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Bevezeto

Az eukariota sejtek rendkiviil sszetett endomembran rendszerrel rendelkeznek. Ez szamos,
egyedi funkcioval rendelkezd organellumbol all. Az anyag folyamatos, irdnyitott aramlésa €s
atalakitasa ezen a rendszeren keresztiil a normalis sejtmiikodés alapvetd része. Az
anyagcserében szerepet jatszé molekuldk sejten beliili széllitasa elsdsorban a vezikulak altal
kozvetitett transzport révén valosul meg. Az endocitozis esetében az extracellularis anyagot
el6szor a plazmamembran veszi koriil. Az igy lefiiz6dott endocitotikus vezikulak a korai
endoszomak. Ezek aztan mikozben a lizoszomak felé haladnak kés6i endoszomakka érnek.
Az endoszomalis érés soran a vezikula membranjanak részei betiiremkedve lefiiz6dhetnek,
igy ugynevezett multivezikularis testek alakulhatnak ki. A kés6i endoszomak, illetve a
multivezikularis testek az érés végén lizoszomakkal fuzionalnak, amiben a szallitott anyag
lebontésa zajlik (Huotari és Helenius, 2011). Az endocitotikus ttvonalba keriilt
transzmembran fehérjék jelentds része az endoszémakbol visszakeriil a plazmamembranba
vagy kozvetleniil, az igynevezett gyors reciklizacios utvonalon, vagy kézvetve az reciklizalo
endoszomakon keresztiil (lasst reciklizacios utvonal) (Naslavsky és Caplan, 2018). Az
endocitotikus €s a reciklizacios utvonal megfeleld, kiegyensulyozott miikddése
elengedhetetlen a plazmamembran membranfehérje 6sszetételének fenntartasahoz és
atépiiléséhez, ami a valtozé kdrnyezethez valo alkalmazkodashoz sziikséges. Az endoszoémalis
rendszer mitkddésében fontos, hogy a vezikuldk a megfeleld organellumbol, meghatarozott
beltartalommal és kelld mennyiségben flizddjenek le, eljussanak a sejten beliil a célhelyiikre,
¢s legyenek képesek a megfeleld célmembrannal fuzionalni, illetve a sajat funkcidjukon kiviil
mast ne tegyenek. Ezeket a folyamatokat fehérjék és tobb fehérjébdl allo komplexek
iranyitjak. Ezen molekuldk barmelyikének hibaja (példaul mutacidk miatt) a sejtek
mitkodésének karosodasahoz vezet, és olyan sulyos betegségek kialakulasat okozza, mint a

neurodegenerativ korképek vagy a tumoros elvaltozasok.

A sorting nexin (Snx) fehérjék a PX (phox homology)-domént tartalmazo fehérjék csaladjaba
tartoznak, amelynek kozel 50 tagja van az ember esetében (Teasdale and Collins, 2012). A
PX-domén a foszfatidilinozitolok kotésére alkalmas és lehet6vé teszi, hogy az ilyen domént
tartalmaz6 fehérjék kiilonbozo foszfolipid membranokhoz kotddjenek. Ezen kiviil az ide
tartozo sorting nexin fehérje alcsoportok egyéb, valtozatos 6sszetételii doméneket hordoznak,
amik az egyedi funkcioikat meghatarozzak. Szamos Snx fehérjének jol leirt szerepe van az

endoszomalis rendszerben a retromer komplex részeként, mig a csalad mas tagjai retromer-



fiiggetlen funkciokkal rendelkeznek (Gallon és Cullen, 2015). Az utdbbi csoporton beliil az
emlds Snx fehérjék SNX13/SNX14/SNX19/SNX25 (Snx-TM) alcsoportjat sajatos
doménszerkezet jellemzi, amely két feltételezett N-terminalis transzmembran régiobol all,
amelyeket a PXA-RGS-PX-PX-PXC domének kovetnek. Ezek koziil az SNX14 mutacidinak
hatésait széles korben vizsgaljak, mivel ezek a kisagyi ataxia szindroma egy sajatos tipusahoz
vezetnek, amelynek jellemzdi a kisagyi atrofia (a Purkinje-sejtek elvesztése miatt), értelmi
fogyatékossag €¢s durva arcvonasok (Thomas €és mtsai., 2014; Akizu és mtsai., 2015). Egy
nemrégiben végzett tanulmany kimutatta, hogy az SNX14 az endoplazmatikus retikulum (ER)
¢s a lipidcseppek (LD-k) kozotti igynevezett contact site-okban talalhaté meg, ami altal
elésegiti a zsirsavak beépiilését a trigliceridekbe emléssejtekben (Datta és mtsai., 2019, 2020).
Emellett egyre tobb eredmény utal arra, hogy mas Snx-TM fehérjék is részt vesznek emberi
betegségek kialakulasaban (Jacques és mtsai., 2005; Bare és mtsai., 2007; Li és mtsai., 2014;
Olsson és mtsai., 2014; Henne és mtsai., 2015; Hariri és mtsai., 2019).

Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) egy széles korben alkalmazott modellallat.
Alkalmas in vivo kisérletek gyors és olcso elvégzésére, kiépitett modszertana van élettani,
etologiai és genetikai kutatasokhoz is, emellett széleskorli genetikai €s sejtbiologiai eszkoztar
érhetd el a kutatok szadmara az ecetmuslicaval végzett kisérletekhez. Az emberi génekkel
viszonylag nagy egyezést mutatd genomja mindossze 4 kromoszémaparbol all, emiatt konnyt

kezelni.

A Drosophila egyetlen Snx-TM fehérjével rendelkezik, amelyet a CG1514 gén kodol. Ennek
a legkozelebbi human megfeleldje az SNX25. A CG1514-rdl sz0616 elsd tanulméany a gén
mutaciok élettartamot meghosszabbit6 hatasat (Suh és mtsai., 2008), igy a gén neve sorting
nexin lazarus, roviden snazarus (snz) lett. A kdzelmultban leirtak az Snz elsé molekularis
funkciojat a larvalis zsirtestekben. Ez contact site-ok kialakitasa a plazmamembran, az ER, és
a periférias LD-k kozott, ezaltal a lipidtranszport és az LD-k eloszlasanak szabalyozasa
(Ugrankar és mtsai., 2019). Bar a human SNX25 élettani funkcidja nem ismert, leirtak a
vezikularis transzportban vald szerepét. Az SNX25 kolcsonhat a TGF-f receptorokkal és
noveli receptor degradaciot a klatrin-fliggé endocitotikus Gtvonalon (Hao és mtsai., 2011). Az
SNX25 az autofagiaban is szerepet jatszik a VAMPS trafficking altal (Lauzier és mtsai.,
2022). Ujabban temporalis lebeny epilepsziaval (Du és mtsai., 2013), colorectalis
carcinomaval (Feng és mtsai., 2022), pikkelysomorrel (Vecellio és mtsai., 2021) és kronikus

vesebetegséggel (CKD) (Kim, Jin és Eom, 2021) is 6sszefliggésbe hoztak. Az utobbi esetben



magasabb indolamin-2,3-dioxigenaz aktivitast és csokkent eGFR-t (estimated glomerular

filtration rate) talaltak.

Az ecetmuslica larvalis kivalasztorendszerének részei a nefrocitak, melyek az emlds
podocitakkal analégnak tekinthetdk, am azokkal ellentétben nem mutatnak klasszikus
értelemben vett apiko-bazalis polaritast, és nem egy kivezetd csatornaba valasztjak ki a
felesleges vagy karos anyagokat, hanem lizoszomalisan lebontjak vagy nmagukban
elraktdrozzék azokat. A kozelitéleg gobmb-alaka nefrocitdk folyamatos, intenziv
anyagfelvételt folytatnak, emiatt rendkiviil szervezett, koncentrikus korokben rendez6dott
endoszomalis rendszerrel rendelkeznek (Denholm és Skaer, 2009), amit korai és késoi
endoszomak, valamint lizoszomak alkotnak. A plazmamembran felé valé reciklizacioért
felelos reciklizald endoszomak a sejt perifériajan, a plazmamembran kozelében helyezkednek
el. Igy ezek a sejtek kivaloan alkalmasak az endoszomalis rendszerben szerepet jatszo gének
tanulmanyozasara. Az imént felsorolt vezikulumok miikodését iranyito, illetve sejten beliili
helytiket kijel6l6 molekuldk a kis GTPazokhoz tartoz6 Rab fehérjék. A korai endoszomak
felszinén a Rab5, a késdiekén a Rab7, a reciklizalé endoszémékon pedig a Rab11 talalhato

meg. Ezen fehérjék kulcsfontossagtiak az endoszomalis transzportfolyamatokhoz.
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1. Abra A nefrocitak vezikularis rendszere. (Desfougéres és mtsai., 2015)
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A nefrocitak felszinét egy alaphartya boritja, mely alatt a podocita labnytlvanyokhoz hasonld
membranbetiirddésekbdl alld lakanarendszer, illetve a lakiindk bejaratat szegélyezo
résmembran (RM), masnéven diafragma talalhato. (2. abra) Ez kisziiri a 12 nm-nél (vagy
nagyjabol 70 kDa-nal) kisebb molekulakat (Helmstadter, Huber és Hermle, 2017). A
résmembranon atjutott anyagok a lakiinak plazmamembranjan 4t, endocitozissal keriilnek
felvételre. Maga a résmembran egy mddosult zonula adherens. Nagyjabol egy tucat
kiilonbo6z6 tipusu fehérjébal all, melyek a sziird eltomitédésének megakadalyozasa miatt
folyamatos endocit6zison és reciklizacion esnek at, melyben kulcsfontossaguak a Rab5 és a
Rab11 fehérjék (Wen és mtsai., 2020). A vezikularis rendszer miikodésének zavarai emiatt a

résmembran szerkezetének megvaltozasat vonjak maguk utan. A szlirérendszer ilyen

karosodasa hosszutavon funkcionalis problémakat is okozhat.

A

2. Abra A nefrociték lakanarendszerének felépitése. (Helmstadter, Huber és Hermle, 2017)



Célkituzeés

Célunk a sorting nexinek koziil az Snz fehérje funkcidjanak meghatarozasa Drosophila
nefrocitakban. Ez a funkcid csoportunk el6zetes kisérletei alapjan eltér a larvalis zsirtestben
leirttol. Ebben a kutatdsban meghatarozzuk az Gjonnan talalt funkci6 végrehajtasdhoz
szlikséges kolcsonhato molekulakat, melyek koziil a Rab11 jatszik kdzponti szerepet, és
feltarjuk, melyik kompartment részeként miikddik az Snz a nefrocitakban. A kutatasban
végzett munkam célja az Snz funkciovesztésének a nefrocitadkban zajlé membran-
reciklizaciora gyakorolt hatasanak vizsgalata volt. Ennek soran vizsgaltam az Snz mutacio
hatasait a sejtek anyagcseréjére a nefrocita résmembrant vizsgaldo immunhisztokémiai
modszerek, membrandinamikai FRAP, ¢s életképességet méréd AgNO3 toxicitdsi vizsgalatok
altal. Ezen 1) funkcié megértésével feltehetdleg az Snz humén ortoldégjanak mutacidi miatt
kialakult emberi betegségek patomechanizmusara is lehetséges magyardzattal tudunk

szolgalni.

Anyagok és modszerek

A modellallatokat szobahémérsékleten tartjuk standard éleszté/kukoricaliszt/agar tapon. A
kutatas soran hasznalt torzseket a Bloomington Drosophila Stock Center-bdl (BDSC) vagy a
Vienna Drosophila Resource Center-b6l (VDRC) szereztiik be. Ezek a kdvetkezok voltak:
mCherry RNAI (kontroll) [BDSC 35785], snz RNAI 1. [BDSC 39036], snz RNAi 2. [VDRC
105671], vps39 RNAI [VDRC 40425], sec5 RNAIi [BDSC 27526], rab11 RNAI [BDSC
27730], UAS-EYFP-Rab11°7% (Rab11%4) [BDSC 9791]. A prospero-Gal4 driver a (Bechtel
et al., 2013), a Glue-dsRed; fkh-Gal4 t6rzs a (Costantino et al., 2008) tanulmanyokat
publikald csoportoktol szarmazik. Az snz¥© térzs, az UAS-dMAPPER-Cherry és az UAS-
Snz-GFP riportereket a (Ugrankar et al., 2019) tanulmany szerzdi bocsajtottak
rendelkezésiinkre. Standard genetikai keresztezések altal rekombinaltuk az UAS-Snz-GFP,

illetve az UAS-EYFP-Rab11°7% riportereket a prospero-Gal4 tartalmu kromoszémahoz.
A 16 megfigyelési eszkoziink a fluoreszcens mikroszkopia volt.

Immunfestés esetén a kipreparalt nefrocitdk fixalasdhoz két modszert hasznaltam az
ellenanyagok igényeitdl fliggen. A formaldehidben fixalt nefrocitakat a (L6rincz et al.,

2016) cikkben megtalalhatd protokoll szerint festettem meg. Ennek menete roviden: az L3



stadium larvakat PBS-ben boncoltam, majd a bélszegmenseket 30 percig 4%-0s, PBS alapti
formaldehid oldatban fixaltam. Ezutan a mintakat alaposan atmostam PBS-sel, majd 30 percig
PBTx-ben (0,1% Triton X-100 PBS-ben) inkubaltam. Az 5% FCS-t (fetal calf serum)
tartalmaz6 PBTx-szel torténd blokkolas utan a mintékat egy éjszakan at 4°C-on inkubdaltam a
blokkol6 alaptl primer ellenanyag oldatban. Ezt kdvetéen a mintékat ledblitettem, alaposan
atmostam, majd a megfelelé masodlagos ellenanyagokat tartalmazo blokkol6 oldatban
inkubaltam 2 oran at szobahdmérsékleten. Az oblitést és mosast kdvetden a sejtmagokat
DAPI-val festettem meg, a felesleget lemostam, és egy csepp Vectashield-del targylemezen
lefedtem a mintakat. A héfixalast a (Hochapfel et al., 2017) cikk alapjan hajtottam végre. Ez
roviden a kovetkezd: az L3 stadiumu larvakat PBS-ben boncoltam, majd a bélszegmenseket
forrd 0,03%-0s PBTx-be helyeztem, és azonnal 20 masodpercig mikrohullamu siitében
melegitettem vizfiirdében. Ezt kovetéen TWEEN 20-PBS-ben mostam Oket, majd egy 6ran at
BSA-oldatban blokkoltam Oket. A mintakat a-Sns és a-Pyd primer antitestekkel inkubaltam
egy ¢jszakan at 4 °C-on. Alapos mosas utan a mintdkhoz 2 6ran keresztiil szobahdmérsékleten
a megfeleld masodlagos antitesteket adtam, majd ismét mostam ¢€s lefedtem dket. A
kovetkezo elsédleges ellenanyagokat hasznaltuk: poliklonalis nytl a-Rab11 (1:400, (Tanaka
¢s Nakamura, 2008)), poliklonalis csirke a-Sns (1:1000, (Hochapfel et al., 2017)),
monoklonalis egér a-Pyd (1:400, DSHB), poliklonalis csirke a-GFP (1:400, 2BScientific
#AGFP-NM), poliklonalis Alexa Fluor 647 kecske a-Hrp (1:800, Jackson Immunoresearch
#2338967). A masodlagos ellenanyagok FITC szamar anti-csirke, Alexa Fluor 488 kecske
anti-nyutl, Alexa Fluor 488 kecske anti-csirke, Alexa Fluor 568 kecske anti-nyul, Alexa Fluor
568 szamar anti-kecske, voltak. Az immunfestett mintak fotézasat Zeiss Zen szoftverrel
végeztem 63-szoros nagyitason. A képeket 9, egymastol 0,25 um tavolsagra 1évé optikai

szelet 6sszegzésével hoztam 1étre.

A FRAP elvégzéséhez az M3 oldatban kipreparalt larvalis nefrocitakat tivegalji miilanyag
petricsészére helyeztem. Erre 37°C-os dermedési homérsékletii M3 alapt agart pipettdztam,
majd jégre tettem a petricsészét, hogy az igy megszilarduld agar helyben tartsa a sejteket. Az
¢él6sejtes mintakat 30 percen keresztiil percenként fotoztam 63x-os nagyitason fluoreszcens
mikroszkoppal. A photobleaching a masodik percnél tortént 40 rovid, egymas utani
megvilagitasi ciklussal maximalis fényintenzitas mellett, a 1atotérbdl kivalasztott 2-3 ROI-n
beliil. A sejtek esetleges mozgasat a képek elkésziilése kozotti idoben manualisan korrigaltam
mindharom tértengely mentén. A videdk kiértékeléséhez Imagel szoftvert hasznaltam. A

kiilonboz6 ROI-k fényintenzitasabol kivontam a hattér fényintenzitasat, majd ezen értékek



szazalékos aranyat vettem a teljes kép eredeti fényintenzitdsdhoz képest. A minta fakulésa
miatt az adott idépontokhoz tartozo teljes kép fényintenzitasahoz is korrigaltam a ROI-K és a

hatterek kiilonbségét.

Az AgNOstoxicitas vizsgalathoz 50-50 L1 stadiumu larvat helyeztem normal, 0,2%, illetve
1% eziist-nitratot tartalmazo tapra. Az ezeken sikeresen bebabozodo és kikeld egyedeket
szamoltam meg. A nefrocitak AgNOs-felvételének vizsgalatahoz 0,2% eziist-nitrat tartalmu
tapon kikelt L3 stadiumu larvak nefrocitait PBS-ben kiboncoltam, majd 10 mp UV-fénnyel
torténd megvilagitas utan 40-szeres nagyitason lefényképeztem azokat. Az UV-fény mélyebb

barnas szint ad az AgNOs-nak.

Eredmények és értékelésiik

El6zetes eredmények

A kutatasba valo csatlakozasom el6tt a csoportom egy projektjében munkatarsaim a
kiilonb6z6 sorting nexinek csendesitésének endoszomalis rendszerre gyakorolt hatasait
kezdték el vizsgalni Drosophila larvalis szerveiben. Ennek egyik eredményeként azt talaltak,
hogy az Snz csendesitése erésen megvaltoztatta a nefrocitak vezikulamintazatat. Ezekben a
sejtekben a korai és késoi endoszondk — amik Rab5 és Rab7 immunfestés altal figyelhetdk
meg — mérete jelentésen megndtt. Az snz géntdl megfosztott, nullmutans allatok hasonlo
mintazatot mutattak. Ezt az Snz prospero driverrel vezérelt menekité génkopiaja vissza tudta
allitani a normalishoz kozel allo allapotra. Az snz csendesités hatasat elektronmikroszkopos

képeken is meg lehetett figyelni.

Mivel az Snz-r6l tudott, hogy a larvalis zsirtestsejtekben contact site-okat alakit ki a
plazmamembran, az ER és a periférids LD-k kozott, igy ellendrizték, hogy a nefrocitdkban
van-e kolokalizacio a négy egység kozott. Ezen kisérletek ismétlésében mar én is dolgoztam.
Am kideriilt, hogy a nefrocitakban nincs a zsirtestre jellemz6 contact site elemei kozott
semmilyen kolokalizacié (3. abra, A-C), hiszen a mikroszkopos képeken a zold Snz-GFP és a
magentaval jelolt sejtalkotok atfedése fehér teriiletként jelenne meg. Az anti-Hrp ellenanyag a
nefrocitak esetében kijeldli a plazmamembrant, a dIMAPPER az ER és a plazmamembran
kapcsolodasi pontjain helyezkedik el (Chang és mtsai., 2013), az Oil Red O pedig els6ésorban
a magas triglicerid-tartalmu struktarakat festi meg. Ez alapjan gy tlinik, hogy a fehérje



korabban leirt funkcidja nincs jelen ebben a sejttipusban. Ezutan azt talaltdk, hogy az Snz,
illetve a reciklizal6 endoszomak felszinén elhelyezked6 Rabl11 kozott all fent kolokalizacio
(3. abra, D). Ehhez az endogén Rab11-et immunfestéssel tették lathatova. A zsirtestben nem
irtak le a reciklizacios utvonal és Snz kozotti Osszefiiggést, igy a nefrocitak esetén egy

korabban nem ismert, Rab11-hez kothetd funkciot kellett feltérképezniink.
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3. Abra Az Snz a reciklizalé endoszémakon lokalizal a nefrocitakban. (A-D) Snz-GFP-t expresszalo
nefrocitak kiilonbdz6 organellaris markerekkel festve. Minden képen kortikalis (A-D) és medialis (A'-
D') nézetek lathatok. Nem lathaté atfedés a plazmamembrant jel6l6 anti-Hrp (A), az ER-PM contact
site riporter AMAPPER-Cherry (B), és az Oil Red O-val jelolt lipidcseppek (C) esetében. Az Snz-GFP
nagymértékii kolokalizaciot mutat a Rab11-pozitiv reciklizalé endoszomakkal (D). Az inszertek a
sarga téglalapokkal jelolt teriileteket mutatjak nagyobb nagyitasban. (E) Az A-D panelek adatainak,



illetve a Rab5 (korai endoszomak), Rab7 (1és6i endoszomak), Cnx99A (ER), Golgin245 (transz-
golgi), és Gmap (cisz-golgi) Rabl11-gyel val6 kolokalizaciéjanak kvantitativ meghatarozasa. A
méretaranyos savok 5 um-t jelentenek a paneleken és 1 um-t az inszerteken. (Dr. Maruts Tamas,
Lakatos Enikd, és Borcsok Dalma képei)

A Rab11 mikroszképos vizsgalatara alkalmas genetikai eszkozok

Miutan a kutatashoz csatlakoztam, a Rab11 vizsgalatahoz sziikséges genetikai eszkdzok
nefrocitakban valo tesztelésén kezdtiink dolgozni. Az én feladatom az EYFP-taggelt endogén,
illetve a szintén EYFP-taggelt, taltermelt vadtipusu, konstitutivan-aktiv és dominans-negativ
Rab11 vonalak validalasa volt. Ehhez a bloomingtoni torzsk6zpontbdl beszerzett, megfeleléen
kikeresztezett torzsek F1 larvait a modszerekben leirt immunfestési eljarassal kipreparaltam,
majd mikroszkoppal lefényképeztem. Az EYFP-taggelt endogén Rab11 mintazata az
endogén, immunfestett Rab11 mintazatahoz hasonlo volt (4. abra, A és E), a sejtek
periféridjan helyezkedett el jellemz6 vastagsagu savban, ahol a reciklizal6 endoszomak is
megtalalhatoak. Ugy tiinik, a taggelés nem modositotta a Rab11 sejten beliili elhelyezkedését,
¢s sikeresen lathatova tette szamunkra a fehérjét. A prospero-Gal4 driverrel hajtott, taltermelt
Rab11 szintén a vad tipuséhoz hasonl6 lokalizaciot mutatott (4. abra, B). Ez a riporter
alkalmasabb kontrollként az egyéb, tultermelésre hasznalt genetikai eszk6zeink mellett. A
konstitutivan aktiv - GTP-t kotd, de azt hidolizalni nem képes - forma egy szélesebb savot
jeldl ki a helyén taggelt és vadtipust, overexpresszalt Rab11-hez képest, viszont feltehetéen
ez is a reciklizald endoszomak elhelyezkedését koveti, mivel jellegzetes, kerekded képleteket
jeldl ki tobb helyen is a RE-k mérettartomanyaban (4. abra, C). A dominans-negativ Rab11 -
mely a GTP hidrolizisével keletkez6 GDP-t irreverzibilisen koti - az el6bbi mintahoz
hasonloan vezikulaszert periférias képleteket jelol (4. abra, D). Az altalam tesztelt eszkdzok
a fentiek alapjan a nefrocitadkban valo vizsgalatokra alkalmasnak tekinthetdek, és késobb tobb,
a jelen dolgozatban nem ismertetett vizsgalatunkban hasznaltuk éket. A tovabbi vizsgalataink
azt mutattak, hogy az Snz €s a Rab11 nem csupan kolokalizal egymassal, hanem az Snz
csendesitése felboritja a Rab11 sejten beliili mintazatat (4. abra, F). Tehat az Snz sziikséges a
Rab11 normalis eloszlasanak kialakitasahoz. A funkcionalis kapcsolat mellett az egyik
munkatarsunk, Blastyak Andras altal kivitelezett Ko-immunoprecipitacios Kisérletek

biokémiai kapcsolatot is kimutattak az Snz és a Rab11 kozott.
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4. Abra (A) Az EYFP-taggelt, endogén promoterii Rab11 a normal Rab11 eloszlasat mutatja. (B) A
tultermelt, EYFP-taggelt Rab11 esetében is megmaradt ez a mintazat. (C) A szintén taltermelt,
konstitutivan-aktiv Rab11 tovabbra is kirajzolja a reciklizalé endoszomak rendszerét, de a normalisnal
vastagabb savban lathato. (D) A thltermelt, dominans-negativ Rab11 kevésbé megvastagodott savban
van jelen, de egyébként az elébbiekkel egységes. (E) Az endogén, ellenanyaggal kijelolt Rab11
eloszlasa a sejt kozépsikjaban. (F) A Rabl1 altal kijelolt reciklizalo endoszoémak lokalizacidjanak
felborulasa snz csendesités hatasara. A Rab11-tartalmu képletek a teljes citoplazmaban diffiizan
megtalalhatoak. (G) A feltételezheté RE-k plazmamembrantdl vald tavolsaga. A méretaranyos savok 5
um-t jelentenek a fépaneleken és 1 um-t az inszerteken.



Az Snz szerepe a résmembran és a lakunarendszer kialakitasaban

Ahhoz, hogy megértsiik a Rab11 és az Snz k6zotti kapesolat funkcigjat, olyan, reciklizaciot
igényl6 folyamatokat kerestiink, amelyek segitségével meg tudjuk figyelni az Snz
funkciokiesés hatasat. Az egyik ilyen folyamat a résmembran fehérjék turnovere, azaz
folyamatos cseréje, amely a sziirérendszer elduguldsanak ¢és eloregedésének
megakadalyozasahoz sziikséges. A kisérletek soran az Sns (Sticks and stones, a human
Nephrin ortoldgja) és a Pyd (Polychaetoid, a human ZO-1 ortoldgja) fehérjéket vizsgaltuk.
Ezek fluoreszcens immunjel6lése kirajzolja a sejtek felszinén az ujjlenyomatra emlékeztetd
résmembran mintazatot (5. abra, A, illetve Weavers és mtsai., 2009; Zhuang és mtsai., 2009).
A rabl1l csendesités hatasara a résmembranrendszer nem tud megfelelé mértékben kialakulni
a sejteken (5. abra, E, illete Fu és mtsai., 2017; Wen és mtsai., 2020). A taltermelt,
konstitutivan-aktiv Rab11, illetve az snz csendesités hatasara is eltéré megjelenést mutattak a
megfestett résmembran fehérjék (5. abra, B és C). Ha a sejtek kozépsikjat nézziik, a sejtmag
kozelében a Pyd felhalmozodasa figyelheté meg az elébb emlitett két genotipus esetén (5.
abra, B’ és C) a kontroll és a rab11 csendesitett mintakkal ellentétben (5. abra, A’ és E’).
A konstitutivan aktiv Rab11 snz-csendesitett hattéren valo taltermelése is abnormalis
szlirérendszert okozott (5. abra, D), és a Pyd akkumulacio mértéke jelentésen megnétt a csak
Rabl1-taltermel6 vagy csak snz-csendesitett sejtekhez képest (5. abra, D’). Az Snz
tultermelése viszont menekiteni tudta a taltermelt Rab11 hatasat, mivel az ilyen genotipust
sejtek tobbé-kevésbé normalis résmembran mintazatot mutattak és Pyd sem gyilt fel a sejt
mélyebb rétegeiben (5. abra, F és F?). A Rab11l az ugynevezett exocyst fehérjekomplex révén
hajtja végre a szekrécid utolso 1épését képezé membranfuziot. Ennek egyik alkotoja a Sec5
fehérje. A sec5 csendesitésekor a sejtek szekréciora vald lehetdsége erdsen lecsokken. Az snz
csendesitése azonban még a sec5 csendesitett sejtekben is tobbé-kevésbé normalis szekrécids
ratat tudott lehetévé tenni a résmembranfehérjék festése alapjan (5. abra, G). A teljesség
kedvéért a sejtek kozépsikjaban is készitettem képet, amely szintén a kontroll mintdhoz
hasonlé megjelenésii (5. abra, G”). Az snz csendesitett sejtekben a konstitutivan-aktiv Rab11
lekdveti a Pyd mintazatat, ami alapjan a lakunaris rendszer sejtbe valo terjedésére

kovetkeztethetiink. (5. abra, H és I)
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5. Abra A nefrocita résmembran és a lakunaris rendszer mintazata. (A-G) A RM-t az Sns és a Pyd
immunfestésével tettiik latatova hofixalt sejtekben. (A’-G”) A sejtek kozépsikjaban késziilt
keresztmetszeti képeken a lakunak betiiremkedései és a sejtek mélyebb rétegei lathatok. Az snz
csendesitése (B) és a konstitutivan-aktiv Rab11 (Rab11¢4) tultermelés (C) hatasa bizonyos foku, a
ketté kombinacidja pedig jelentds eltérést mutat a kontroll (A) és a rabl11 csendesités (E)
megjelenéséhez képest. A kontrollhoz hasonlé mintazatot mutat a Rab11¢A Snz taltermeltetéssel
kombinalva (F), illetve a sec5 csendesités snz csendesitéssel kombinalva (G). Hasonloképpen, az snz
csendesitése (B’), a Rab11¢A tiltermelése (C), illetve ezek kombinacidja (D) Pyd felhalmozodast
okozott a sejtek mélyebb rétegeiben a kontroll (A”) és a rabl1 csendesitett (E’) esetekkel ellentétben.
A sarga nyilak az ektopikus RM-okat mutatjak. A Rab11¢A taltermelés Snz tultermeltetéssel
kombinalva (F”), illetve a sec5 csendesités snz csendesitéssel kombinalva (G’) nem okozott ilyen
felhalmozodast. (H és I) EYFP-Rab11A-t kifejez6, formaldehid-fixalt nefrocitdk Pyd-immunfestés
mellett. Lathato, hogy az snz csendesitett sejtekben a konstitutivan-aktiv Rab11 lekoveti a Pyd altal



kijel6lt sejten beliili halozat lefutasat, feltehetéen egy Kiterjedt laktnaris rendszert jelolve. A
méretaranyos savok 5 um-t jelentenek az A-I paneleken és 2 um-t az A'-G' paneleken.

A lakundkat nagyon jol ki lehet jeldlni csersavas impregnacios eljarassal, majd az azt kovetd
elektronmikroszkopos képalkotassal. Ezeket a vizsgalatokat kollégaink, Lorincz Péter és
Hargitai David végezték el. Az eljaras soran a csersav nem hatol 4t a plazmamembranon, igy
a képeken a fekete, elektrondenz teriiletek a sejthartyan kiviil es6 extracellularis, de a
résmembranon mar atjutott csersavat jelolik (Kosaka és Ikeda, 1983). Az snz leiités és a
Rabll overexpresszio hatasara is a kontrollhoz (6. abra, A) képest valamivel mélyebb
laktinak alakulnak ki (6. 4bra, B és C). Az snz csendesitett hattéren Rab11%A-t taltermeld
sejtekben pedig er6sen meghosszabbodott membranbetiirédések rajzolodnak ki a képeken. A
laktinak jellege minden esetben hasonlonak tiinik, a szembetling kiilonbséget csak a

betliremkedésiik mértéke adja.

kontroll snz csendesités Rab11¢A snz csend. + Rab11¢A

EM — Csersavas impregnacio

6. Abra Csersavval impregnalt sejtek TEM felvételei. A plazmamembran betiirédéseinek a
résmembran alatti részeit — a lakunakat — s6téten megjelend csersav tolti ki. (A) A kontroll mintahoz
képest (B) az snz csendesitett és (C) a Rab11%A tultermeld sejtek mélyebbre nytlé lakiinakkal
rendelkeznek. (D) A Rab11% snz-csendesitett hattéren valo taltermelésének hatsara a laktinak
nagyon mélyen benyomulnak a sejtek belsejébe. A méretaranyos savok 1 um-t jelentenek. (LOrincz
Péter ¢és Hargitai David képei)



Az Snz szekrécios dinamikara valo lehetséges hatasainak vizsgalata FRAP-pel

Az Snz csendesitésének a szekrécio intenzitasara valo hatasat szintén vizsgaltuk. A FRAP
(Fluorescence Recovery After Photobleaching) kisérletek a dinamikus sejtfolyamatok
vizsgalatara alkalmasak. Lényegiik, hogy valamilyen, sejten beliili mozgast végzo
makromolekulat, legtobbszor fehérjét, fluoreszcens taggel latunk el, mely intenziv
megvilagitas hatdsara irreverzibilisen elveszti fluoreszcencidjat, ,.kifakul”, tehat nem lathato
tovabb a felvételen. Ezt az erételjes megvilagitasi sorozatot nevezziik bleaching-nek. A
bleaching-et csak a lathato teriilet egy részén (region of interest - ROI) végezziik el. Az ezutan
ujonnan a ROI-ba kertiilé fehérjemolekulak, amelyek fluoreszcenciajat nem oltotta ki a
megvilagitas, a kifakitott tertileten ismét novelni kezdik a fényintenzitast. Szekréciora keriild
transzmembran fehérjék esetén példaul a plazmamembran egy részének fakitdsa utdn nyomon
kovethetjiik a fluoreszcencia visszatérésének sebességét. Ez aranyos a fehérjeszekrécio

sebességével.

Ha a Rab11 utvonalon szekretalodo, GFP-vel taggelt Sns-t kovetjiik a FRAP soran, a
photobleaching utan folyamatosan visszatérd fényerdsséget fogunk tapasztalni a fakitason
atesett ROI-ban. A fényerdsség visszatérése egy maximalis értéket fokozatosan kozelitd,
»plato”-jellegli gorbével jellemezhetd. Az snz csendesités hatasara a platét hamarabb elérd
gorbét varunk, hiszen feltevésiink alapjan az Snz alapesetben gatolja a szekréciot. Tobb
egyedi FRAP kisérlet utan viszont egyeldre nem talaltunk egyértelmii 6sszefiiggést a
szekrécid sebessége és az snz csendesitése kozott. Mind a kontroll, mind az snz csendesités
esetén a fakitas utani 27 perc alatt az eredeti fényerdsség 20-25%-at visszanyerte a ROI-n
beliili plazmamembran, &m az eredmények nagy szorasa miatt ez a kérdés tovabbi

vizsgalatokat igényel. (7. abra)
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7. Abra Az eddigi FRAP kisérletek eredménye alapjan a (kék) kontroll sejtek és a (narancssarga) snz
csendesitett sejtek esetén vizsgalt fényerdsség visszatérések sebességének atlaga nem tér el
szamottevoen egymastol. Mivel az atlagszamitas elotti adatok szérasa viszonylag nagy volt, igy az
atlag gorbék is valtozhatnak a késobbi kisérletek altal.

AgNOs felvétel vizsgalat és toxicitasi mérések

Az eziist-nitrat kettds célra hasznalhat6 a nefrocitakkal végzett kisérletek esetén. Egyrészt
toxicitasi tesztekhez, hiszen nehézfémtartalma miatt mérgezd hatast, masrészt in. endocitozis
tracer-ként is alkalmazhato, hiszen a hemolimfat sztir6 nefrocitak endocitozissal felveszik és
testfolyadékban. A felvett AgNOsegy rovid, par masodperces UV-megvilagitas utan barna
csapadékkeént jol megfigyelhetd a nefrocitadkban, tehat az igy végzett vizsgalatok megmutatjak
az endocitozis hatékonysagat. A kisérletekhez vad tipusu, snz nullmutans (snz KO), prospero
driverrel hajtott Snz-GFP altal menekitett snz KO (menekitett), illetve Snz-t overexpresszalo
torzseket hasznaltam. Nem volt lathatd szamottevo eltérés az AgNOs felvételében a
kiilonbdz6 genotipusok kozott, azaz az Snz funkciokiesése, illetve taltermelése nem
befolyasolja kozvetleniil az endocitozist. (8. abra) A toxicitasi teszt eredménye hasonléan azt
mutatta, hogy az Snz miikodésének nincs szignifikans hatdsa a méreg mellett (vagy anélkiil)
torténd tilélésre a larvalis fejlddés idétartama alatt. Erdekes modon, némileg jobb

¢letképességliek voltak az snz nullmutans egyedek, ami mogott valdszintileg az Snz-nek a



zsirtestben leirt, lipid metabolizmusra valé hatédsa allhat. Fontos megemliteni viszont, hogy a
larvalis vizsgalatok az ecetmusliciban nem alkalmasak idiilt hatasok vizsgélatara, kizardlag a
rovid idon belil jelentkezd kovetkezményeket 1athatjuk, tehat hosszu tavon karos hatésai is

lehetnek az Snz funkcid kiesésének.

8. Abra A nefrocitak altal felvett és vezikularisan elraktarozott eziist-nitrat (barna) mintizata. Sem az
snz KO, sem az Snz overexpresszié nem okoz szamottevd eltérést a felvételben. Az Snz-GFP altal
menekitett sejtek is a vad tipust sejtekkel azonos mértékii endocitdsizt mutatnak. A méretaranyos
savok 30 um-t jelentenek.

Osszefoglalas

Az Snz a nefrocitakban erds kolokalizaciot mutat a Rab11-gyel és kapcsolatuk ko-
immunoprecipitacioval is kimutathatd. Ebben a sejttipusban vizsgalataink alapjan nem alakul
ki a zsirtestsejtekben leirt contact site mivel egyik eleme sem kolokalizal az Snz-vel, igy itt
feltehetéen nem a lipid metabolizmusban jatszik szerepet a fehérje, hanem a Rab11 altal

szabalyozott membran-reciklizacids Gtvonalban szerepel. Ezt erdsiti az az eredménylink is,

amely szerint az snz csendesitése a Rab11 sejten beliili elhelyezkedését is megvaltoztatja,



ugyanis a fehérje nem tud a sejt perifériajara lokalizalni, ahol a RE-k normalisan
megtalalhatok. A Rabl11 funkciojat igényld egyik folyamat a laktnaris rendszer és a benne
talalhat6 résmembran fenntartdsa az ide tartozo fehérjék turnoverének, azon beliil is
exkréciojanak szabalyozasan keresztiil. Kisérleteinkben ezért a résmembran és a laktinaris
rendszer megjelenését vizsgaltuk az Snz funkcio fiiggvényében. Azt talaltuk, hogy az snz
csendesitése megvaltoztatja a RM elrendezddését a sejtek felszinén, €s a Pyd fehérje
megjelenését okozza a sejt mélyebb treiiletein. Ismert, hogy koros RM fehérje akkumulaciok
lathatok az abnormalisan megnyult lakinaris csatornakban akkor, ha az endocitozis gatolt
vagy az exocitozis haladja meg a sziikséges mértéket (Atienza-Manuel és mtsai., 2021,
Kampf és mtsai., 2019). Ilyen esetben a felesleges membranmennyiség miatt kimélyiilnek a
membranbetlir6dések és a rajtuk 1évé PM fehérjék is latszolag intracellularisan helyezkednek
el a sejtmag kozelében. A csersavas kezelés utan készitett elektronmikroszkopos képeken jol
lathatova lehet tenni a lakiinak lefutasat. A kontroll nefrocitdkhoz képest mélyebb lakundk
lathatok az snz csendesitett és a Rab11%A-t tiltermelé sejteknél. Az snz csendesitett hattéren
tultermelt Rab11" esetén a lakuinak szembetiinden kiterjedt halozatot alkotnak a
nefrocitakban, amely megfelel az ebben a genotipusban a Pyd festés esetén latott koros RM-
halozatnak. Ez arra utal, hogy nagy mennyiségii felesleges plazmamembran keletkezik
ezekben a sejtekben. Felesleges PM felgyiilemlést a csokkent mértékii endocitozis is
okozhatna, am az snz csendesitése esetén sem a korai endoszomakban, sem az eziist-nitrat
felvételben nem lattunk eltéréseket, tehat az endocitdzis funkcidja megtartott volt. Az
eredmények egyiittesen azt mutatjak, hogy az Snz sziikséges a RM ¢és a lacundris csatorna
integritas fenntartasdhoz, mégpedig valdsziniisithetéen a Rab11 altal kozvetitett reciklizaciod
¢€s exocitozis PM felé torténd visszatartasa révén. Ez az inhibitoros funkcio6 akar szerepet
jatszhat a nefrocita analdg human podocitakban is. Ezt megerdsiti a kronikus vesebetegséget
SNX25 mutaciokkal kapcsolatba hozo Kim, Jin és Eom, 2021 cikk. A Rab11-en keresztiil
szamos mas folyamatot is befolyasolni lehet képes az Snz/SNX25, ezzel hozzajarulva egyéb,
a génnel eddig 6sszefiiggésbe nem hozott betegségeket is. Az Snz funkcidjanak tovabbi
kutatasa tovabb bdvitheti a sorting nexin fehérjékrol alkotott tudasunkat, illetve a jovoben

lehetdvée teheti az SNX25-h6z kapesolddo betegségek patomechanizmusanak jobb megértését.



Koszonetnyilvanitas

K06szonom a szakmai segitséget Dr. Maruts Tamasnak, Lakatos Enikonek, Borcsok Dalmanak
¢s Dr. Juhasz Gabornak. A kutatasunk kiegészit6 kirérleteinek elvégzését koszonom Dr.

Blastyak Andrasnak, Dr. Lorincz Péternek és Dr. Hargitai Davidnak.

A jelen kozlemény alapjaul szolgalo kutatast a Nemzeti Orvosbioldgiai Alapitvany Nemzeti
Tudoésképzé Akadémia Programja tamogatta a Kulturalis és Innovacidés Minisztérium

pénziigyi hozzajarulasaval.

Irodalom

Akizu, N. et al. (2015) ‘Biallelic mutations in SNX14 cause a syndromic form of cerebellar
atrophy and lysosome-autophagosome dysfunction’, Nature Genetics, 47(5), pp. 528-534.
Available at: https://doi.org/10.1038/ng.3256.

Atienza-Manuel, A. et al. (2021) ‘Endocytosis mediated by an atypical CUBAM complex

modulates slit diaphragm dynamics in nephrocytes’, Development, 148. Available at:
https://doi.org/10.1242/dev.199894.

Bare, L.A. et al. (2007) ‘Five common gene variants identify elevated genetic risk for
coronary heart disease.’, Genetics in medicine : official journal of the American College of
Medical Genetics, 9(10), pp. 682—689. Available at:
https://doi.org/10.1097/gim.0b013e318156fb62.

Bechtel, W. et al. (2013) “Vps34 deficiency reveals the importance of endocytosis for
podocyte homeostasis’, Journal of the American Society of Nephrology [Preprint]. Available

at: https://doi.org/10.1681/ASN.2012070700.

Chang, C.L. et al. (2013) ‘Feedback regulation of receptor-induced ca2+ signaling mediated
by e-sytl and nir2 at endoplasmic reticulum-plasma membrane junctions’, Cell Reports
[Preprint]. Available at: https://doi.org/10.1016/j.celrep.2013.09.038.

Costantino, B.F.B. et al. (2008) ‘A novel ecdysone receptor mediates steroid-regulated
developmental events during the mid-third instar of Drosophila’, PLoS Genetics. Available at:
https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1000102.



Datta, S. et al. (2019) ‘Cerebellar ataxia disease-associated Snx14 promotes lipid droplet
growth at ER-droplet contacts’, Journal of Cell Biology, 218(4), pp. 1335-1351. Available at:
https://doi.org/10.1083/jcb.201808133.

Datta, S. et al. (2020) ‘Snx 14 proximity labeling reveals a role in saturated fatty acid
metabolism and ER homeostasis defective in SCAR20 disease.’, Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 117(52), pp. 33282—-33294. Available
at: https://doi.org/10.1073/pnas.2011124117.

Denholm, B. and Skaer, H. (2009) ‘Bringing together components of the fly renal system’,
Current Opinion in Genetics and Development, 19(5), pp. 526-532. Available at:
https://doi.org/10.1016/j.gde.2009.08.006.

Desfouggres, Y., D'Agostino, M., & Mayer, A. (2015). A modular tethering complex for
endosomal recycling. Nature cell biology, 17(5), 540-541. https://doi.org/10.1038/nch3154

Du, Y. et al. (2013) ‘Expression pattern of sorting nexin 25 in temporal lobe epilepsy: A study
on patients and pilocarpine-induced rats’, Brain Research [Preprint]. Available at:
https://doi.org/10.1016/j.brainres.2013.03.005.

Feng, F. et al. (2022) ‘Identification of APC Mutation as a Potential Predictor for

Immunotherapy in Colorectal Cancer’, Journal of oncology, 2022.

Fu, Y. et al. (2017) ‘Comprehensive functional analysis of Rab GTPases in Drosophila
nephrocytes.’, Cell and tissue research, 368(3), pp. 615-627. Available at:
https://doi.org/10.1007/s00441-017-2575-2.

Gallon, M. and Cullen, P.J. (2015) ‘Retromer and sorting nexins in endosomal sorting’,
Biochemical Society Transactions [Preprint]. Available at:
https://doi.org/10.1042/BST20140290.

Hao, X. et al. (2011) ‘SNX25 regulates TGF- signaling by enhancing the receptor
degradation’, Cellular Signalling [Preprint]. Available at:
https://doi.org/10.1016/j.cellsig.2011.01.022.

Hariri, H. et al. (2019) ‘Mdm1 maintains endoplasmic reticulum homeostasis by spatially
regulating lipid droplet biogenesis’, Journal of Cell Biology, 218(4), pp. 1319-1334.
Available at: https://doi.org/10.1083/jcb.201808119.



Helmstédter, M., Huber, T.B. and Hermle, T. (2017) ‘Using the Drosophila Nephrocyte to
Model Podocyte Function and Disease.’, Frontiers in pediatrics, 5, p. 262. Available at:

https://doi.org/10.3389/fped.2017.00262.

Henne, W.M. et al. (2015) ‘Mdm1/Snx13 is a novel ER-endolysosomal interorganelle
tethering protein’, Journal of Cell Biology, 210(4), pp. 541-551. Available at:
https://doi.org/10.1083/jcb.201503088.

Hochapfel, F. et al. (2017) ‘Distinct functions of Crumbs regulating slit diaphragms and
endocytosis in Drosophila nephrocytes’, Cellular and Molecular Life Sciences [Preprint].

Available at: https://doi.org/10.1007/s00018-017-2593-y.

Huotari, J. and Helenius, A. (2011) ‘Endosome maturation’, EMBO Journal, 30(17), pp.
3481-3500. Available at: https://doi.org/10.1038/emb0j.2011.286.

Jacques, C. et al. (2005) ‘Two-step differential expression analysis reveals a new set of genes
involved in thyroid oncocytic tumors.’, The Journal of clinical endocrinology and

metabolism, 90(4), pp. 2314-2320. Available at: https://doi.org/10.1210/jc.2004-1337.

Kampf, L.L. et al. (2019) ‘TBC1D8B mutations implicate rab11-dependent vesicular
trafficking in the pathogenesis of nephrotic syndrome’, Journal of the American Society of

Nephrology [Preprint]. Available at: https://doi.org/10.1681/ASN.2019040414.

Kim, H.R., Jin, H.S. and Eom, Y. Bin (2021) ‘Metabolite genome-wide association study for
indoleamine 2,3-dioxygenase activity associated with chronic kidney disease’, Genes
[Preprint]. Available at: https://doi.org/10.3390/genes12121905.

Kosaka, T. and Ikeda, K. (1983) ‘Reversible blockage of membrane retrieval and endocytosis
in the garland cell of the temperature-sensitive mutant of Drosophila melanogaster,
shibirets1.’, The Journal of cell biology [Preprint]. Available at:
https://doi.org/10.1083/jcb.97.2.499.

Lauzier, A. et al. (2022) ‘Snazarus and its human ortholog SNX25 modulate autophagic flux’,
Journal of cell science [Preprint]. Available at: https://doi.org/10.1242/jcs.258733.

Li, J. et al. (2014) ‘SNX13 reduction mediates heart failure through degradative sorting of

apoptosis repressor with caspase recruitment domain’, Nature Communications, 5(May), pp.

1-13. Available at: https://doi.org/10.1038/ncomms6177.



Lérincz, P. et al. (2016) ‘MiniCORVET is a VVps8-containing early endosomal tether in
drosophila’, eLife [Preprint]. Available at: https://doi.org/10.7554/eLife.14226.

Murthy, M. et al. (2003) ‘Mutations in the exocyst component Sec5 disrupt neuronal
membrane traffic, but neurotransmitter release persists’, Neuron [Preprint]. Available at:
https://doi.org/10.1016/S0896-6273(03)00031-X.

Naslavsky, N. and Caplan, S. (2018) ‘The enigmatic endosome - Sorting the ins and outs of
endocytic trafficking’, Journal of Cell Science [Preprint]. Available at:

https://doi.org/10.1242/jcs.216499.

Olsson, A.H. et al. (2014) ‘Genome-wide associations between genetic and epigenetic
variation influence mRNA expression and insulin secretion in human pancreatic islets.’,
PLoS genetics, 10(11), p. e1004735. Available at:
https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1004735.

Suh, J.M. et al. (2008) ‘An RGS-containing sorting nexin controls Drosophila lifespan’, PLoS
ONE [Preprint]. Available at: https://doi.org/10.1371/journal.pone.0002152.

Tanaka, T. and Nakamura, A. (2008) ‘The endocytic pathway acts downstream of Oskar in

Drosophila germ plasm assembly’, Development [Preprint]. Available at:

https://doi.org/10.1242/dev.017293.

Teasdale, R.D. and Collins, B.M. (2012) ‘Insights into the PX (phox-homology) domain and
SNX (sorting nexin) protein families: Structures, functions and roles in disease’, Biochemical

Journal, 441(1), pp. 39-59. Available at: https://doi.org/10.1042/BJ20111226.

Thomas, A.C. et al. (2014) ‘Mutations in SNX14 cause a distinctive autosomal-recessive

cerebellar ataxia and intellectual disability syndrome’, American Journal of Human Genetics,

95(5), pp. 611-621. Available at: https://doi.org/10.1016/j.ajhg.2014.10.007.

Ugrankar, R. et al. (2019) ‘Drosophila Snazarus Regulates a Lipid Droplet Population at
Plasma Membrane-Droplet Contacts in Adipocytes’, Developmental Cell, 50(5), pp. 557--
572.e5. Available at: https://doi.org/10.1016/j.devcel.2019.07.021.

Vecellio, M. et al. (2021) ‘DNA Methylation Signature in Monozygotic Twins Discordant for

Psoriatic Disease’, Frontiers in Cell and Developmental Biology [Preprint]. Available at:

https://doi.org/10.3389/fcell.2021.778677.



Weavers, H. et al. (2009) ‘The insect nephrocyte is a podocyte-like cell with a filtration slit
diaphragm’, Nature, 457(7227), pp. 322-326. Available at:
https://doi.org/10.1038/nature07526.

Wen, P. et al. (2020) ‘Exocyst genes are essential for recycling membrane proteins and
maintaining slit diaphragm in Drosophila nephrocytes’, Journal of the American Society of
Nephrology [Preprint]. Available at: https://doi.org/10.1681/ASN.2019060591.

Zhuang, S. et al. (2009) ‘Sns and Kirre, the Drosophila orthologs of Nephrin and Nephl,
direct adhesion, fusion and formation of a slit diaphragm-like structure in insect nephrocytes’,
Development, 136(14), pp. 2335-2344. Available at: https://doi.org/10.1242/dev.0316009.



