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Osszefoglalo

A makroautofagia az eukariota sejtek lebont6 folyamata, mely soran a sejt megemészti a
szamara mar nem hasznos organellumokat, anyagokat. Az autofagoszoma egy kettds memb-
rannal hatarolt, citoplazma-részletet tartalmazo vezikula, mely lizoszomakkal egyesiil, ahol a
lebontas megtorténik.

Az autofag lebontas megfelelé mitkkodéséhez sziikséges a résztvevd organellumok meg-
feleld poziciondlasa. Munkam sorén az autofagoszomak mozgatasaval foglalkoztam. Elsdként
egy genetikai sziirést végeztiink, melynek soran a lizoszomalis fuzidkat megakadalyozé gene-
tikai hattéren vizsgaltam olyan gének csendesitését, melyek potencidlisan az autofagoszoma-
mozgatashoz kotheték. Igy a vizsgalt sejtekben autolizoszomak nem, csak autofagoszomak
tudtak képzOdni. Eredményeim Sszerint az autofagoszomak a mikrotubulusok mentén, minusz
iranyban, dineinek segitségével mozognak. Ennek hianyaban a kinezin-motorok atveszik a
mozgatas szerepét és az irany megfordul. Valdsziniisithetd, hogy a motorfehérjék ardnya haté-
rozza meg a mozgatas iranyat, amely mindkét esetben a Rab7 kis GTPaz és az Epg5 adaptor
altal szabalyozott. Ezen feliil sikeriilt kimutatni, hogy az autofagoszoma-mozgatas hibaja lizo-
szomalis fuzids és lebontasi defektushoz vezet.

Mivel az autofagia sériilése sulyos kovetkezményekkel jar a sejtekre és a szervezet egé-
szére nézve, eredményeink segithetnek annak megértésében, hogy ezen korképek kialakulésa-

nak hatterében milyen molekularis mechanizmusok allhatnak.



1. Bevezetés

1.1.  Autofagia

A sejtek homeosztazisanak fenntartasahoz elengedhetetlen a makroautofagia (a késob-
biekben egyszeriien autofagiaként emlitve). Ez egy eukariota sejtekben lejatszodo, lebontd
folyamat, mely soran ,,6nemésztés” torténik. Bazalis autofagianak nevezziik azt az autofag
aktivitast, amit a sejt alapallapotban folyamatosan végez. Ez stressz hatdsra ndvelhetd
(stresszindukalt autofagia) [1], vagy az egyedfejlddés bizonyos fazisaiban is névekedhet az
aktivitas (fejlédési autofagia) [2].

Az autofagia elsé 1épéseként 1étrejon egy izolald membran (fagofor), mely koriilhatarol-
ja a lebontand6 anyagot és zarodik. Ezt a kettés membrannal hatarolt strukturat nevezziik au-
tofagoszomanak, amely lizoszomakkal fuzional. Az igy kialakult autolizoszéma savas kozeg-
¢ben hidrolazok végzik a lebontast [3]. Az autofagoszomak kialakulasaban az élesztében azo-
nositott Atg (Autophagy-related genes) géneknek fontos szerepiik van [4]. Az autofagoszoma-
lizoszéma fiziohoz sziikség van egy kis GTPaz fehérjére a struktirak membranjan (példaul a
Rab7) [5-7], a HOPS panyvaz6 komplexre (Homotypic Fusion and Vacuole Protein Sorting),
illetve egyes SNARE- (SNAP Receptor) fehérjékre (Syntaxinl7, VAMP7/8 (Vesicle Associa-
ted Membrane Protein), ubisnap) [8, 9] (1. abra). Ez a fuzids gépezet alapvetéen konzervalt

az eukariotak kozott.

Foszfoinozitidek: P1(3)P; PI(3,5)P,; PI(4)P
Kis GTPazok: RAB7A; RAB2A; ARLSA/B
Atg8 fehérjék: LC3 fehérjék és GABARAP-ck
Panyvazé faktorok, adaptorok: HOPS;
EPG-5; ATG14L; TECPR1; GRASP55; BRUCE;

SNARE komplexek:STX17-SNAP29-VAMPY
STX17-SNAP2S-VAMPS8
YKT6-SNAP29-5TX7

Motor adaptorok: BORC; FYCO1; PLEKHM1;
PLEKHM2/SKIP; RILP; ORP1L

N’
O LG VS ) Motorok: + vég motorok (kinezinek)
- vég H

+ vég - vég motorok (dinein-dinaktin)
{periféria) (perinuklearis)

1. abra: Az autofagoszéma-lizoszoma fuzié fo résztvevéi. AF: autofagoszoma; KE: kés6i endoszo-
ma; Li: lizoszoma ([8] alapjan, mddositva).

A lebontdsnak nagyon fontos szerepe van a sejt mikodése szempontjabol. A tal ala-
csony, illetve til magas aktivitas is karos a sejt szamara; ha a folyamat szabalyozasa sériil, az

stlyos kovetkezményeket okoz. Az autofagia diszfunkciojat mar osszefiiggésbe hoztak a rak-
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kal, neurodegenerativ betegségekkel és az 6regedéssel is [10]. Az utobbi évtizedekben meg-
nétt az autofagia-kutatds iranti érdeklddés, hiszen nincs kelloképpen felderitve a miikodésé-

nek a molekularis hattere [8].

1.2. A mikrotubularis mozgatas

A vezikulumok mozgatasa alapvetéen a mikotubulusokon zajlik, melyek felépitéséhez
sziikséges a mikrotubulus organizal6 centrum (MTOC). Az ecetmuslicak zsirsejtjeiben nem a
centroszéma alkotja az MTOC-ot, hanem a sejtmag koriil elhelyezkedd egyes fehérjék, ezért
azt non-centroszomalisnak nevezziik [11].

A vezikulumok az MTOC iranyaba (- vég), vagy attol tavolodva (+ vég) mozoghatnak a
mikrotubuluson. A mozgatashoz sziikség van egy motor-komplexre (gyakran konnyii és nehéz
lancok egyiittese). Ezek lehetnek kinezinek (+ vég felé), vagy dineinek (- vég felé). A cito-
plazmatikus dineinek a dinaktin-komplexszel egylittmiikddve latjak el a funkcidjukat. A mo-
torfehérje-komplexek nehéz lancai ATPaz aktivitassal rendelkeznek. A motorokhoz kapcso-
l6dhatnak adaptorok, amiken keresztiil a vezikulumok membranfelszini molekulaihoz kotéd-
nek. Ez utobbiak foként kis GTPazok, példaul az Arl8 [5, 12], a Rab14 [13], vagy a Rab7 [14-
16]. Sok olyan adaptor ismert, amely a vezikulummozgatashoz kothetd, de pontosan nem tud-
juk, hogy a motor-komplex mely eleméhez kapcsolodnak. Emlésokben példaul a SKIP-et
irtak le, ami kolcsonhat az Arl8-cal és a kinezin-1-gyel is [12], de szamos emlds Rab7-adaptor
is ismert, példaul a RILP és az ORPIL [14, 15], a FYCO1 [16], valamint a PLEKHMI1 és a
Def8 [17]. A PLEKHMI szerepe az autofagoszoma-lizoszéma flzidban is ismert [18].

A kinezinek esetén a motor aktivitasu fehérjék szama nagy ¢€s a konnyti lancot alkotd
onallé polipeptidekbdl kevés van. A dineineknél ennek az ellentéte igaz. A kinezineknek
nincs feltétlen sziikségiik adaptorokra, a motor és a kis GTPaz kozvetlen kolcsonhatasara is
van szakirodalmi adat [13]. A kinezineket csaladokba soroljuk, mig a dineineket tobbféle mo-
don csoportosithatjuk, példaul a polipeptid-lanc tipusa alapjan (a Fliggelék Fla-b. tablazata).

Az autofagoszomak mozgatasardl kevés szakirodalmi adat all rendelkezésre. Elképzel-
hetd, hogy a Rab7 egy fontos szabalyozé fehérje, mivel rajta van az autofagoszémakon [6,
19]. Egy kozlemény szerint a Rab14 kis GTPaz szerepet jatszik az autofag strukturak mozga-
tasaban, a KIp98A kinezin segitségével. A KIp98A hianya fuzids hibat €s a vizsgalt struktirak
perinuklearis elrendez6dését okozta [13]. Egy masik publikacié a dinein-medialt mozgatas
hipotézisét erdsiti. Eheztetés hatasara a Rab11 az endoszomakrol az autofagoszomakra reloka-
lizal és odatoborozza a Hook dinein-aktivatort is [20]. Asztrocitakban azt figyelték meg, hogy

az autofagoszomak a sejtperiféria felé mozognak [21]. Ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy
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az elébbi kozleményekben nem voltak egyértelmiien elvalasztva az autofagoszémak mas au-
tofag struktaraktol, igy az eredmények nem vonatkoztathatdak a még nem fuzionalt au-

tofagoszomakra (2. abra).

autofag
struktura

Rab1ll Rab7 -~ @ il » Rabl4 Rab7 Arl8
Hook RILP, ORP1L \ - FYCO1, SKIP, BORC
adaptor | adaptor ) P PLEKHM1,
DEF8
__» Klp98A ? kinezin-1

S —
- +
dinein-dinaktin- kinezin- mikrotubulus

komplex komplex

2. abra: Az autofag struktirak mozgatasaban résztvevé faktorok. MTOC, mikrotubulus organiza-
16 centrum (sajat abra, [5, 12-17, 20, 22] alapjan).

1.3. A Drosophila hasznalata az autofagia-kutatasokban

A Drosophila melanogaster (ecetmuslica) kedvelt eszkéze a molekularis biologiai és
genetikai kutatasoknak. Egyszerti és olcsé a fenntartasuk, a rovid generacios id6 miatt gordii-
Iékenyen lehet veliik dolgozni. Az egyszeri genomfelépitésiik is elény a kutatasokban, vala-
mint ismert a genomszekvenciajuk is. Szamos mutans €s transzgenikus vonal konnyen besze-
rezhetd torzsgyiijteményekbél. gy a kutatdsainkhoz megfelelé modellallatnak bizonyult az
ecetmuslica [23].

Az ecetmuslicak egyedfejlédése koriilbeliil 10 napos. Kikelve a petébdl (~1 nap), harom
larvastadiumon mennek keresztiil: L1, L2 (1-1 nap) és L3 (~2 nap). A babstadium utan az
imagd napokon beliil kikel. A muslicak larvalis zsirtestjén jol lehet vizsgalni az autofagiat
fénymikroszkopiaval az egy rétegben elhelyezkedd, nagy méreti poliploid sejtjei miatt. A
korai L3-as larvan - ekkor még a taptalajba furddva, intenziven taplalkozik — éheztetéssel
stresszindukalt autofagiat vizsgalhatunk [24, 25]. A kés6i L3-as, vandorlo stadiumban a larva
mar nem taplalkozik, kimaszik a tapbol és a bebabozodas helyére megy. Ebben a stadiumban
a fejlodési autofagia vizsgalhato [2]. A vizsgalt folyamatok konzervaltak, igy az ecetmuslica-
ban leirt eredmények alapjan érvényes kovetkeztetéseket vonhatunk le mas allatokra, vagy

akér az emberre is.



2. Célkitiizések

J Az autofagoszomak mozgasi iranyanak meghatarozasa ecetmuslica zsirsejtjeiben
J Az autofagoszéma-mozgatashoz sziikséges fehérjefaktorok feltarasa
. Az autofagoszoma-mozgatas ¢€s az autofag lebontas dsszefliggésének vizsgalata

3. Anyagok és médszerek

3.1.  Drosophila melanogaster genetika

A muslicakat tivegcsévekben, cukrot, agart és élesztot tartalmazo, kukoricalisztbdl ké-
sziilt taptalajon tartottam fenn. A keresztezéseket 25 °C-on, 60%-os paratartalom mellett tar-
tottam. A vizsgalatokhoz korai L3-as, 20%-os szachar6z-oldatban 3 oran at ¢heztetett larvakat
hasznaltam, ami biztositotta a magas autofag aktivitast.

Vizsgalataimhoz els6sorban klonalis rendszereket hasznaltam, melyek miikddésének
alapja, hogy az embriokban egy hdsokk-promoter véletlenszertien aktivalodik bizonyos sej-
tekben és kifejez egy Flp-rekombinazt (hs-Flp), ami képes kivagni egy nem kodolo CD2 spa-
cer régiot, az azt hatarold FRT (flippase recognition target) helyek révén, egy konstitutiv
aktins5C-promoter (Act) és egy Gal4-transzgén koziil. Igy az aktin-prométer megindithatja a
Gal4 transzkripcidjat. Ez egy transzkripcids aktivator, mely az UAS-enhanszerhez (Upstream
Activating Sequence) kot. Az UAS-medialt kifejez6dés csak bizonyos sejtekben indul be, ahol
a hésokk-prométer aktivalodott, igy mozaikos szovetek jonnek létre. Az ezt a rendszert tar-
talmazé torzseink mindegyike hordozott valamilyen UAS-GFP zold fluoreszcens riportert a
klonsejtek beazonosithatosaga céljabol és egy Dicer-transzgént is (UAS-DCR2), ami fokozza
az RNS-interferencia (RNSi) hatasat [26, 27].

Az autofagoszomak mas autofag struktiraktol vald elkiilonitéséhez két olyan torzs allt
rendelkezésiinkre, ahol a fenti klonalis rendszer mellett a HOPS-komplex egyik alegysége, a
Vps16A is csendesitve Volt, ezaltal gatolva a lizoszomalis fuziot. A két torzs kozotti kiilonb-
ség az egyikben jelenlévd, az r4 zsirtest-specifikus promoter altal kifejez6dé mCherry-Atg8a-
transzgén volt. Ez a piros fluoreszcens riporter minden autofag strukturat jelol. A genotipusa-
ik:

e hs-Flp; UAS-Vps16A RNSi, UAS-DCR2; Act>CD2>Gal4, UAS-GFPnls

(nls: nuklearis lokalizacios szignal),



e hs-Flp; UAS-Vps16A RNSi, UAS-DCR2; Act>CD2>Gal4, UAS-GFPnls, r4-mCherry-
Atg8a.

A Vps16A RNSI transzgént nem tartalmaz6 torzsekkel is dolgoztam:

e hs-Flp; UAS-DCR2; Act>CD2>Gal4, UAS-GFPnls [5],

e hs-Flp; UAS-DCR2; Act>CD2>Gal4, UAS-GFPnls, r4-mCherry-Atg8a [9].

Az autofagoszoma-lizoszoéma fizio vizsgalatahoz olyan torzset hasznaltam, melyben a
lizoszomaékat (és egyuttal a klonsejteket) UAS-GFP-Lampl jelolte, mig az autofag struktara-
kat egy sajat promoéterr6l mikodd 3xmCherry-Atg8a riporter:

e hs-Flp; 3xmCherry-Atg8a, UAS-GFP-Lampl; Act>CD2>Gal4, UAS-DCR2 [5].

A vizsgalatokhoz tobbségében UAS-RNS-interferencia transzgént hordozé vonalakat
hasznaltam. A genetikai sziiréshez felhasznalt térzsek forrasai és térzsszamai az F2. tablazat-
ban talalhatok. A dolgozatban szerepldé kisérletekhez felhasznalt torzsek: Bloomington
Drosophila Stock Center: luciferaz RNSi (31603), Rab7 RNSi (27051), Epg5 RNSi (35624),
Dhc64C RNSi (36698), DCTN1-p150 RNSi (24760), DCTN2-p50 RNSi (63693), Khc RNSi
(25898), Klc RNSi (33934), Shot RNSi (28336) és epg5[Gal4] (24807); Vienna Drosophila
Resource Center: Vps16A RNSi (23769); Fly Stocks of National Institute of Genetics, Japan:
Dlic RNSi (1938 R-3) és Def8 RNSi (11534 R-3); FIyORF, University of Zurich: UAS-
KIp98A-3xHA (F001727); Kyoto Drosophila Stock Center: epg5[P-RS5] (126064). A
DCTN2-p50; Khc kettés RNSi torzs 1étrehozasahoz a DCTN2-p50 RNSi (63693) és a Khc
RNSi (25898) vonalakat hasznaltuk.

3.2.  Fluoreszcens mikroszkopia

A fluoreszcens vizsgalatokhoz Plan-Apochromat 40x (NA=0,95) objektivvel (Zeiss),
Orca Flash 4.0 LT sCMOS kameraval (Hamamatsu Phototonics), Apotome2-egységgel ¢és
ZEN 2.3 szoftverrel (Zeiss) ellatott Zeiss Axiolmager M2 fluoreszcens mikroszkopot hasznal-
tam. A larvak zsirtestét 80% glicerint, 20% PBS-t (Phosphate Buffered Saline) és Hoechst
sejtmag-festéket (1:5000) tartalmazé lefedében boncoltam. Az immunfestett mintaknal lefe-

doként Vectashield-et hasznaltam.

3.3.  Immunhisztokémia

A larvakat PBS-ben boncoltam, majd a mintakat 4%-os formalinban 40 percig fixaltam.
Néhany PBS-6blitést és 2x15 perc PBS-mosast kovetden a preparatumokat PBTX-ben (0,1%
Triton-X PBS-ben oldva) permeabilizaltam 20 percig. Ezutan 5% magzati szarvasmarha sz¢é-

rumot (FCS, fetal calf serum) tartalmaz6 PBTX oldattal 30 percig blokkoltam, majd az els6d-
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leges antitestekkel egy éjszakan at inkubaltam 4 °C-on. Egy PBTX-es oblités, egy 4%-ban
NaCl-ot tartalmazé PBTX-el t6rténé mosas, majd 2x15 perc PBTX-mosas utan ujbol 30 per-
ces blokkolas kovetkezett 5% FCS-PBTX-oldattal. A masodlagos ellenanyagokkal 3 oraig
inkubaltam és innent6l kezdve letakartam a mintakat az antitestek fényérzékenysége miatt.
Harom PBTX-6blités utan 4% NaCl-t és Hoechst-6t (1:5000) is tartalmazo PBTX-oldattal
mostam 15 percig. Ezutan egy PBTX-6blités és 2x15 perc PBTX-mosas, majd PBS- oblitések
¢és 2x15 perc PBS-mosasi 1épések kovették egymast. Az antitesteket a blokkoldoldatban (5%
FCS-PBTX) oldva, az alabbi higitasokban hasznaltam.

Els6dleges antitestek: patkany anti-Atg8a - 1:800 (sajat antitest [9]), egér anti-Rab7 -
1:10 (Developmental Studies Hybridoma Bank, DSHB), nyul anti-Arl8 - 1:300 (DSHB).

Masodlagos antitestek: anti-patkany-, anti-egér- és anti-nyal-Alexa568 (mind 1:1500;
Life Technologies).

3.4. Western Blot

Az RNSi-transzgéneket egy zsirtest-specifikus promoterrel (cg-Gald) fejeztettem ki,
majd fehérjemintat készitettem a larvakbol: mg-onként 10 pul Laemmli-puffert és 10 ul PBS-t
mértem rajuk és rovid centrifugalast kovetéen 5 percig forraltam a mintakat 100 °C-on. Ho-
mogenizalas utan jbol 5 percig forraltam és 13300 RPM-en (round per minute) 5 percig cent-
rifugdltam a mintakat. A 3 fazis koziil a kozépso fehérjeréteget lepipettaztam.

A mintak fehérjetartalmat 12%-o0s poliakrilamid-gélben elektroforézissel méret szerint
szétvalasztottam. A futtatds utan a gél fehérjetartalmat atblottoltam polivinilidén-fluorid
membranra Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad) segitségével. A membranokat ez-
utan TBST-vel (Tris Buffered Saline, pH 7,4 + 0,1% Tween20) 6blitettem, majd 0,5%-0s ka-
zeinnel egy éjszakan at blokkoltam 4 °C-on. Az elsddleges antitesteket kazein-TBST 1:1 ara-
nyu keverékében oldottam és 1 oraig inkubaltam a membranokat veliikk. Az elsédleges ellen-
anyagok: nyul anti-Atg8a - 1:5000 (sajat antitest [9]); egér anti-Tubulin - 1:2000 (DSHB).
Ezutan 3x10 percig mostam a membranokat TBST-ben, majd a kazein-TBST 1:1 aranyu ele-
gyében oldott, alkalikus foszfatdz-konjugalt mésodlagos antitestekkel inkubaltam azokat 1
6ran at. A masodlagos antitestek: anti-nyal-AP és anti-egér-AP - mindketté 1:5000 (Sigma-
Aldrich). 3x10 perc TBST-mosast kovetden alkalikus foszfataz-pufferrel mostam 10 percig,
végiil az ebben oldott alkalikus foszfataz-szubsztratok (Nitro Blue Tetrazolium; 0,33 mg/ml

¢és 5-bromo-4-kloro-3-indolilfoszfat; 0,165 mg/ml) hozzaadasaval el6hivtam a membranokat.



4. Eredmények és megvitatasuk

4.1. Az autofagoszoma-mozgatashoz potencialisan sziikséges gének azonositasa gene-
tikai sziiréssel

Az autofagoszdéma-mozgatds molekularis résztvevdinek azonositdsahoz genetikai szii-
rést végeztlink €heztetett larvak zsirtestén, melyhez a 3.1. alfejezetben bemutatott, mozaiko-
san Vps1l6A-t csendesitd, mCherry-Atg8a-t hordozo torzset hasznaltuk. A Vps16A RNSi ga-
tolja a lizoszomalis fuziokat, ezaltal lehetové téve a nem fuzionalt autofagoszomak vizsgala-
tat. Els6ként megvizsgaltam, hogy ez a torzs megfelelden mikodik-e. Ehhez elséként egy
luciferaz RNSi vonallal kereszteztem be, ami - mivel olyan gént csendesit, ami nem talalhato
meg ecetmuslicaban - megfelelé kontrollnak tekinthet6 a genetikai szliréshez. A HOPS-
funkciovesztésrol ismert, hogy a zsirsejtekben az autofag struktarak perinuklearis elrendez6-
dését okozza [5, 28]. A Vpsl6A-csendesitett (GFP-pozitiv) sejtekben az mCherry-Atg8a ri-
porter valoban perinuklearis autofagoszomakat jelolt (3a. abra). Ugyanez Atg8a-
immunhisztokémiaval is kimutathat6 volt (3b. abra). Az autofagoszomak pozitivak a Rab7
kis GTPazra [6, 19], igy a Rab7 eloszlasat is megvizsgaltam, amely szintén tobbségében per-
inuklearis volt (3c. abra). Ezen eredmények és a szakirodalmi elé6zmények [5, 28] arra utal-
nak, hogy az autofagoszémak alapvetden dineinek segitségével mozognak Drosophila zsirsej-
tekben. A Vpsl16A hianyaban megjelend, nem fuzionalt lizoszomak szintén perinuklearis el-

rendez6dést mutattak a lizoszomakat jel616 Arl8-ra specifikus immunjeldléssel (3d. abra).

Y,
q'A'g‘Q '( . 4

£ {
e 5

'mCi'i':é'r,l’.y-Ai'gB,a .
éheztetett G . oLt

R

vpslsA Ri
3. abra: A Vpsl6A csendesitése az autofagoszomak perinuklearis elrendezédését okozza. (a-d)

mCherry-Atg8a riporter (a); Atg8a (b), Rab7 (c) és Arl8—immunjel6lés (d). Barackszinnel a csendesi-
tett sejtek vannak kdrberajzolva.
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Ezutan megkezdtiik a genetikai sziirést, melynek soran a Drosophila-ban ismert, mikro-
tubularis mozgatashoz kothetd fehérjéket vizsgaltuk: a motor-komplexek alegységeit, adapto-
rokat és regulatorokat, kis GTPazokat, tovabba a mikrotubulusok és az MTOC alkotdelemeit.
A sziirés eredményeit a Fliggelék F2. tablazata foglalja 6ssze. A szlirés soran a Vpsl16A és
luciferaz RNSI esetén tapasztalt perinuklearis elrendez6dést (3a. abra) tekintettiik kontrollnak

¢s azt vizsgaltuk, hogy milyen fehérjék hianya és hogyan valtoztatja meg ezt a mintazatot.

éheztetett

mCherry-Atg8a

b
-
ey

éheztetett

¢

£

Vps16A Ri; DCTN1-p150 Ri
éheztetett

0’ h;
"% 20 um
, m—

Vps16A Ri; Khc Ri mCherry-Atg8a

4. abra: A genetikai sziirés néhany kiemelt eredménye. (a-h) A Rab7 (a), az Epg5 (b), a dineinek és
dinaktinok (c-f) és egyes kinezinek (g-h) csendesitése Vps16A RNSi genetikai hattéren. Barackszinnel
a csendesitett sejtek vannak korberajzolva.

Tobb fenotipus-kategoriat is elkiilonithettem: perinuklearis, periférias, szétszort és ezek-

rom

t6l eltérd, kevésbé jol kategorizalhatd mintazatokat is. A kis GTPazok koziil a Rab7 (4a. ab-

11



ra), a Rabll, a Rab39 és a Rab40 csendesitése mutatott eltérést a perinuklearis eloszlastol;
mindegyik esetén szétszorva helyezkedtek el az autofagoszomak a citoszolban. Az adaptor
fehérjék koziil talalatként az EpgS (4b. abra) és a Def8, a kiilonféle dinein-regulatorok koziil
a Girdin és a Lis-1 jott ki, ezek hianya szintén szétszorta az autofagoszomakat. A Rab7 akti-
valo komplexének két eleme, a Monl és a Cczl [6] is talalatként jott ki, melyek csendesitése
a Rab7-hez hasonl6 fenotipust adott. A citoplazmatikus dinein-dinaktin komplex elemei koziil
talalatként a kovetkezok jottek ki: a dineinek koziil a Dhc64C (motor-doménes fehérje) (4c.
abra), a Dlic (konnyt-koztes lanc) (4d. abra), az sw (koztes lanc), a DIc9OF (konnyt lanc) és
a Cdlc2 (kénny lanc), mig a dinaktin-komplex elemei koziil a DCTNL, a DCTN2 (4e-f. ab-
ra) és a DCTN4. Megfigyeltem, hogy ezen fehérjék hianyaban az autofagoszomak a sejt peri-
funkciot, akkor ez forditva is igaz lehet, esetleg a kinezinek hianyaban ,,perinuklearisabb” lesz
a fenotipus a kontrollnal. Ezt azonban nem figyeltem meg; a sziirés soran a kinezinek mind-
egyike a kontroll esethez hasonld perinuklearis fenotipust mutatott (4g-h. abra). A harom
alapvetd fenotipus-kategoriatdl eltérd elrendezédést alapvetéen az MTOC épitdelemeinek
csendesitésekor tapasztaltam, mig a tubulinok hianya szétszorta az autofagoszomakat (F2.
tablazat). Mindezek alapjan arra kovetkeztettem, hogy az autofagoszémadakra valoban a di-
nein-medialt mozgas jellemzd, de ennek hidnyaban ezt a szerepet valdszintileg kinezinek ve-
szik at. Tovabba, a megfeleld kis GTPazok, adaptorok ¢€s reguldtorok hianyaban az au-
tofagoszomak egyik iranyba sem tudnak mozogni.

A fenti talalatok koziil a legfontosabbakat valasztottam ki tovabbi vizsgalatra. A Kis
GTPazok koziil a Rab7-tel foglalkoztam tovabb, melyrdl ismert, hogy megtalalhaté az au-
tofagoszomakon ¢€s szabalyozza azok lizoszomalis fuzioit [6, 19]. Az adaptorok koziil az auto-
fag funkciokkal bird, Rab7-et koté Epg5-6t vizsgaltam tovabb [29-31]. A dinein-dinaktin-
komplex elemei koziil a Dhc64C-t, a Dlic-et, valamint a dinaktin-komplex két tagjat

(DCTN1/2) valasztottam. A dolgozat tovabbi részében ezen eredményeket mutatom be.

4.2. Az autofagoszoma-mozgatis molekularis faktorainak karakterizalasa

A tovédbbiakban az eredményeimet immunhisztokémiai kisérletekkel erdsitettem meg,
amelyhez a 3.1. alfejezetben bemutatott, Vps16A-t csendesité, de mCherry-Atg8a-t nem tar-
talmazo torzset alkalmaztam. Els6ként a Rab7 csendesitését vizsgaltam Atg8a-jeldléssel és azt
tapasztaltam, hogy az Atg8a-pozitiv autofagoszomak egyenletesen szétszorodtak a citoplaz-
maban (5a. abra), ami feltételezi, hogy a Rab7 mindkét iranyi mozgatasban szerepet jatszhat.

Az RNS-interferencia hatékony miikodését Rab7-jeloléssel validaltam (Sb. abra). Ezutan az
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Epg5 adaptort vizsgaltam, melynek csendesitése szintén szétszort autofagoszoma-mintazatot
mutatott Atg8a- és Rab7-immunjeldléssel (6a-b. abra), tehat az Epg5 a Rab7-hez hasonléan
mindkét iranyt mozgatashoz sziikséges lehet. Ezen eredmények Osszhangban vannak azzal,
hogy az Epg5 ismert kolcsonhatd partnere a Rab7 [30]. Tovabba eredményeim alapjan az
Epg5 jelenléte nélkiil is rakeriil az autofagoszomakra az Atg8a és a Rab7. A nem fuzionalt
lizoszomak helyzetét is megnéztem az Epg5 hianyaban Arl8-immunfestéssel; nem valtozott a

lizoszoémak perinukledris elrendezddése (6¢. abra), tehat nem kell a mozgatasukhoz.

5. abra: A Rab7 csendesitése az
Atg8a-pozitiv autofagoszomak szét-
szorédasat okozza. (a-b) A Rab7
csendesitése Vps16A RNSi genetikai
hattéren Atg8a (a) ¢és Rab7 (b) -
immunjeldléssel.  Barackszinnel a
csendesitett sejtek vannak korberajzol-
va.

Vps16A-Ri;.Rab7 Ri

A kivalasztott dinein- és dinaktin-alegységek csendesitése esetén Rab7-immunjeloléssel
kimutattam, hogy az autofagoszomak a sejt perifériajara mozognak (7. abra), amibdl az ko-
vetkezik, hogy ha a dinein irdnyitotta mozgatas nem tud létrejonni, egyes kinezinek atveszik a
helyiiket. Ebbdl kiindulva megvizsgaltam a dinein- és kinezin-medialt mozgatas viszonyat is.
Ehhez els6ként a genetikai sziiréshez hasznalt torzset bekereszteztem egy, a KIp98A kinezint
tiltermeld vonallal. Szakirodalmi adatok alapjan ez a kinezin sziikséges az autofag strukturak
mozgatasahoz [13]. A megnétt Klp98A-szint szétszort autofagoszoma-mintazathoz vezetett,
s6t, néhol kis mértékli periférids atrendezédés is megfigyelhetd volt (8a. abra). Ezek alapjan
a citoplazmatikus motorfehérjék aranya fontos a mozgatas irdnyanak meghatarozasadhoz, tehat
kompetitiv viszony allhat fenn a dineinek és kinezinek k6zott. Megvizsgaltam azt is, hogy mi
torténik, ha mindkét iranyt mozgatas gatolva van, egy dinaktin (DCTN2-p50) és kinezin
(Khe) kettds csendesitéssel Vps16A RNSi hattéren. Meglepd modon egyértelmii perinukledris
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¢s periférias halmozodas is megfigyelhetd volt egyazon sejten beliil (8b. abra). Ezen eredmé-
nyek alapjan az alapvetdé dinein-dinaktin-komplex altali mozgatas mellett a kinezinek is részt
vehetnek az autofagoszomak pozicionaldsdban. Annak tisztdzasara, hogy pontosan mely mo-
tor-komplexek kozott all fenn kompetitiv viszony, illetve miként jelent elonyt ez a sejteknek,
tovabbi kutatasok szilikségesek. Felvetodhet a kérdés, hogy mas sejttipusokban is a dineinek
altali mozgatas a preferalt-e, hiszen van olyan szakirodalmi adat, amely kinezin-medialt moz-
gast valoszinisit [21]. Elképzelhetd, hogy a kiilonféle sejttipusokban masképpen szabalyozo-
dik ez a folyamat.
éheztetett e 0. abra: Az Epg5 sziikséges az autofagoszo-
- % ma-mozgatishoz, mig a lizoszomakéhoz
nem. (a-c) Atg8a (a), Rab7 (b) és Arl8 (c) -
immunfestés az Epg5 csendesitése esetén,

- ‘ . =~ \'4-\. : Vps16A RNSi hattéren. Barackszinnel a csen-
_ 3 RO (csitett sejtek vannak korberajzolva.

Vps16A Ri; Epg5 Ri
éheztetett

Vps16A Ri; Epg5 Ri

Ismert, hogy a zsirsejtek egyik non-centroszomalis MTOC-komponense, a Shot fehérje
hianyaban ugyan képzédnek mikrotubulusok, de az MTOC athelyez6dik mashova a citoszol-
ban [11] és egyes kompartmentek is ekoré rendezédnek [32]. Kivancsi voltam, hogy a fzio-
képtelen autofagoszomak perinuklearis mozgasa valéban az MTOC felé iranyul-e? Ehhez egy
Shot RNSi vonalat kereszteztem a szliréshez hasznalt térzzsel. Varakozasaimnak megfelelden,
az autofagoszomdak nem a sejtmag koré, hanem egy hatdrozottan elkiiloniilé fokuszpontba
gyliltek 6ssze (9. abra). Ez alapjan valoban az MTOC koriil halmozddnak a dineinek altal
mozgatott autofagoszomak.
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7. abra: A dinein-dinaktin komplex csendesitése az autofagoszémak periférias elrendezédését
okozza. (a-d) A dinein- ¢és dinaktin-alegységek csendesitése Vps16A RNSi hattéren Rab7-
immunjeloléssel. Barackszinnel a csendesitett sejtek vannak korberajzolva.

éheztetett b’

-
.
s

Ao %¢ ¥

Vps16A Ri;
DCTN2-p50 Ri; Khc Ri mCherry-Atg8a epm

8. abra: A Kkinezinek és dineinek viszonya az autofagoszomak mozgatasaban. (a-b) A KIp98A
kinezin taltermelése (a) és egy dinaktin-kinezin dupla csendesités (b) Vps16A RNSi hattéren. Barack-
szinnel a csendesitett és tultermel0 sejtek vannak korberajzolva.
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éheztetett

9. abra: A Shot csendesitése esetén az autofagoszomak az athelyezédott MTOC felé mozognak.
A Shot csendesitése Vps16A RNSi sejtekben. Barackszinnel a csendesitett sejtek, kékkel a sejtmagok
vannak korberajzolva. A piros nyilak az athelyez6dott MTOC koré gyiilé autofagoszomakat mutatjak.

4.3. Az autofagoszomak motilitasanak kapcsolata az autofag lebontassal

A kovetkezOkben azt vizsgaltam, hogy a megfeleld autofagoszéma-motilitas sziikséges-
¢ a makroautofag lebontashoz. Ehhez viszont sziikség volt a fuzié lehetdségére a sejtekben,
ezért a fentiekhez hasonléan miik6do, de a Vps16A RNSi konstrukcidt nem tartalmazd torzse-
ket hasznaltam (genotipusaik a 3.1. alfejezetben megtalalhatok). Az Gsszes vizsgalt csendesi-
tés esetén szembetlind volt a klonsejtekben a kisebb mCherry-Atg8a-pozitiv struktiuraméret a
kontroll sejtekhez képest, ami legalabb részleges fuzids hibara utal (10a, d-g. abra). Az Epg5
funkciovesztését Atg8a- és Rab7-immunfestéssel is vizsgaltam. Az Atg8a szintje megemelke-
dett a csendesitett sejtekben, amely szintén az autofadg lebontds zavarara utal (10b. abra). A
Rab7 jele kontroll sejtekben nagy autolizoszomakat reprezentald gytriikként jelent meg, mig
a csendesitett sejtekben ezek nem voltak jelen (10c. abra).

Annak igazolasara, hogy ezek a fenotipusok valdban a fzi6 hibdjara vezethetdk vissza,
olyan torzset hasznaltam, amiben 3xmCherry-Atg8a-val az autofag struktarak, mig GFP-
Lampl-gyel a lizoszémak, egyben a csendesitd klonsejtek voltak jelolve (genotipusa szerepel
a 3.1. alfejezetben). Kontroll sejtekben a két riporter nagy autolizoszomakon kolokalizal (11a.
abra). Ezzel szemben a kolokalizacio csokkenése megfigyelheté volt mind az Epg5, mind a

dinein- és dinaktin-alegységek csendesitése esetén (11b-f. abra).
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DCTN1-p150 Ri mCherry-Atg8a 201m § DCTN2-p50 Ri | mCherry-Atg8a ~ , 20

10. abra: Az abnormalis autofagoszoma-mozgatas autolizoszoma-érési hibat okoz. (a-c) Epg5-
csendesités mCherry-Atg8a riporterrel (a), Atg8a (b) és Rab7 (¢) -immunfestéssel. A 3x nagyitasu
panelen a kontroll sejtben piros nyilfejek mutatjak a gytirtiket. (d-g) A dinein- és dinaktin-alegységek
csendesitése mCherry-Atg8a riporterrel. Barackszinnel a csendesitett sejtek vannak kdrberajzolva.
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Dhc64C Ri

GFP-Lampl

DCTN2-p50 Ri 3xmCherry-Atg8a o GFP-Lampl

11. abra: Az abnormalis autofagoszoma-mozgatas fizios hibat okoz. (a-f) A 3xmCherry-Atg8a és
a GFP-Lamp1 riporterek kolokalizacidja kontroll (a sarga nyilfejek atfedd strukturakat mutatnak) (a),
Epg5 (b), illetve a dinein- és dinaktin-alegységek (c-f) esetén. Barackszinnel a csendesitett (GFP-
Lampl+) sejtek vannak korberajzolva.
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A lebontasi hiba kimutatasara Western blot kisérleteket is végeztem, melynek soran az
autofagiaval lebomld Atg8a szintjét vizsgaltam. Ennek két forméja detektalhato Western blot
segitségével: a citoszolikus Atg8a I és az autofag membranokon 1évo, lipidalt Atg8a Il [24].
Eredményeim alapjan az Atg8a mindkét formajat kis mértékben halmozzak a vizsgalt csende-
sitések (12a. abra), ami az autofag lebontas részleges hibajara utal. Er6sebb halmozodast a
Def8 adaptor csendesitése mutatott, amely az Epg5-h6z hasonldan a szlirés soran szétszort
autofagoszomakat okozott. A Def8-funkciovesztés erésebb fenotipusa valdszinilleg annak
koszonhetd, hogy a Def8 lizoszomalis adaptorként ismert [17]. Két, potencialisan mutans
epg5-allélt is vizsgaltam Western blot-tal: az egyik egy Gal4 kodolo szekvenciat
(epg5[Gal4]), mig a masik egy transzpozabilis elemet hordozott (epg5[P-RS5]) az Epg5 gén-
ben. Mindkét esetben az Atg8a két formajanak a megemelkedett szintjét mutattam ki (12Db.

abra).
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12. abra: Az autofagoszéma-mozgatasban szereplé faktorok csendesitése részleges autofag le-
bontasi hibahoz vezet. (a-b) Western blot zsirtest-specifikusan csendesitett (a) és kiilonb6zé epgs-
allélokat hordozo (b) larvakbol késziilt fehérjemintakbol. A Tubulin feltdltési kontrollként szolgalt.
kDa, kilodalton.
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Mindezen eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy bar nem sziinik meg teljesen a
lebontas, de egyértelmiien csokken a hatékonysaga megfeleld autofagoszoéma-mozgatas nél-
kiil. Az autofagoszomak mozgatasanak nem megfeleld miikodése nagy karokat okozhat a sejt
homeosztazisaban. Erre példa az Epg5 hianyaban kialakul6 stulyos neurodegenerativ betegség,
a Vici-szindroma [29]. Az autofagoszOma-mozgatas molekularis szabalyozasanak feltarasa
tehat nagy jelent6séggel bir. Reményeim szerint eredményeim hasznos alapot biztositanak

majd tovabbi kutatasokhoz €s hozzajarulhatnak majd uj terapiak fejlesztéséhez.
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Fuggelék

Fla. tablazat: a Drosophila kinezinek legkozelebbi emlés homologjai.

KINEZIN-CSALAD DROSOPHILA EMLOS
kinezin-1 Khce KIF5B
Kinezin-2 Kif3C KIF17
Klp64D KIF3A
Klp68D KIF3B
Kinezin-3 Khc-73 KIF13A
KIp98A KIF16B
unc-104 KIF1A
neb KIF14
kinezin-4 Klp3A KIF4A
Klp31lE KIF21A, KIF21B
cos KIF7, KIF27
Kinezin-5 Klp61F KIF11
kinezin-6 pav KIF23
sub KIF20A
kinezin-7 cana, cmet CENPE
kinezin-8 Kif19A KIF19
Klp67A KIF18A
kinezin-10 nod KIF22
kinezin-11 CG14535 KIF26A, KIF26B
kinezin-12 Klp54D KIF12
kinezin-13 Klp10A KIF2A, KIF2C
Klp59C KIF2A, KIF2B, KIF2C
Klp59D KIF2C
kinezin-14 ncd KIFC1
- CG10845 -
konnyt lanc Klc KLC1-4
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F1b. tablazat: a Drosophila citoplazmatikus dineinek és dinaktinok legkozelebbi emlés

homologjai.
TIPUS DROSOPHILA EMLOS
nehéz lanc (DHC) Dhc64C DYNC1H1
btv DYNC2H1
koztes lanc (DIC) sw DYNCL1I1, DYNCL1I2
konnyti-koztes lanc (DLIC) Dlic DYNCI1LI1
CG3769 DYNC2LI1
kénnyt lanc (DLC) Cdlc2, ctp DYNLL2
DIc90F DYNLT1
Dnalil DNALIL
CG8800 DNAL1
robl, robl22E, robl37BC, robl62A DYNLRB?2
CG5359, CG7276 DYNLT2B
dinaktin-komplex DCTN1-p150, CG9279 DCTN1
DCTN2-p50 DCTN2
DCTN3-p24 DCTN3
DCTN4-p62 DCTN4
DCTN5-p25 DCTN5
DCTNG6-p27 DCTNG6
cpa CAPZA1, CAPZA2
cpb CAPZB
Arpl ACTR1A
Arp10 ACTR10
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F2. tablazat: a genetikai sziiréshez hasznalt RNS-interferencia vonalak.

GEN TORZSSZAM | FORRAS | FENOTIPUS
Kis GTPazok

Rabl 27299 JF Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
Rabl 34670 HMS Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
Rab2 28701 JF Bloomington Drosophila Stock Center | perinukledris
Rab2 34767 GD Vienna Drosophila Resource Center perinuklearis
Rab3 100787 KK Vienna Drosophila Resource Center perinuklearis
Rab3 31691 JF Bloomington Drosophila Stock Center | perinukledris
Rab4 24672 GD Vienna Drosophila Resource Center perinukleéris
Rab4 33757 HMS Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
Rab5 30518 JF Bloomington Drosophila Stock Center | perinukledris
Rab5 67877 GL Bloomington Drosophila Stock Center | perinukledris
Rab6 27490 JF Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
Rab6 100774 KK Vienna Drosophila Resource Center perinuklearis
Rab7 40337 GD Vienna Drosophila Resource Center szort

Rab7 27051 JF Bloomington Drosophila Stock Center | szort

Rab8 27519 JF Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
Rab8 28092 GD Vienna Drosophila Resource Center perinuklearis
Rab9 107192 KK Vienna Drosophila Resource Center perinukledris
Rab9 31688 JF Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
Rab9D 49738 GD Vienna Drosophila Resource Center perinuklearis
Rab9Db 109089 KK Vienna Drosophila Resource Center perinuklearis
Rab9Db 38269 HMS Bloomington Drosophila Stock Center | perinukledris
Rab9Fb 34374 HMS Bloomington Drosophila Stock Center | perinukledris
Rab10 26289 JF Bloomington Drosophila Stock Center | perinukledris
Rab10 101454 KK Vienna Drosophila Resource Center perinukleéris
Rabl11 27730 JF Bloomington Drosophila Stock Center | szort

Rabll 108382 KK Vienna Drosophila Resource Center enyhén szort
Rab14 28708 JF Bloomington Drosophila Stock Center | perinukledris
Rabl4 104392 KK Vienna Drosophila Resource Center perinuklearis
Rab18 27665 JF Bloomington Drosophila Stock Center | perinukledris
Rab18 40228 GD Vienna Drosophila Resource Center perinuklearis
Rab19 34607 HMS Bloomington Drosophila Stock Center | perinukledris
Rab19 103653 KK Vienna Drosophila Resource Center perinukleéris
Rab21 29403 JF Bloomington Drosophila Stock Center | perinukledris
Rab23 13147 GD Vienna Drosophila Resource Center perinukleéris
Rab26 31177 JF Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
Rab26 101330 KK Vienna Drosophila Resource Center perinukleéris
Rab27 50537 GL Bloomington Drosophila Stock Center | perinukledris
Rab27 31887 JF Bloomington Drosophila Stock Center | enyhén szort
Rab30 31120 JF Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
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Rab32 104348 KK Vienna Drosophila Resource Center perinuklearis
Rab35 28342 JF Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
Rab39 25953 JF Bloomington Drosophila Stock Center | szort
Rab40 29579 JF Bloomington Drosophila Stock Center Skzlért’ Atgsa-
aszterek
RabX1 330763 shRNA |Vienna Drosophila Resource Center perinuklearis
RabX2 103311 KK Vienna Drosophila Resource Center perinuklearis
RabX4 28704 JF Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
RabX5 28045 JF Bloomington Drosophila Stock Center | perinukledaris
RabX6 26281 JF Bloomington Drosophila Stock Center | perinukledris
Fly Stocks of National Institute of Gene-
Arl8 7891 R-2 tics perinukledris
Regulatorok, adaptorok
Fly Stocks of National Institute of Gene-
Monl 11926 R-1 tics szort
Cczl 18479 GD Vienna Drosophila Resource Center szort
Epg5 35624 GL Bloomington Drosophila Stock Center | szort
Epg5 17469 GD Vienna Drosophila Resource Center perinukledris
Epg5 110420 KK Vienna Drosophila Resource Center enyhén szort
Fly Stocks of National Institute of Gene-
RilpL 11448 R-3 tics perinuklearis
Fly Stocks of National Institute of Gene-
PLEKHM1 HMJ23550 tics perinuklearis
PLEKHM1 108079 KK Vienna Drosophila Resource Center perinuklearis
PLEKHM1 42065 GD Vienna Drosophila Resource Center perinukledris
prdl 108557 KK Vienna Drosophila Resource Center perinukledris
Fly Stocks of National Institute of Gene-
Def8 11534 R-1 tics szort
Fly Stocks of National Institute of Gene-
Def8 11534 R-3 tics szort
Def8 28312 JF Bloomington Drosophila Stock Center | enyhén szort
Hook 35483 GD Vienna Drosophila Resource Center enyhén szort
Hook 64663 HMC Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
BicD 108084 KK Vienna Drosophila Resource Center perinukledris
BicD 27683 GD Vienna Drosophila Resource Center perinuklearis
BicD 28571 HM Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
BicD 35405 GL Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
BicD 42929 HMS Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
nuf 31493 JF Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
Milt 44477 HMC Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
Milt 28385 JF Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
Spindly 34933 HMS Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
Hit 31264 JF Bloomington Drosophila Stock Center | perinukledris
Lis-1 28663 JF Bloomington Drosophila Stock Center | szort
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Girdin 67960 HMS \ Bloomington Drosophila Stock Center | szort
Dineinek, dinaktinok
Dhc64C 28053 GD Vienna Drosophila Resource Center perinuklearis
Dhc64C 36698 HMS Bloomington Drosophila Stock Center | periférias
Dhc64C 36583 GL Bloomington Drosophila Stock Center | enyhén szort
Dhc64C 28749 JF Bloomington Drosophila Stock Center | periférias
btv 105152 KK Vienna Drosophila Resource Center perinukleéris
btv 19323 GD Vienna Drosophila Resource Center perinuklearis
btv 28373 JF Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
sw 30505 HM Bloomington Drosophila Stock Center | periférias
Fly Stocks of National Institute of Gene-
Dlic 1938 R-3 tics periférias
Dlic 66981 HMS Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
DIc90F 31749 GD Vienna Drosophila Resource Center enyhén szort
DIc90F 31750 GD Vienna Drosophila Resource Center szort
DIc90F 65189 HMC Bloomington Drosophila Stock Center | szort
Cdlc2 + ctp 42862 HMS Bloomington Drosophila Stock Center Skzlért’ Algla-
aszterek
DCTN1-p150 |3785GD Vienna Drosophila Resource Center periférias
DCTN1-p150 |24760 AP Bloomington Drosophila Stock Center | periférias
DCTN1-p150 |24761 AP Bloomington Drosophila Stock Center | periférias
DCTN1-p150 |27721JF Bloomington Drosophila Stock Center | periféris
DCTN2-p50 63693 HMJ Bloomington Drosophila Stock Center | periférias
DCTN2-p50 28596 HM Bloomington Drosophila Stock Center | periférias
DCTN4-p62 60499 HMJ Bloomington Drosophila Stock Center | periférias
DCTN5-p25 30491 HM Bloomington Drosophila Stock Center | perinukledris
DCTNG6-p27 64679 HMC Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
Arpl 100752 KK Vienna Drosophila Resource Center perinuklearis
Arpl 26007 GD Vienna Drosophila Resource Center perinukledris
Kinezinek
Khc 44337 GD Vienna Drosophila Resource Center perinuklearis
Khc 35770 HMS Bloomington Drosophila Stock Center | perinukledris
Khc 35409 GL Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
Khc 25898 JF Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
Klc 33934 HMS Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
Klc 36795 GL Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
Klc 42597 HMS Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
Khc-73 105984 KK Vienna Drosophila Resource Center perinukleéris
Khe-73 38191 GL Bloomington Drosophila Stock Center | perinukledris
Khe-73 36733 HMS Bloomington Drosophila Stock Center | perinukledris
unc-104 47171 GD Vienna Drosophila Resource Center perinukleéris
unc-104 23465 GD Vienna Drosophila Resource Center perinuklearis
unc-104 58191 HMJ Bloomington Drosophila Stock Center | perinukledris
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unc-104 58083 HMJ Bloomington Drosophila Stock Center | perinukledris
unc-104 43264 GL Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
unc-104 28951 HM Bloomington Drosophila Stock Center | enyhén szort
unc-104 53296 HMC Bloomington Drosophila Stock Center | perinukledris
CG14535 108308 KK Vienna Drosophila Resource Center perinuklearis
ncd 22570 GD Vienna Drosophila Resource Center perinuklearis
Kif19A 106569 KK Vienna Drosophila Resource Center perinukledris
Kif19A 36459 GD Vienna Drosophila Resource Center perinuklearis
KlIp10A 41534 GD Vienna Drosophila Resource Center enyhén szort
KIp98A 40603 GD Vienna Drosophila Resource Center perinuklearis
KlIp98A 50542 GL Bloomington Drosophila Stock Center | perinukledris
KIp98A 39037 HMS Bloomington Drosophila Stock Center | perinuklearis
Mikrotubulus- és MTOC-komponensek
Ninein 62414 HMJ Bloomington Drosophila Stock Center | szort
Shot 28336 JF Bloomington Drosophila Stock Center MTOC- gy
athelyez6dés
: : MTOC-
Shot 41858 GL Bloomington Drosophila Stock Center . 1
athelyez6dés
: : MTOC-
Shot 64041 HMJ Bloomington Drosophila Stock Center . 1
athelyezddés
: : MTOC-
Msps 38990 HMS Bloomington Drosophila Stock Center . 12
athelyezddés
Msps 31138 JF Bloomington Drosophila Stock Center | perinukledris
Msp300 32848 HMS Bloomington Drosophila Stock Center MTOC- 1
athelyezddés
Msp300 32377 HMS Bloomington Drosophila Stock Center MTOC- 1
athelyezddés
alpha-Tub84B |31389 JF Bloomington Drosophila Stock Center sz0rt, Atg8a-
Klaszterek
beta-Tub56D  |65028 HMC Bloomington Drosophila Stock Center sz0rt, Atg8a-
Klaszterek
gamma-
Tub23C 42799 GL Bloomington Drosophila Stock Center | enyhén szort
gamma-
Tub23C 31204 JF Bloomington Drosophila Stock Center | szort
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