7 pozitiv késdi endoszomak kisebbek és szétszortak
voltak, amely hasonlit a kordbban mar megfigyelt, korai endoszémalis panyvazé faktor, a
miniCORVET hiany4nak esetében tapasztaltakhoz'®. A Syxl RNSi a sejtek tobbségét
elpuszitja, a talélék pedig nagyon kicsik, igy szerintiink az endoszomakon latott hatas inkabb
emiatt torténhet. Viszont a masik két esetben a sejtméret normalis, igy ezekben valdszintileg a
korai endoszémak homotipikus fuzioéi elmaradnak, amelyek igy nem képesek megfeleléen
keéso1 endoszomakka érni. Ezt a szakirodalom is aldtdmasztja, mert ezekrdl mar irtak le korai
endoszoémalis funkcidkat!*15,

Egy funkciondlis SNARE-komplex azonban a Qa- és Qbc-SNARE (Syx7 és SNAP29)
mellett egy R-SNARE-fehérjét is igényel®. A szakirodalom altal javasolt Vamp7 (1/V) késéi
endoszomalis fenotipust mutatott, mig a szekrécioban leirt Syb (1/W) és nSyb (1/X) RNSi-k
kontrollszertieck voltak. A kontrollhoz képest kiss¢ megnagyobbodott késdi endoszoémakat
mutaté Sec22-t (1/Y) Golgi-endoplazmatikus retikulum funkcidval irtdk le'’. Az egyetlen
kisebb késdi endoszomakat okozd R-SNARE az Ykt6 (1/Z), de ennek fenotipusa sem volt
teljesen azonos Syx7 (1/E) vagy SNAP29 (1/U) csendesitett sejtekben lathatokkal.

Ezen megfigyelésekbdl kiindulva ezen harom SNARE volt tovabbi vizsgédlataim
fokuszpontjaban. Szerettem volna az emlitett kiilonbséget jobban megvizsgalni, illetve a korai

endoszomalis funkcidét mas modszerekkel igazolni.



Syx7 vagy SNAP29 hianyaban lecsokken a felvett anyag mennyisége

Az immuncitokémiai vizsgalat a vezikuldk méretét, szdmossagat €és eloszlasat is
megmutatja, de azok milkddésérdl kevés informaciot ad. A nyomkovetd (tracer) felvételi
probakkal azonban élettani szempontbdl is jellemezhetd a sejtek endoszomalis kompartmentje.
Ehhez kivalo vizsgélati modszer, ha eziist-nitrat (AgNO3) tartalmi taptalajon tartjuk az
allatokat'®. Mivel az eziist nehézfém, a larvakba bekeriil eziistionokat -élettani funkcidjuk
révén- a garland nefrocitak felveszik a hemolimfabol. Viszont mivel lebontani nem tudjék, ezek
a lizoszomakban felhalmozodnak. Az ex vivo fixalt sejtekben rovid ideig (10 s) tartd, UV
fénnyel torténd megvilagitds hatdsara az eziistionok barna csapadékként kivalnak, lathato

fényben vizsgalhatdak.

SNAP29 Ri Ylkt6 Ri

2. dbra: Az eziisttartalmu taptalajon nevelt larvak ex vivo garland sejtjei, az eziistionok lathatova

tétele utan (barna csapadék).
A: kontroll, B: Syx13 RNSi, C: Vamp7 RNSi sejtekben jol lathato a felvett, lizoszomakban raktarozott
eziist, amely D: Syx7 RNSi és E: SNAP29 RNSi sejtekben joval kisebb mértékii. Ezzel szemben F: Ykt6

RNSi sejtekben is kimutathato az eziist. A méretvonal 10 um.

A kontroll esetben (2/A) megfigyelhetdk apro, a sejt belsejében szétszort eziist tartalmt
vezikulak, vélhet6en terminalis lizoszémak. Késdi endoszomalis defektust okozo Syx13 (2/B)

vagy Vamp7 (2/C) RNSi esetén megfigyelhetd ezen vezikulak feldusuldsa. Syx13 esetében az
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ezlist vélhetden a késoi endoszomakig jut el, mig Vamp7 hidnyaban feltételezhetden a késoi
endoszomak és -a kordbban altalunk elektronmikroszképiaval detektalt- denz lizoszomalis
eredetli vezikuldkban halmozddik fel (nem bemutatott eredmény). Az endocitdzis benniik
mukodik, feltehetdleg a késdi hatast funkcidik nincsenek hatassal a korai 1épésekre.

Erdekes azonban, hogy Syx7 (2/D) vagy SNAP29 (2/E) csendesitése soran a sejtekben
halvany, felhészerii elrendezddést mutat a csapadék, ami arra utalhat, hogy ezen sejtekben a
felvétel megtorténik, azonban az adott allapotban sejtben talalhat6 ezilist mennyisége jelentdsen
kisebb a kontrollnal. Ezt két dolog magyarazhatja: a felvételi hatékonysag csokkent le vagy a
felvett tracer reciklizalodott. Erdekes modon az Ykt6 (2/F) RNS interferencia kifejeztetése
mellett a kontrolléval nagyjabol azonos mennyiségii eziist talalhato a sejtekben. Ez arra utalhat,
hogy a felvétel hatékonysaga itt a Syx7-tel és SNAP29-cel szemben nem csdkken, vagy arra,
hogy a reciklizacié mértéke lecsdkken.

Mivel az in vivo eziist felvételi proba idObelisége nem szabalyozhato, ezért a felvételi

hatékonysag tovabbi vizsgalata érdekében ,, ex vivo ™ teszteket is végeztem.

Syx7, SNAP29 vagy Ykt6 csendesitése esetén lecsokken az endocitozis
hatékonysaga

Az eldbbiekben kivalasztott genotipusokon elvégeztem FITC-Avidin jeloléanyaggal
egy ex vivo felvételi probat. A kiboncolt sejtek 25°C-on 5 percig a tracert tartalmazo oldatban
inkubdlodtak (5 perc pulse), majd ennek letelte utdn gyors mosast kovetd fixalasssal,
megakadalyoztam a felvett tracermennyiség tovabbhaladasat az endoszomalis kompartmentben
(0 chase). Tehat ebben az elrendezésben a FITC-Avidin kizardlag az endocitotikus
vezikulakban és korai endoszomakban talalhaté meg!®, melyet a 3. 4bra szemléltet.

A kontroll (3/A) esetben jol lathato, hogy a piros vonal altal kijel6lt sejtmembran alatt
kozvetleniil taldlhatok meg a tracert tartalmazo vezikuldk. Ezt a mennyiséget tekintettem a
normal endocitdzis soran felvett mennyiségnek. A pozitiv kontroll RNSi-k (Syx13 (3/B) vagy

crer

vevd SNARE-ek csendesitése esetén nem valtozik az endocitdzis korai lépéseinek dinamikaja.
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3. abra: FITC-Avidin felvételi proba garland sejteken
A: Luciferaz RNSi (kontroll), B: Syx13 RNSi, C: Vamp7 RNSi, sejtekben kimutathat a felvett tracer,
szemben a D: Syx7 RNSi, E: SNAP29 RNSi, F: Ykt6 RNSi Sejtekkel. A méretvonal 10 um.

Syx7 (3/D), SNAP29 (3/E) vagy Ykt6 (3/F) RNS interferenciat kifejezé sejtekben
szinte alig van kimutathat6 jeloléanyag. Ez az eziist felvételi vizsgalattal Gsszevetve arra
utalhat, hogy bar a felvétel megtorténik, de sokkal lassabb és kisebb mértékben. Mivel ez utobbi
harom SNARE tipusaik alapjan (Qa, Qbc €s R) képesek lehetnek egy funkcionalis komplexet
létrehozni, a fenotipusaik alapjan feltételezziik, hogy egy ez valoban meg is torténik.

Az Ykt6 RNSi esetében azonban érdekes kettdsség alakul ki a felvételi probakat egyiitt
értelmezve. A FITC-Avidin felvétel soran alacsony mennyiségii tracert tartalmaznak a sejtek,
de eziisttel vizsgélva a sejtek kontrollszertiek. Ez arra utal, hogy az Ykt6 csendesitést kifejezd
sejtek vélhetden dinamikailag eltérnek a Syx7 vagy SNAP29 csendesitett sejtektdl. Ennek oka
lehet, hogy az Ykt6 a reciklizdcidban is szerepet jatszhat. Ebben az esetben hidnyakor az
eziistfelvétel soran a felvett vezikuldk gyorsan reciklizalédni sem tudnak, ezért

felhalmozodnak. Ennek tesztelésére a lakinarendszer kivalo lehetdséget nyujt.
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Ykt6 hianya esetén csokken a lakanaboritottsag, mig a Syx7 vagy SNAP29

csendesitése esetén megnovekszik

Az endoszémalis Utvonal lebont6 oldala mellett kiemelten fontos a reciklizaci6 is. A
FITC-Avidin ¢és eziist felvételi proba sordn tapasztalt ellentmondés feloldasanak érdekében
célszerlinek gondoltuk a reciklizaciot is vizsgalni. Erre a lakindk hosszanak vizsgéalata a
szakirodalmi adatok alapjan kozvetetten alkalmas'®, ugyanis a lakunahosszt az elérhetd
membranmennyiség fliggvényében az endocitdézis csokkenti (a vezikulak ennek
membranfeliiletébdl flizédnek le), a reciklizacid noveli (a lakindk membranjaba fuzionalnak).
Vagyis a lakinahosszt az endocitdzis €s reciklizacio aranya allitja be. Ezzel 0sszhangban
ismert, hogy ha az exocyst komplex (reciklizdldo endoszémak péanyvazd faktora) tagjait
csendesitik, a lakiindk jelentés megrovidiilése tapasztalhato?’. Ugyanis ezekben a sejtekben az
endocitézis folyamatosan roviditi a lakunahosszt, de a reciklizdl6 endoszomak
membranfeliiletét.

Szerencsére ismeriink egy olyan, viszonylag egyszerli modszert, amellyel a lakinak
fluoreszcens modon megjeldlhetéek®'. A plazmamembrannal zajlo transzportfolyamatokat a
sejtek rovid ideji fixalasdval megakaszthatjuk, majd a mintat BSA-647 jeldldanyaggal
inkubdljuk. Ekkor a tracer a lakindkba diffundal, amelyet ismételt fixalassal a lakunakba
rogzithetiink. fgy megfigyelhetd a lakundk hosszasaga és a sejtek lakunaboritottsaga (4. abra).

Kontroll (4/A), illetve Syx13 (4/B) és Vamp7 (4/C) RNSi sejtekben a lakundk kozel
azonos mélységliek, a két feltételezhetden késoi 1épésben szerepld SNARE csendesitése nem
valtoztatta meg a lakiindk hosszat. Ez arra utal, hogy a reciklizacié és az endocitdzis aranya
nem 4ll szoros Osszefliggésben a tényleges lebontas mértékével.

Syx7 (4/D) és SNAP29 (4/E) RNSi-t kifejezd sejtekben a lakindk hosszanak jelentds
megnovekedése volt tapasztalhatd. A Syx7 csendesitett fenotipusra jellemzoek a mély, kitagult
lakindk (4/D’), mig SNAP29 Ri sejtekben (4/E’) keskeny ¢és hosszii lakundk voltak
megfigyelhetdk. Ez arra utalhat, hogy ezekben a sejtekben a reciklizacié a kontroll esethez

képest intenzivebben zajlik.
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Lakunafestés Lakunafestés
SNAP29 Ri

4. abra: Lakunafestett garland sejtek.
A: kontroll, B: Syx13 RNSi, C: Vamp7 RNSi sejtekben a lakunahossz nem valtozik, ezzel szemben D:
Syx7 RNSi, E: SNAP29 RNSi sejtekben a lakunamélység latvanyosan megnd, F: Ykt6 RNSi sejtekben

lakunak altali lefedettség jelentosen csokken. A méretvonal 10 um.

Ykt6 (4/F) hianyaban a lakinak altali lefedettség jelentdsen csokken, van olyan PM-
rész, ahol teljesen eltlinnek. Ahol viszont vannak lakundk, ott hosszuk kontrollszerii. A
laktinafestés alapjan tehat arra kovetkeztethetiink, hogy Ykt6 hidnyadban a reciklizacio
lecsokken. Mivel a lakunahossz csak indirekt mutatja a reciklizacidé mértékét, ezért a
reciklizaciora alkalmas PM mennyiségét ennél direktebb modon is szerettem volna

megvizsgalni.

14



Ykt6 hianyaban lecsokken, mig SNAP29 és Syx7 hianyaban megnd a reciklizaciot

végz6 plazmamembranfelszin

Az exocyst a reciklizacioban és szekrécioban mitkodé panyvazo komplex?°. Mivel az
exocyst toborzddasa csak akkor torténik meg, ha épp szekrécid vagy reciklizacio torténik, ezért

t20-21 - Szerencsére

a panyvazo faktor jelenléte kijeloli az ily modon aktiv plazmamembran
birtokunkban van az exocyst Sec5 alegységére specifikus ellenanyag, amellyel igy ez jol

vizsgalhato.

SNAP29 Ri

5.dbra: Sec5 immunfestett garland sejtek
A: Luciferaz RNSi (kontroll), B: Syx7 RNSi, C: SNAP29 RNSI, sejtekben a PM teljes része (a
lakunakat is beleértve) Sec pozitiv D: Ykt6 RNSi sejtekben vannak olyan PM részek (nyilak), ahol

nincs kimutathato exocyst

A kontroll (5/A) sejtekben jol lathatd, hogy a PM teljes feliiletén és a lakunakban
intenziv reciklizacid zajlik, Syx7 (5/B) vagy SNAP29 (5/C) csendesitett sejtekben latvanyosan
lathat6, hogy a Sec5 jel mélyen benyulik a plazmamembran ald, ami a lakunafestéssel
Osszhangban intenziv reciklizaciora utal. Ezzel szemben az Ykt6 (5/D) RNSi sejtekben jol
lathatd, hogy nem a teljes plazmamembranfelszin toboroz exocystot, ami ugyancsak a
reciklizacid csokkenésére utal. Tehat ezen eredmények alapjan az Ykt6-nak a korai

endoszomalis fiziok mellett a reciklizacioban is szerepe van.

Ykt6 episztatikus a SNAP29 felett

Az Ykt6 szerepének megvizsgalasa céljabol episztazisanalizist végeztem. Hipotézisem
szerint Ykt6 részt vesz a korai endoszémak homotipikus fuzidiban és a reciklizacioban is. Ha
ez valdban igy van, akkor SNAP29-cel egyiitt csendesitve Ykt6-szeri fenotipust kell latnunk,

mert a felvételt kovetden a reciklizacio is elmarad. Ennek eldontésére az Ykt6-SNAP29 kett6s
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RNSi sejteken elvégeztem a Rab5-Rab7 immunfestést, a FITC-Avidin felvételi probat és a

lakunafestést, melyek eredményét az 6. dbra mutatja.

FITC-Avidin

Ykt6 Ri Ykt6 Ri | Lakunafestés Ykt6 Ri
Rab5 Rab7 SNAP29 Ri SNAP29 Ri SNAP29 Ri

6. abra: Az Ykt6-SNAP29 kettis géncsendesitett sejteken elvégzett kisérletek.
A: Rab5-Rab7 immunfestés, B: FITC-Avidin felvételi proba, C: lakunafestés. Magyardzat részletesen

a szovegben. A méretvonal 10 um.

A Rab5-Rab7 immunfestéssel detektalt (6/A) fenotipus hasonlit az Ykt6 egyszeres
RNSi sejteknél latott szétszort, SNAP29 esetén tapasztaltnal kissé nagyobb endoszomakhoz. A
felvételi probanal (6/B) alig jut a sejtbe a tracerbdl: a kontrolhoz képest szintén csdkkent az
endocitozis hatékonysaga. A lakunafestés (6/C) esetében jol lathatd a lakunaboritottsag Ykt6-
hoz hasonl6 csokkenése. A SNAP29-Ykt6 kettds csendesitett sejtekben kimutathat6 lakunak
hossza viszont kontrollszer(i, az Ykt6 csendesitett sejteknél latottakhoz hasonléan. Mindezek
azt mutatjak, hogy Ykt6 RNSi hatasa episztatikus a SNAP29 RNSi hatésa felett.

Ezen eredmények alatdmasztjak a hipotézisiinket, mely szerint az Ykt6-nak kettds
szerepe van: a korai homotipikus fiziokban, illetve a reciklizacidban is részt vehet. Tovabba
azt is igazolja, hogy SNAP29 hidnydban nem az endocitozis jelentds lassuldsa okozza a
lakiinahossz megnovekedését és a sejtekben detektalhato tracer lecsokkent mennyiségét, hanem

a felgyorsult reciklizacid. Ennek igazoldsa azonban még tovabbi kisérleteket igényel.

OSSZEGZES ES KITEKINTES

Kutatdsom soran célom volt a garland nefrocitdkban atfogéan megvizsgalni az dsszes
vevo, illetve a reciklizacidban szerepet jatszO SNARE-eket. Az ennek érdekében elvégzett
genetikai szlirés Rab5-Rab7 immunfestéssel nyert eredményei (1. dbra) tovabbi kutatdsaink
kiindulopontjaként szolgalnak, szamos érdekes fenotipust detektaltunk. Amennyiben csak a
korai endoszomakra fokuszalunk, azt tapasztaltuk, hogy a Syx7 vagy SNAP29 RNSi sejtekben

csak kisméretii, vélhetden nem megfelelden érett endoszoma lathatd, amelyekben felteheten a
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homotipikus korai endoszomalis fuziok elmaradhatnak. Ez a szakirodalmi adatokkal jol
dsszhangban van'+!>, feltehetden egy komplex részei, viszont az R-SNARE még nem ismert.

Az R-SNARE-ek koziil egyediil az Ykt6 csendesités adott hasonlo fenotipust, amelyben
kisebbek voltak az endoszomak. Viszont érdekes modon az Ykt6 Ri sejtek nem teljesen
hasonlitottak a Q-SNARE RNSIi sejtekre, ugyanis benniik tobb termindlis lizoszoma alakul ki,
és picit nagyobb és tobb endoszoma van benniik. Mivel a FITC-Avidin felvételi proba alapjan
az endocitozis sebessége azonos mértékben lassul mindhdrom SNARE RNSi esetében, igy arra
gondoltunk, hogy az Ykt6-nak egy masik, Syx7 és SNAP29 fiiggetlen szerepe is lehet az
endolizoszémalis rendszerben: a reciklizacio®?.

Ezt laktinafestéssel (4. abra), exocyst festéssel (5. abra) és episztazisanalizissel (6. abra)
is megerdsitettiik, kisérleteink arra is fényt deritettek, hogy a Syx7 és SNAP29 RNSi sejtekben
a felvett, de lizoszémakkal egyesiilni képtelen endoszomak intenziven reciklizalnak.

Kapott eredményeim 0sszegzéseként feltételezhetjiik, hogy a Syx7, SNAP29 és Ykt6
egy kozos, 1’1j SNARE-komplexben miikodhetnek, mely a korai endoszémak homotipikus

crer

crer

sziikséges molekularis mintdzatot. Ezért érés hidnyaban gyorsan reciklizalodnak, hiszen Ykt6
jelen van ezekben a sejtben (7. abra). Emiatt a reciklizacio felé képes eltolodni az endoszéma-

utvonalak egyensﬁlya. Ez rendkiviil érdekes megﬁgyelés hiszen még sosem vizsgaltak egy

crer
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7. abra: Az daltalunk felallitott modell a vizsgalt SNARE-ek szerepérol az endolizoszomalis

rendszerben, részletes magyardzat a szovegben.

Mindemellett fontos felismerésnek tartom, hogy kisérleteink alapjan lehetséges, hogy a

koréabbi elképzeléssel szemben nem a reciklizacié és maga a lebontas, hanem a reciklizacid és
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a korai endocitotikus érés alkot egy kapcsolt és egyenstlyban all6 rendszert, hiszen a
feltételezhetéen késéi endoszoma-fuzidban részt vevé Syx13 és Vamp7 RNSi esetben a
lakuinahossz kontrollszerii maradt, vagyis valdsziniileg nem befolyasolta a reciklizaciot. Ez az
elképzelés azonban tovabbi vizsgalatokat igényel.

Tovabbi terveim kozt szerepelnek olyan vizsgalatok, amelyek igazolhatjdk a korai
endoszoémalis SNARE-komplex 1étezését biokémiai modszerekkel (koimmunoprecipitacio,
pull down mddszer), illetve az Ykt6 reciklizacioban betoltott szerepét. Szeretném megtalélni a
reciklizacioban részt vevd Q-SNARE-eket, ezaltal feltarni a reciklizacios SNARE-komplex

tagjait is.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Torzsek fenntartasa: A torzsek standard tartasi koriilmények kozott, vagyis 25°C-on, 12 6ra

megvilagitas és 12 ora sotétség valtakozasa mellett vannak tartva. Az alkalmazott taptalaj a
standard kukoricaliszt-agar-éleszto.

Az alkalmazott torzsek, reagensek:

A vizsgalt torzsek genotipusa
Genotipus tii:;ls\g:im Abra
+; UAS-DCR-2/Syx7 KK; Prospero>Gal4/+ 107264 1.,2.,3.,4.,5
+; UAS-DCR-2/+; Prospero>Gal4/Syx13 JF 1920 1.,2.,3.,4,5
+; UAS-DCR-2/+; Prospero>Gal4/SNAP29 JF 1883 1.,2.,3.,4,5
+; UAS-DCR-2/+; Prospero>Gal4/Vamp7 GL 43543 1.,2.,3.,4,5
+; UAS-DCR-2/Ykt6 KK; Prospero>Gal4/+ 105648 1.,2.,3.,4.,5
+; UAS-DCR-2/Ykt6 KK; Prospero>Gal4/SNAP29 JF - 6.

1. tablazat: Alkalmazott torzsek

Hasznalt reagens neve Hivatkozas Higitas
elsodleges antitest
nyul poliklonalis anti-Rab5 abcam, AB31261 1:1000
egér monoklonalis anti-Rab7 DSHB, AB 2722471 1:10
egér monoklonalis anti-Sec5 Invitrogen, 1C11G2 1:1000
masodlagos antitest
kecske anti-nytl AlexaFluor 488 Sigma, SAB4600234 1:900
16 anti-egér AlexaFluor 568 Sigma, SAB4600082 1:900
konjugalt fehérjék
BSA-AlexaFluor 647 Invitrogen, A34785 1:10
FITC-Avidin Invitrogen, A821 1:100

2. tablazat: Alkalmazott reagensek
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Immuncitokémia: A PBS-ben kiboncolt garland nefrocitakat 4%-os formalin oldatban fixaltam

45 percig szobahdmérsékleten (25°C). 3-szor mostam ki a fixalé oldatot PBS-sel, majd 15
percig 0,1%-0s PBTX (detergenstartalmu) oldatban permeabilizaltam a sejteket. Ezutan 30
percig 5%-os FCS-PBTX blokkoldoldatban inkubéltam a mintat az aspecifikus fehérjekotd
helyek telitése érdekében, majd a mintakat athelyeztem 60 ul elsddleges antitest-oldatba, €s
egész ¢jszakan at 4°C-on inkubaltam. Masnap ezt 4%-os NaCl s6zooldatra cseréltem 15 percre
az aspecifikusan k6todo antitestek eltavolitasa érdekében. Ezt 3-szor PBTX 06blités kovette,
majd 15 perc inkubalas PBTX-ben. Ismét 5%-os FCS blokkoldoldatban inkubéalodott a minta,
majd a sejteket a masodlagos antitest-oldatba helyeztem 3 6rara szobahdmérsékleten. A 3 6ra
elteltével 3-szor PBTX-szel mostam 4t a mintdkat, majd 15 percre Hoechst tartalmt, 4%-os
NaCl oldatba helyeztem. Ezutan ismét 3-szor PBTX mosas kovetkezett, 15 perc inkubécioval

a 3. utan. Végiil 4-szer kimostam a mintat PBS-sel, majd ebben taroltam a fot6zasig.

Felvételi proba: A garland sejteket M3 médiumban boncoltam, majd 350 pl 0.05 mg/ml FITC-

Avidint tartalmaz6 médiumba helyeztem 6ket. 25 °C-on inkubaltam a mintat 5:00 percig, majd
ennek letelte utan azonnal M3-mal 3X kimostam, és 4%-os formalin oldattal 45 percig fixaltam

szobahdmérsékleten a sejteket. Ezutan 4-szer mostam a mintat PBS-sel.

Lakunafestés: Az M3 médiumban boncolt nefrocitdkat 4%-os formalin oldattal 5 percig
fixaltam szobahOmérsékleten. Ezt 3-szor 5 perc PBS-sel torténd mosas kovette, majd a
Ebben 15 percig inkubaltam 6ket 25 °C-on. Ennek leteltével M3-mal atoblitettem a mintat,
majd ismét 4%-os formaldehid oldatra cseréltem az M3 médiumot, 45 percre. A fixalot 4-szer

egymads utani PBS-6blitéssel mostam ki?!.

Eziist: Az eziistfelvételi probahoz korabban kidolgozott protokollt hasznaltam's. Az

alkalmazott tapkdzeg kukoricaliszt helyett 0,005% eziist-nitratot (AgNO3) tartalmazott. A
vandorlo stadiumu (L3) larvakat PBS-ben kiboncolva, 30 percig 4%-os formalin oldatban
fixaltam. 10 masodperces ultraviola (358 nm) fénnyel valdo megvilagitas utan az eziistcsapadék

lathatova valt, 1athato fényt alkalmazva fot6ztam a mikroszkoppal.

Elokeszités, mikroszkopia: A kész mintakat feddmédiumban (1 rész 10X PBS, 9 rész glicerin,

0,1 rész 20%-os propil-gallat dimetil-szulfoxidban oldva) fedve fotéztam. A hasznalt
epifluoreszcens mikroszkop tipusa Axiolmager M2 (Carl Zeiss), AxioCam MRm kameraval

felszerelve. Emellett a rendszer egy szemikonfokalis ApoTomel késziiléket is tartalmazott. A
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hasznalt objektivek: Plan-Neofluar 40x, 0,75 NA (ezistfelvételi teszt) ¢és 63x, 1,4 NA
immerzios (minden egyéb kép). Szoftverek: Zeiss ZEN PRO, Adobe Photoshop CS4.

SZERZOI HOZZAJARULAS

o A torzseket torzskdzpontokbol szereztiik be. A torzsek fenntartasat és keresztezéseiket
én veégeztem.

e 29 db RNS interferencia Rab5-Rab7 immunfestését; az eziist és FITC-Avidin felvételi
probakat, lakunafestést, Sec5 immunfestést én végeztem el.

e A mikroszképos fényképeket, a dolgozatban szerepld abrakat én készitettem é&s

allitottam Gssze.

FUGGELEK
SNARE\fenothlfs kontrollszeii kis Rat,)7+, nagy Ri?b7'+
kategoria endoszédmdk endoszédmadk
Syxla JF01829
HMS44054,
KK102466,
Syx4 JF01714, - GD32413
JF01460
Syx5 - - GD3859, JF03330
Svx7 ) KK107264, GD5413, )
v 5081R-4, JF02436
GD13120,
Syx13 HSM38525 - KK102432, JF01920
JF01924,
Syx16 GDS644 - KK19504, HMC03430
JFO01937, KK108825,
Syxl7 ) ) GD36595
Syx18 GD1209 - KK105113, JF2263
HMS01203,
Gos28 KK100289 - GD12152
. KK109404,

Membrin GLCO1633 - R-3, GD44534
Sec20 - - HMS34693, KK100264
Vtila HMS01727 - -

Vtilb HMC06083 - -
HMJ22351 - GD8420
JF03125,
KK104795, - -
GD1501
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JF26013,
GD47154,
KK107014

GLCO01442

KK100019, GD42549

JF03146,
GD48033,
KK108209

HMS34377,
JF02615

HMC,
GD18172

JF01883, KK107947

1599R-1, GL43543,
HMS01762, GD13317

GD30605,
38234,
HSM02728,
HMS01678,
HMS01987

KK102922

GD49202,
KK104531,
JF31983,
GD49201

GD9888

HMS01238, KK100766

HMS,
HMJ21032

1515R-1, KK105648,
GD19329

3. tablazat: A Rab5-Rab7 immunfestéssel elvégzett genetikai sziiréshez hasznadlt torzsek.
A SNARE-csoportok szinek szerint: Qa- lila, Qb-sarga, Qc-narancs, Qbc-kék és R-piros.
Az egyes SNARE-eknél az 1. abran bemutatott képeken lathato interferenciak zolddel
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