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مکانیسم انتخاب حمل و نقل در سیتوپلاسم برای مسیر هدف یابی واکوئل (گودال کوچکی در سیتوپلاسم سلول که با مایعات پر می شود)
خلاصه
عملکرد مناسب اندامکهای یوکاریوتی تا حد زیادی وابسته به بسته بندی خاص پروتئین های حمل و نقل در داخل کیسه های کوچک تحویل گذرا است. مسیر هدف یابی سیتوپلاسم به واکوئل (CVT)، مسیر ترافیک مربوط به اتوفاژی (مکانیزم اصلی کاتابولیک شامل تخریب سلول یا اجزای سلولی بدون وظیفه) است که پروتئین ها، aminopeptidase I و αmannosidase را حمل و نقل می کند، به طور انتخابی از سیتوپلاسم به واکوئل شبه-لیزوزوم مخمر حمل و نقل می شود. این مطالعه، یک مکانیسم مولکولی برای حمل و نقل ویژگی در این مسیر شامل چهار مرحله مجزا را روشن می کند. گیرنده Cvt19، نقش مرکزی را در این فرایند ایفا می کند: حوزه های مجزا در Cvt19، پروتئین محموله چندپاره شده را شناسایی می کند و آنها را به ماشین آلات تشکیل کیسه های کوچک از طریق تعامل با Cvt9 و Aut7 ارتباط می دهد. از آنجا که اتوفاژی (مکانیزم اصلی کاتابولیک شامل تخریب سلول یا اجزای سلولی بدون وظیفه)، مکانیسم اولیه برای گردش ارگان سلولی است، این نتایج، بینشی را به فرایندهای فیزیولوژیکی در هموستاز سلولی، از جمله بسته بندی خاص اندامکهای آسیب دیده و یا اضافی برای تحویل لیزوزومی و تجزیه بحرانی ارائه می دهد.
مقدمه
مسیر اصلی برای نابودی سلول آسیب دیده یا ارگان سلولی، یک فرایند سلولی مسئول تخریب بخش عمده ای از اجزای سیتوپلاسمی در سلول های یوکاریوتی است. در این فرایند، مواد سیتوپلاسمی به طور غیرانتخابی توسط وزیکول های غشا، دو اتوفاگوزوم به لیزوزوم / واکوئل حمل و نقل  می شود که باید تخریب شود (Klionsky و Ohsumi ، 1999 )  اتوفاژی (مکانیزم اصلی کاتابولیک شامل تخریب سلول یا اجزای سلولی بدون وظیفه)  ( APG) از شرایط گرسنگی ناشی می شود. اندامکها نیز توسط اتوفاژی (مکانیزم اصلی کاتابولیک شامل تخریب سلول یا اجزای سلولی بدون وظیفه) زمانی که آنها آسیب می بینند و یا دیگر مورد نیاز نیستند دستخوش حذف انتخابی می شوند (Klionsky وEMR ، 2000). علاوه بر این، آنزیم های مقیم حفره از یک فرایند مربوط به اتوفاژی (مکانیزم اصلی کاتابولیک شامل تخریب سلول یا اجزای سلولی بدون وظیفه) به نام مسیر هدف یابی سیتوپلاسم به واکوئل (CVT) بهره برداری  می کنند (Klionsky وOhsumi ، 1999). i Aminopeptidase  ( Ape1)، محموله مسیر CVt (CVT)، در سیتوپلاسم به عنوان یک فرم پیشرو (prApe1) تولید می شود. propeptide prApe1 حاوی اطلاعات هدف یابی حفره می شود (ODA و همکاران، 1996؛ Segui واقعی و همکاران، 1995). پس از سنتز، prApe1 به dodecamer مونتاژ می شود (Kim و همکاران، 1997) که بیشتر در یک ساختار منحصر به فرد به نام کمپلکس CVT (Baba و همکاران، 1997) بسته بندی می شود. این کمپلس متعاقبا توسط یک غشاء دوبل به شکل وزیکول CVT احاطه می شود. این وزیکول سپس با واکوئل برای انتشار تک وزیکول غشای داخلی، بدنه CVT، ترکیب می شود (Baba و همکاران، 1997 ؛ Scott و همکاران، 1997). در دهه گذشته، مطالعات مورفولوژیکی ، ژنتیکی و بیوشیمیایی در مخمر Saccharomyces cerevisiae نشان داده است که اتوفاژی (مکانیزم اصلی کاتابولیک شامل تخریب سلول یا اجزای سلولی بدون وظیفه) ، تخریب پراکسیزوم ( pexophagy ) و مسیر CVt (CVT) یک مکانیزم رایج را برای پیدایش حیات وزیکول های دو غشایی به اشتراک می گذارد که جدا کننده محموله از سیتوپلاسم است ( Klionsky و Ohsumi ، 1999؛ Reggiori و Klionsky ، 2002). با این حال ، مکانیزم مورد استفاده برای ترکیب انتخابی محموله به این وزیکول نامشخص است.
به تازگی، یک پروتئین جدید، به نام Cvt19 ، شناسایی شده است و به عنوان یک گیرنده برای محموله های CVT، prApe1 و mannosidase α (Ams1 ) مشخص می شود ( Hutchins Klionsky ، 2001 ، Scott و همکاران، 2001). Cvt19 یک پروتئین غشای محیطی است. بر خلاف گیرنده های نوع گذرنده از غشاء معمولی که چند دور اتصال و آزادی را به دست می آورند، Cvt19 همراه با محموله خود به واکوئل منتقل و توسط پروتئیناز حفره ای تخریب می شود. تجزیه و تحلیل بیوشیمی و میکروسکوپ فلورسانس نشان می دهد که Cvt19 در درجه اول در یک ساختار پیش حفره ای preautophagosomal  (PAS)، یک محل پیش بینی برای تشکیل وزیکول واقع می شود که در آن بسیاری از اجزای مورد نیاز برای اتوفاژی (مکانیزم اصلی کاتابولیک شامل تخریب سلول یا اجزای سلولی بدون وظیفه) و مسیر CVT واقع می شوند (Scott و همکاران، 2001 ، Suzuki و همکاران، 2001، Kim و همکاران، 2002 ؛ Noda و همکاران، 2002). از این نتایج، Cvt19 برای عمل نمودن در مرحله ای پیشنهاد می شود که در آن کمپلکس CVT به PAS هدف یابی می کند. با این حال، روشن نیست چگونه Cvt19 در به این محل موقعیت یابی می شود. اگرچه اجزاء خاص برایCVT و مسیرهای pexophagy ، مانند Cvt9، شناسایی شده اند (Scott و همکاران، 2000 ؛ Kim و همکاران، 2001b ؛ . nice و همکاران، 2002) ، رابطه بین Cvt19 و این پروتئین ها هنوز نامعلوم است.
در این مطالعه، ما به مکانیزم مولکولی حمل و نقل انتخابی محموله های CVT به واکوئل پرداخته ایم. نقشه برداری از حوزه های عملکردی در Cvt19، محل های اتصال جداگانه را برای تعامل با دو پروتئین حمل و نقل شناسایی نموده است (prApe1 و Ams1)، CVt (CVT) مسیر/عامل pexophagy خاص Cvt9 و CVt (CVT) وزیکول / جزء اتوفاگوزوم. با استفاده از این، همراه با تجزیه و تحلیل میکروسکوپ فلورسانس و جداسازی پیوستگی، ما نتیجه گیری کردیم که روند هدف یابی محموله های انتخابی به PAS شامل زیرکمپلکس های خاص از پروتئین های APG / CVT می شود که در یک نظم زمانی خاص عمل می کنند و  اجازه می دهد تا شکل گیری کمپلکس CVT (Ape1Cvt19 Ams1) و الحاق آن به جداکننده وزیکول ها صورت گیرد.
نتایج
GFP-Ape1 توسط مسیرهای CVT و اتوفاژی (مکانیزم اصلی کاتابولیک شامل تخریب سلول یا اجزای سلولی بدون وظیفه) به واکوئل منتقل می شود
I (Ape1)  Aminopeptidas هیدرولاز ساکنی است که از طریق مسیر هدفیابی سیتوپلاسم به واکوئل (CVT) به واکوئل حرکت می کند. propeptide N-ترمینال حاوی اطلاعات هدف یابی حفره است و به روش وابسته به پروتئیناز حفره ای (Pep4) پس از تحویل شکافته می شود (شکل 1a، خطوط 2 و 5، Klionsky و همکاران، 1992؛ 1996 ODA و همکاران). تا به امروز، بسیاری از مطالعات اتوفاژی (مکانیزم اصلی کاتابولیک شامل تخریب سلول یا اجزای سلولی بدون وظیفه) روی تجزیه و تحلیل دستگاه های تشکیل وزیکول متمرکز شده است. برای کسب اطلاعات بیشتر در مورد CVt (CVT) و معابر APG، ما تصمیم به بررسی واردات محموله پیش ساز پروتئین Ape1  (prApe1) در داخل بدن گرفتیم.
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شکل 1. GFP - Ape1 سفر به واکوئل از طریق مسیر CVt (CVT)
(A) عصاره های سلولی از ape1 α ( خطوط 1-3 ) ، pep4Δ ape1 α (خطوط 4-6) ، apg1Δ ape1 α (خط 7) و cvt19 α ape1 α ( خط 8) کشش های حاوی هر دو بردار خالی ( pRS414 ؛ خطوط 1 و 4 ) ، pApe1 ( خطوط 2 و 5 ) ، یا pGFP Ape1 ( خطوط 3 ، 6 ، 7 و 8) با روش SDS -PAGE حل و فصل می شوند. Western blots با آنتی سرم ضد Ape1 انجام شد.
(B) نابودی وسترن از عصاره سلولی از pep4Δ ape1 α (خط 1)، pep4Δ ( خط 2 ) ، ape1 α ( خط 3)، و نوع وحشی (خط 4) گونه های از حاوی pGFPApe1 با ضد Ape1 ( پنل سمت چپ ) و ضد GFP ( پانل سمت راست ) آنتی سرم . ستاره (*) باندهای غیر اختصاصی را نشان می دهد.
(C) موقعیت یابی Ape1 بوسیله میکروسکوپ فلورسانس از نوع وحشی، pep4Δ ، apg1 ، و cvt19 α کشش های بیان GFP Ape1 . سلول به فاز midlog رشد کرده و با FM 4-64 در محیط SCD نشاندار شد. نوار، 5 میکرومتر.
(D)  CFP - Ape1 با YFP - Aut7 در مجاورت سلول های apg1Δ قرار می گیرد، اما نه در cvt19 α سلول. apg1Δ cvt19 α سلول های coexpressing CFP - Ape1 و YFP - Aut7 در رسانه SCD رشد داده شدند به مرحله midlog و با میکروسکوپ فلورسانس و DIC مورد بررسی قرار گرفت . نوار، 5 میکرومتر است.
بر این اساس، ما یک همجوشی پروتئین فلورسنت سبز (GFP) N-ترمینال را با prApe1 ساختیم. GFP حاصل، Ape1 تحت کنترل پروموتر APE1 درونزاد از یک پلاسمید تک نسخه بیان می شود. به منظور تایید این مورد که این ساختار منعکس کننده ترافیک پروتئین بومی prApe1 است، ما ابتدا فرآوری GFP-Ape1 را در پس زمینه ape1 مورد بررسی قرار دادیم. Western blots نشان داد که حدود 50٪ GFP-Ape1، توسط برش prApe1 propeptide فرآوری می شود و نتیجه، تولید فرم بالغ Ape1  (mApe1) و GFP (شکل 1a و 1b، خط 3) است. تحت شرایط مشابه، prApe1 معتبر به طور کامل فرآوری می شود (شکل 1A، خط 2). در سلول های ape1α pep4Δ ، هیچ فرآوری GFP-Ape1 مشاهده نشد (شکل 1A، 6 و شکل 1B، کوچه 1).این نتایج نشان داد که GFP-Ape1 به mApe1 در یک روش وابسته به پروتئیناز حفره و کارآمد به عنوان پروتئین بومی فرآوری می شود.
برای تایید بیشتر این مورد که آیا فرآوری GFP-Ape1، وابسته به مسیر CVT است یا خیر، ما GFP-Ape1 را در کشش های اα apg1α و ape1α cvt19Δ بیان نمودیم. Apg1 سرین / ترئونین کیناز پروتئین ضروری برای تشکیل وزیکول / اتوفاگوزوم CVT است ( Kamadaو همکاران، 2000 Scott و همکاران، 2000). Cvt19 اخیرا به عنوان یک گیرنده برای پروتئین باری نشان داده شده است که از مسیر CVt (CVT) (Leber و همکاران، 2001 Scott و همکاران، 2001) برای عملکرد خود استفاده می کند. در هر دو کشش، GFP-Ape1 به شکل فرآوری نشده (شکل 1a، خطوط 7 و 8) باقی می ماند که نشان می دهد GFP-Ape1 از طریق مسیر CVt (CVT) به واکوئل تحویل داده می شود. Ape1 پیشرو در dodecamer در سیتوزول مونتاژ می شود (Kim و همکاران، 1997). از آنجا که به نظر می رسید GFP-Ape1 به طور ناکارآمدتر از prApe1 معتبر در سلول های  ape1 فرآوری می شود، اثر حضور prApe1 درونی در فرآوری GFP-Ape1 را مورد بررسی قرار میدهیم.GFP Ape1 در نوع وحشی و سلول های pep4Δ بیان شد و توسط Western blots با هر دو ضد Ape1 و آنتی سرم ضد GFP تجزیه و تحلیل شد. در سلول های pep4Δ، فرآوری هر دو GFP-Ape1 و prApe1 درونزا مهار شد (شکل 1B، خط 2)، در حالی که بیش از 95٪ GFP-Ape1، در سلول های نوع وحشی (شکل 1B، خط 4) به mApe1 تبدیل شد. این نتایج نشان داد که حضور درونزاد prApe1 فرآوری GFP-Ape1 را تسهیل می کند. از GFP مجاور به prApe1 ممکن است روی برخی از عملکردهای propeptide تاثیر می گذارد، به عنوان مثال، در تعامل با پروتئین های دیگر (پایین را ببینید. Scott و همکاران، 2001)، که می تواند با تشکیل یک چندپارهخ با prApe1 بومی ترمیم شود.

سپس ما به بررسی محل GFP - Ape1 در کشش های جهش یافته نوع وحشی و APG / aut / CVt (CVT) پرداختیم. ظهور سلول GFP Ape1 با FM 4-64 رنگی برای تجسم غشاء واکوئل برچسب زده شد و بوسیله میکروسکوپ فلورسانس مورد بررسی قرار گرفت. در سلول های نوع وحشی ، سیگنال GFP به طور یکنواخت در واکوئل با یک یا چند سیگنال نقطه کوچک در منطقه پیش حفره ای (شکل 1C)، در توافق با فرآوری کارآمد GFP - Ape1 (شکل 1B) پراکنده شد. ما بیشتر واردات GFP - Ape1 را در سلول های pep4Δ تایید کردیم که بدنه های CVT در لومن حفره تجمع می یابد. در این فشار، چندین نقطه GFP در حال حرکت در داخل واکوئل دیده شد که نشان می دهد GFP - Ape1 در داخل بدن CVT (شکل 1C) حاضر است. در مقابل، در کشش apg1Δ، یک نقطه بزرگتر GFP - Ape1 ، در منطقه پیش حفره ای، به جای داخل حفره لومن به نظر می رسد (شکل 1C). از آنجا که GFP - Ape1 به شکل یک نقطه بزرگ در جهش های APG / aut / CVT ( داده ها نشان داده نشده است) است، احتمال دارد که prApe1 به عنوان یک ساختار بزرگ در خارج از واکوئل وقتی مسیر CVT مسدود می شود، تجمع یابد. این مشاهدات با تجزیه و تحلیل های میکروسکوپ immunoelectron موافق است که نشان می دهد که prApe1 به واکوئل به عنوان بخشی از این کمپلکس CVT سفر می کند (Baba و همکاران، 1997) بودند. با در نظر گرفتن همه موارد، این نتایج نشان می دهد که محل حفره GFP - Ape1 ، CVt (CVT) وابسته به مسیر است و GFP - Ape1 به عنوان یک شاخص معتبر به دنبال واردات محموله از طریق مسیر CVT به کار گرفته می شود.
گزارش شده است که بسیاری از پروتئین های مورد نیاز برای Cvt و/یا مسیر autophagic حداقل به صورت گذرا به ساختار perivacuolar preautophagosomal  (PAS) موقعیت یابی می شود، که تصور می شود یک محل از تشکیل وزیکول است (Kim و همکاران، 2001b ؛ Suzuki و همکاران . ، 2001 ، Noda و همکاران، 2002 ؛ خوب و همکاران، 2002). بسیاری از پروتئین های APG / Aut / CVt (CVT) در PAS در کشش های جهش یافته APG جمع می شوند. ما به بررسی apg1Δ سلولهای بیان CFP - Ape1 و YFP برچسب گذاشته شده توسط Aut7، بوسیله میکروسکوپ فلورسانس، یکی از اجزای PAS پرداختیم (Kim و همکاران، 2001a ؛ Suzuki و همکاران، 2001). همانطور که در شکل 1D  نشان داده شده است، CFP - Ape1 موضع یافته در PAS به گونه ای بود که با YFP - Aut7 در apg1 α نشاندار شد. به علت اینکه امتداد Cvt19 پروتئین گیرنده در PAS (Kim و همکاران، 2002) موقعیت یابی می شوند، ما فرض کردیم کهCvt19  باprApe1 dodecamer در PAS تعامل دارد که منجر به تشکیل کمپلکس CVT می شود. برای آزمایش این ایده، ما محل GFP - Ape1 را در کشش cvt19 α توسط میکروسکوپ فلورسانس مورد بررسی قرار دادیم. بطور غیر منتظره، GFP - Ape1 هنوز هم به عنوان یک نقطه واحد بزرگ انباشته شد، اما یک مشاهده دقیق نشان داد که طور مداوم در منطقه پیش حفره ای (شکل 1C ) منتقل و موقعیت یابی می شود. برای تعیین اینکه آیا GFP - Ape1 در یک محل دیگر از کشش cvt19 α متمرکز می شود یا خیر، این کشش را با CFP - Ape1 و YFP - Aut7 ، تبدیل نمودیم. همانطور که در شکل 1D نشان داده شده است، CFP - Ape1 در PAS که با YFP - Aut7 در کرنش cvt19 α برچسب زده شده دیده نشد. این مکان یابی جداگانه نیز در کشش apg1 α cvt19 α مشاهده شد (داده ها نشان داده نشده است) که نشان می دهد که cvt19  به اختفای نژاد apg1 در کنترل موقعیت یابی prApe1 به PAS مرتبط است. این نتایج نشان می دهد که prApe1 با تشکیل یک کمپلکس بزرگ ( به صورت کمپلکس Ape1) مستقل از Cvt19 است. هرچند، پروتئین Cvt19 برای استخدام کمپلکس Ape1 به PAS مورد نیاز است، با نقش احتمالی آن به عنوان یک گیرنده در توافق است.
Propeptide prApe1 برای موقعیت یابی مناسب آن و تعامل با یک پروتئین گیرنده مورد نیاز است
propeptide prApe1 برای واردات prApe1 به واکوئل ضروری است، اما برای اولیگومریزاسیون آن لازم نیست (ODA و همکاران، 1996 ؛ 1997 Kim و همکاران). یک پیش بینی ثانویه ساختار پیشنهاد داد که در که propeptide prApe1 به شکل یک ساختار مارپیچ-دور-مارپیچ است و اینکه اولین مارپیچ ( باقیمانده 1-18 ) نمایشگر ویژگی های amphipathic α مارپیچ است که برای ارتباط غشاء و فرآیندهای غشایی (ODA و همکاران، 1996) مهم است. جهش در این منطقه (به عنوان مثال، حذف باقی مانده های 9-11 ، 9-11) از ارتباط prApe1 با غشاء جلوگیری می کند و در نتیجه حمل و نقل آن به واکوئل را مهار می کند. از سوی دیگر، جایگزینی پرولین با لوسین در موقعیت 22 ( P22L ) باعث تجمع prApe1 در ساختار غشاء غیرحفره ای می شود، اما واردات prApe1 را به واکوئل مسدود می کند ( 1997 ODA و همکاران، 1996، Scott و همکاران) است. بنابراین ما سعی کردیم مرحله ای را در مسیر CVt (CVT) تعیین  کنیم که از این جهش ها در prApe1 propeptide تحت تاثیر قرار می گیرد. ما بوسیله میکروسکوپ فلورسانس برای اولین بار تصمیم به بررسی موقعیت یابی prApe1 از جهش propeptide با استفاده از ساختار GFP در کششape1 α گرفتیم. GFP - Ape1 نوع-وحشی، یک رنگ آمیزی lumenal حفره ای قابل توجه را با سیگنال های خال خال کوچک اضافی در منطقه پیش حفره ای (شکل 2A) ارائه می دهد. در مقابل، GFP - Ape1 α 9-11 به طور یکنواخت در سیتوزول (شکل 2A ) توزیع می شود که موافق با تجزیه و تحلیل های بیوشیمیایی قبلی است. این نتیجه نشان می دهد که اولین مارپیچ amphipathic α در تشکیل کمپلکس Ape1 درگیر است. در مقابل،GFP - Ape1P22L یک سیگنال بزرگ تک خال خال را دور از واکوئل (شکل 2A ) ارائه داد که نشان می دهد که Ape1P22L هنوز قادر به تشکیل Ape1 پیچیده است، اما در موقعیت یابی PAS نقص دارد.
محل GFP-Ape1، در کرنش cvt19Δ نسبتا مشابه با محل GFP-Ape1P22L است. این مشاهدات نشان می دهد که جهس P22L روی تعامل بین prApe1 و Cvt19 تاثیر می گذارد.در حالی که داده های قبلی نشان داده اند که جهش در propeptide prApe1 بر واردات تاثیر می گذارد، هیچ مطالعه ای تایید نکرده اند که این نقص با توجه به یک مسدودیت در تعامل با Cvt19 نیست. برای آزمایش این فرضیه، ما تعامل بین جهش های prApe1 و Cvt19 را با تجزیه و تحلیل دو هیبریدی و مصون از رسوب همزان مورد بررسی قرار گرفت. به علت تشکیل prApe1 homooligomer، ما از کرنش ape1 (YTS110) به عنوان یک کشش تست برای تجزیه و تحلیل دو هیبرید استفاده نمودیم. سلول های ape1α حامل پلاسمیدهای Cvt19 و Ape1 نوع وحشی، رشد در یک صفحه منفی آدنین را به نمایش گذاشت که نشان می دهد که این دو پروتئین می توانند تعامل داشته باشند (شکل 2B).
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شکل 2. پیشرو Ape1 Propeptide برای تشکیل کمپلکس Ape1 و تعامل با Cvt19 مورد نیاز است
(A) موقعیت یابی جهش propeptide GFP - Ape1 ، ، میکروسکوپ فلورسانس و DIC . ape1 α سلول پناه pGFP - Ape1 ، pGFPApe1 9-11 ، یا pGFP Ape1P22L به midlog فاز رشد کرده و با FM 4-64 در محیط SCD نشاندار شد . نوار، 5 میکرومتر است.
(b) تجزیه و تحلیل دو ترکیبی ازتعامل فیزیکی بین Ape1 جهش و Cvt19. نوع وحشی ( PJ69 -4A ) و isogenic ape1 α ( YTS110 ) کشش های آزمون با دامنه فعال (AD) پلاسمید حاوی CVT19 و اتصال دامنه (BD) نوع وحشی پلاسمید حاوی یا APE1 جهش یافته تبدیل شد. ترانسفورم شده بر رویSC LEU - URA بشقاب و المثنی کشت داده شده بر روی یک صفحه SC- ADE -LEU - URA به ارزیابی فعال تعامل وابسته به این ژن ADE2 را رشد داده شدند. سلول های نشان داده شده در اینجا در 30 درجه سانتیگراد به مدت 2 روز رشد داده شدند .
(C) تعامل بین prApe1 و Cvt19 توسط واسطه prApe1 propeptide. عصاره ها از ape1 α apg1Δ بیان سلول HACvt19 و یا نوع وحشی prApe1 یا جهش پلاسمیدهای تک کپی تحت کنترل مروج خود برای مصونیت از رسول با آنتی بادی ضد HA مورد استفاده قرار گرفت ، و روش Western blots با آنتی سرم ضد Ape1 و ضد HA مورد بررسی قرار گرفت (IP). پانل بالا (عصاره) نشان دهنده لکه پروتئین از کل عصاره سلول جستجو کرده با آنتی سرم ضد Ape1 است.
در مقابل، Ape1 α 9-11 هیچ فعالیت اتصالی را با Cvt19 در کشش ape1 نمایش نداده، با وجود آن که فشار آزمون نوع وحشی ( PJ69 -4A ) را برای رشد بر روی یک صفحه منفی آدنین (شکل 2B) میسر ساخت. این نتیجه نشان دهنده ( 1 ) تعامل بین prApe1 و Cvt19، وابسته به propeptide است و (2) تعامل آشکار بین Ape1 9-11 و Cvt19 در کشش نوع وحشی را نشان می دهد و ممکن است به واسطه prApe1 درونزاد باشد. Ape1P22L، رشد بسیار آهسته تری را از Ape1 نوع وحشی در یک کشش ape1 α ارائه نمود که نشان می دهد که جهش P22L به شدت آسیب دیده است، اما به طور کامل، تعامل بین prApe1 و Cvt19 را مسدود ننمود (شکل 2B ). ما این نتایج را توسط مصونیت از رسوب تحت شرایط بومی تأیید نمودیم. در این آزمایش ، ما از یک فشار apg1Δ برای جلوگیری از مسیر CVt (CVT) استفاده نمودیم؛ و یک کمپلکس Ape1 Cvt19 در یک کشش از نوع وحشی و به عنوان یک نتیجه از واردات آن به واکوئل تخریب شد ( Scott و همکاران، 2001؛ شکل 5A) خواهد بود. سلول های ape1 α apg1Δ با Cvt19 برچسب زده شده- HAو پلاسمیدهای نوع وحشی و جهش prApe1 تبدیل شدند و عصاره های آنها با آنتی بادی ضد HA عصاره آنها برای مصونیت از رسوب مورد استفاده قرار گرفتند. prApe1 نوع وحشی به طور موثر با HA Cvt19  ار رسوب مصون شد. در مقابل ، هیچ prApe1 α 9-11 و تنها مقدار کمی Ape1P22L با Cvt19 (شکل 2C ) در حال رسوب همزمان یافت شد که که تعامل prApe1 و Cvt19 توسط از prApe1 propeptide تایید می کند. کاهش این ارتباط prApe1 با Cvt19 ناشی از جهش P22L به محل مناسب از این کمپلکس به PAS مختل است و فنوتیپ GFP Ape1P22L (شکل 2A ) را توضیح می دهد.
کمپلکس Ape1-Cvt19 توسط Cvt9 تا PAS هدفمند است.
اتوفاژی (مکانیزم اصلی کاتابولیک شامل تخریب سلول یا اجزای سلولی بدون وظیفه) یک فرایند غیرانتخابی است و سیتوپلاسم غیر اختصاصی را محصور می کند. در مقابل، مسیر CVt (CVT) و وارداتprApe1  توسط اتوفاژی (مکانیزم اصلی کاتابولیک شامل تخریب سلول یا اجزای سلولی بدون وظیفه) خاص، احتمالا به دلیل تعامل بین prApe1 و Cvt19 است. با این حال، این حوزه درون Cvt19 که به prApe1 متصل می شود، شناخته شده نیست. علاوه بر این، محل دقیق Cvt19 در PAS به عنوان یک رویداد مهم برای هدف یابی انتخابی prApe1 به نظر می رسد که به ما اجازه می دهد تا فرض کنیم که یک دامنه در Cvt19 برای تعیین موقعیت یابی آن در PAS وجود دارد. به این دلایل، ما برای شناسایی عمل PAS تلاش نمودیم. به این دلایل، ما برای شناسایی حوزه های عملکردی در پروتئین Cvt19 تلاش نمودیم.  Cvt1، یک پروتئین اسید آمینه 415 حاوی دامنه مارپیچ پیش بینی شده از سیم پیچ بین اسیدهای آمینه 160 و 187 (شکل 3A) است. ما چند حذف Cvt19 N و C-ترمینال حذف را ایجاد نمودیم، به عنوان مثال Cvt19 15C نشان دهنده جهش فاقد C-ترمینال 15 اسید آمینه است. از آنجا که شکل مارپیچ اغلب واسطه تعامل پروتئین-پروتئین است، ما همچنین جهش Cvt19 CC را ساختیم که فاقد منطقه 39 اسید آمینه از باقی مانده های 153 تا 191 است که حاوی یک دامنه مارپیچ از سیم پیچ می شود (شکل 3A). حوزه اتصال prApe1 برای اولین بار توسط مخمر سیستم دو هیبریدی مورد بررسی قرار گرفت. فشار آزمون cvt19Δ با ژن LacZ تحت کنترل یک پروموتر وابسته به GAL4 با prApe1 و جهش Cvt19 پلاسمیدها تبدیل شد، و فعالیتα-گالاکتوزیداز به بررسی تعامل اندازه گیری شد. تمام پروتئین های Cvt19 حاوی دامنه مارپیچ به طور موثر با prApe1 تعامل نمود، در حالی که آنهایی که فاقد این دامنه بودند هیچ تعاملی را (شکل 3A) نشان ندادند.
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شکل 3. نقشه برداری دامنه کاربردی در Cvt19

(A) نقشه برداری دامنه های اتصال prApe1 توسط مخمر سیستم دو هیبریدی. فشار تست cvt19Δ (YTS111) با دامنه اتصال پلاسمید حاوی تمام APE1 ORF و دامنه فعال سازی پلاسمید حاوی جهش CVT19، تبدیل شد. تعامل با اندازه گیری القای وابسته به تعامل فعالیت گالاکتوزیداز مورد بررسی قرار گرفت. CC، به صورت طومار سیم پیچ، ND، تعیین نشده است.
(B) مجموع lysates از apg1α cvt19Δ سلول های در بیان یا Cvt19 نوع وحشی یا جهش یافته با پروتئین ترکیب (ProtA-Cvt19) به منظور رسوب ProtA-Cvt19 پروتئین با IgG سفاروز مورد استفاده قرار گرفت. پانل سمت چپ و راست نشان می دهد که نابودی پروتئین از عصاره در کل سلول (عصاره) و روش IgG رسوب (موظف)، به ترتیب، که با ضد Ape1 آنتی سرم جستوجو کرد. arrowheads تنها نشان می دهد ProtA-Cvt19 مشتقات، و یک نوک پیکان دوگانه پروتئین بدون همجوشی را نشان می دهد. اگرچه Cvt19 جهش حاوی دامنه مارپیچ از سیم پیچ (10C، 15Cαα 20C، 28C، 21-28C، 224C، 152N) قادر به رسوب prApe1، تنها نتایجα 224C بودند و 152N جهش در این شکل نشان داده شده است.
(C) نابودی پروتئین از کل lysates cvt19،α سلولهای بیان Cvt19 جهش حذف ذوب شده با GFP با ضد Ape1 (پانل های فوقانی) و ضد GFP (قسمت پایین) آنتی سرم جستوجو کرد. ستاره (*) باندهای غیر اختصاصی را نشان می دهد است.
(D) موقعیت یابی نوع وحشی و جهش یافته پروتئین Cvt19 توسط میکروسکوپ فلوئورسانس و DIC از cvt19Δ کشش ابراز وحشی و نوع و یا جهش GFP-Cvt19 را. سلول به فاز midlog رشد کرده و با FM 4-64 در محیط SCD نشاندار شد. نوار، 5 میکرومتر است.
(E) Colocalization YFP-Cvt19 و YFP-Cvt19 را ارتباطα 20C با CFP-Ape1 و CFP-Aut7 است در cvt19Δ فشار توسط میکروسکوپ فلورسانس و DIC. نوار، 5 میکرومتر است
ما توسط تعیین عملکرد و موقعیت یابی بریده های Cvt19 تصمیم به گسترش تجزیه و تحلیل گرفتیم. بر این اساس، ما همجوشی های N- ترمینال GFP را به Cvt19 ساختیم و آنها را تحت کنترل پروموتر درونزاد Cvt19 از یک تک نسخه پلاسمید در سلول  αcvt19بیان نمودیم. تست Western blots از عصاره های همراه با ضد بدن GFP  تایید شد که جهش  های مختلف GFP - Cvt19 دارای سطوح بیان مشابه بودند (شکل 3C). میزان پروتئین حالت پایدار GFP - Cvt19، به پایین تر از میزان جهش های حذف به نظر می رسید (شکل 3C ، پانل کمتر) ، که احتمالا به دلیل حمل و نقل موثر GFP - Cvt19 برای تخریب واکوئل بود. علاوه بر این، GFP - Cvt19 فعالیت کافی را برای بلوغ prApe1 (شکل 3C ، پانل بالا) به نمایش گذاشت که تایید نمود که GFP - Cvt19 در ساختار برای این تجزیه و تحلیل مناسب است. حدود 40٪ از prApe1 به mApe1 در بیان سلول GFP - Cvt19 را به α 10C تبدیل شد، و تنها مقدار کمی از mApe1 در بیان سلول GFP - Cvt19 α 15C یا GFP - Cvt19 را α 20C (شکل 3C ، پانل بالا) یافت شد. در مقابل، GFP - Cvt19 α 28C ، GFP - Cvt19 را α 224C ، GFP Cvt19 α 263C ، و GFP - Cvt19 را α CC در تکمیل نقص در بلوغ prApe1 در سلول cvt19 α (شکل 3C ، پانل بالا ) موفق نشد. با کمال تعجب، GFP - Cvt19 α 152N هنوز تا حدی در بلوغ prApe1 (شکل 3C ، پانل بالا) کاربردی بود که نشان می دهد که یک بخش N- ترمینال بزرگ حداقل برای prApe1 حمل و نقل از Cvt19 غیر ضروری است. حتی با اینکه وجود جهش های متعدد شامل Cvt19 28C ، یک تداخل مهم با prApe1 (شکل 3A و 3B ) را به نمایش گذاشت، حمل و نقل prApe1 (حمل و نقل) به طور کامل در این کشش از دست رفته بود، از جمله بیان سلولهای Cvt19 α 28C. این نتایج نشان می دهد که C- ترمینال 28 اسید آمینه Cvt19 ، ممکن است برخی از وظایف را در حمل و نقل prApe1 غیر از ارتباط با propeptide prApe1 داشته باشد.
سپس ما موقعیت جهش های GFP - Cvt19 را تعیین نمودیم. سلولهای cvt19 α بیان کننده نوع وحشی یا جهش پروتئین GFP - Cvt19 با FM 4-64 برچسب گذاری و بوسیله میکروسکوپ فلورسانس مشاهده شد . همانطور که از داده های ارائه شده در شکل 3C انتظار می رود، حفره GFP - Cvt19 همراه با یک یاچند نقطه ریز در منطقه پیش حفره ای (شکل 3D) نمایش داده شد. علاوه بر این، همانطور که قبلا نشان داده شده است (Kim و همکاران، 2002) ، موقعیت یابی همزمان YFP - Cvt19 با CFP - Aut7 را تایید کرد که Cvt19 در PAS (شکل 3E ، پانل پایین) موقعیت یابی می شود. حذف APG1 منجر به غلظت GFP - Cvt19 در PAS شد، همانطور که با GFP - Ape1 در کشش apg1 α دیده می شود (شکل 5B ). این نتیجه نشان می دهد که Cvt19 ممکن است همراه با prApe1 از طریق PAS حمل و نقل مرتبط شود. محل GFP Cvt19 α 152N کاملا شبیه به نوع وحشی GFP - Cvt19 بود که سازگار با فعالیت های قابل توجه ان برای واردات prApe1 (شکل 3D) بود. در مقابل بیان سلول GFP - Cvt19 152N، دو جمعیت در بیان سلول GFP Cvt19 α 10C مشاهده شد، اگر چه فعالیت ها برای واردات prApe1 بین این دو جهش قابل مقایسه شدند. در حدود نیمی از بیان سلول GFP - Cvt19 α 10C دارای کمی واکوئل GFP رنگ آمیزی شده، با یک نقطه برجسته مجاور به واکوئل بود و بقیه آن یک نقطه تک GFP دور از واکوئل بود (شکل 3D). پروتئین های 15C ، 20C α، و 224C ، حاوی امتداد مارپیچ پیچ به پیچ، یک دامنه مارپیچ از سیم پیچ قادر به رسوب prApe1 (شکل 3D) را تشکیل داد. در مقابل، GFP - Cvt19 α 263 و GFP - Cvt19 α CC نمایشگر موقعیت یابی سیتوزولی پراکنده بود که نشان می دهد که موقعیت یابی خال خال از Cvt19 به تعامل با prApe1 (شکل 3D) بستگی دارد. مطابق با داده های ارائه شده در شکل 3A و 3B ، جهش نوع وحشی و YFP - Cvt19، شامل دامنه مارپیچ از سیم پیچ، مانند YFP - Cvt19 را α های 20C ، CFP Ape1 موقعیت یابی نمی شود (شکل 3E ، پانل بالا ). با این حال ، بر خلاف YFP - Cvt19 ، YFP - Cvt19 20C با CFP - Aut7 نقطه (شکل 3E ، پانل کمتر ) به طور همزمان موقعیت یابی نمی شوند. این نتایج نشان می دهد که prApe1 و Cvt19 یک کمپلکس را قبل از به کارگیری برای PAS تشکیل می دهد. علاوه بر این، ناحیه C - ترمینال Cvt19 برای محل مناسب پیچیده PAS حیاتی است.
به تازگی ، گزارش شده است که Aut7 از نظر فیزیکی با Cvt19 (Kim و همکاران، 2002) تعامل دارد. ما تصور کردیم که این تداخل می تواند نقش مهمی درموقعیت یابی prApe1 ،PAS و واردات حفره متعاقب آن ایفا نماید. بنابراین ما دامنه اتصال Aut7 را درون Cvt19 توسط هر دو مخمر سیستم دو هیبریدی و یک آزمایش پروتئین پیوستگی نگاشتیم. در تجزیه و تحلیل دو هیبریدی، Aut7 یک تداخل مهم با تمام طول Cvt19 را بر اساس فعالسازی ژن ADE2 نمایش داد، اما تعامل معنی دار با هر یک از بریده های Cvt19  C- ترمینال (شکل 4A ) را نشان نمی دهد. یک آزمایش جداسازی پیوستگی نیز نشان داد که پروتئین A- Aut7 قادر به رسوب همزمان تمام طول Cvt19 است، اما بازده ها برای پروتئین های کوتاه Cvt19 به شدت کاهش یافته بود، از جمله Cvt19 α 10C (شکل 4B ). این نتایج پیشنهاد می دهد که دامنه اتصال Aut7 برای Cvt19 ممکن است در واقع موقعیت یابی شود یا شامل آخرین 10 اسید آمینه C- ترمینال باشد. کیمرازهای C- کوتاه GFP - Cvt19 بهPAS (شکل 3D) موقعیت یابی نمی شود. اگر این مکان ناشی از از دست دادن تعامل بین Aut7 و Cvt19 باشد، این کمپلکس Ape1 - Cvt19 نباید در PASaut7 α موقعیتی یابی شود. با این حال ، میکروسکوپ فلورسانس سلول های بیان کننده α GFP - Ape1 یا GFP Cvt19 ، نشان داد که کمپلکس Ape1 Cvt19، هنوز هم در PAS (شکل 4D و 4E ) به صورت موقعیت یابی شده به نظر می رسد که نشان دهنده وجود شریک (ها) اتصال دیگر Cvt19 است.
حذف AUT7 منجر به از دست دادن کامل حمل و نقل prApe1 در طول رشد رویشی می شود، اما گرسنگی تا حدی می تواند این نقص را بازگرداند، حتی اگر گردش پروتئین وابسته به اتوفاژی (مکانیزم اصلی کاتابولیک شامل تخریب سلول یا اجزای سلولی بدون وظیفه) هنوز هم معیوب باشد. برگشت از نقص واردات prApe1 می تواند از تشکیل وزیکول های کوچک و / یا نابجا، به جای اتوفاگوزوم طبیعی، در شرایط گرسنگی حاصل شود (Abeliovich و همکاران، 2000 Kirisako و همکاران، 1999 ). این داده ها نشان می دهد که واردات خاص prApe1 ، هنوز در گرسنگی سلول aut7 α رخ می دهد. در مقابل، فشار cvt9 α نشان می دهد تنزل پروتئین autophagic نسبتا طبیعی است، در حالی که تنها حمل و نقل جزئی prApe1 توسط گرسنگی ترمیم می شود که نشان می دهد که Cvt9، نقش مهمی در انتخاب محموله در اتوفاژی (مکانیزم اصلی کاتابولیک شامل تخریب سلول یا اجزای سلولی بدون وظیفه) (Kim و همکاران، 2001b ) انتخابی دارد. به همین دلیل، ما فرض نمودیم که Cvt9 می تواند یکی دیگر از شریک های اتصال Cvt19 باشد. برای آزمایش این امکان، ما تعامل بین Cvt9 و Cvt19 را توسط مخمر سیستم دو هیبریدی و یک آزمایش جداسازی پروتئین پیوستگی مورد بررسی قرار دادیم. تجزیه و تحلیل دو ترکیبی، ارتباط معنی داری بین Cvt9 و تمام طول Cvt19 (شکل 4A ) را نشان داد. علاوه بر این، Cvt19 α CC هنوز یک تداخل مهم را نمایش می دهد که نشان می دهد که مارپیچ از سیم پیچ برای تعامل با Cvt9 ( داده ها نشان داده نشده است ) لازم نیست. بنابراین ما چندین C- جهش حذف ترمینال-C  را برای Cvt19 تحت تجزیه و تحلیل دو ترکیبی قرار دادیم و متوجه شدیم که Cvt19 10C، Cvt19 15C ، و Cvt19 20C قادر به تعامل با Cvt9 است، در حالی که Cvt19 28C این تعامل را به نمایش گذاشت (شکل 4A). 
این نتیجه ما را به آزمون در جهش Cvt19 فاقد منطقه 8 اسید آمینه از باقیمانده های اسید آمینه 388 تا 395 (Cvt19 21 - 28C ) هدایت می کند. همانطور که انتظار می رود، Cvt19 21 - 28C، هر تعاملی که نشان دهد دامنه اتصال ممکن است در این هر 8 آمینه واقع شود (شکل 4A ) را نشان نمی دهد. ازآنجا که Aut7 قادر به ارتباط با Cvt19 21 - 28C (شکل 4A ) بود، حوزه های های اتصال برای Aut7 و Cvt9 می توانند از هم جدا شوند (شکل 6A).
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شکل 4 . Cvt9 موقعیت یابی کمپلکس Ape1 Cvt19 را در ساختار Preautophagosomal تسهیل می کند
( A) نقشه برداری از Aut7 و Cvt9 حوزه های الزام آور در Cvt19 توسط مخمر سیستم دو هیبریدی . cvt19 α فشار تست ( WHY4 ) با دامنه اتصال پلاسمید حاوی تمام CVT9 یا AUT7 ORF ( pGBD Cvt9 یا pGBD - Aut7 ، به ترتیب ) و که دامنه فعال سازیپلاسمید حاوی نوع وحشی یا جهش CVT19 تبدیل شد. ترانسفورم شده بر روی صفحات SC -LEU - URA ( داده ها نشان داده نشده است ) انتخاب شده و به صفحات SCAde تکرار شد. آمار نشان می دهد که سلول در 30 C به مدت 2 روز افزایش یافته است .
(B) یک پروتئین A- Aut7 α R میل آزمایش جداسازی در lysatesapg1 انجام شد α cvt19 α فشار ابراز Cvt19 تمام طول یا کوتاه نشان داد. حذف C- ترمینال Cvt19 به جداسازی همزان خود را با Aut7 به خطر می اندازد.
(C)  Cvt9 با انتهای C Cvt19 تعامل پیدا می کند. کمپلکس lysates apg1Δ cvt19 α سلول های بیان HA- Cvt9 و یا نوع وحشی یا جهش Cvt19 با پروتئین ذوب( ProtA - Cvt19 ) به منظور رسوب ProtA - Cvt19 پروتئین با IgG سفاروز مورد استفاده قرار گرفت. پانل سمت چپ و راست نشان دهنده نابودی پروتئین کل cell lysate به ( عصاره ) و IgG ضد رسوب (موظف)، به ترتیب با آنتی بادی ضد HA بود.
(D و E) موقعیت یابی GFP - Ape1  (D) یا GFP Cvt19   (E) در aut7 α ، cvt9 ، و aut7 α cvt9 α کشش های میکروسکوپ فلورسانس و DIC . نوار، 5 میکرومتر است.
(F و G ) Colocalization CFP - Ape1 با YFP - Aut7 ( F) و یا YFP - Cvt19 ( G) درcvt9 α فشار توسط میکروسکوپ فلورسانس و DIC . نوار، 5 میکرومتر است.
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شکل 5.پیشرو Ape1 برای حمل و نقل کارآمد Cvt19 و Cargo Ams1 و پروتئین مورد نیاز است
(A) سلول های نوع وحشی apg1، ape1، و ams1α به مدت 10 دقیقه در محیط SMD برچسب زده شد و تعقیب برای زمان نشان داده شده در محیط SMD تعقیب شد.  Ape1 و Cvt19 از عصاره سلول مصون از رسوب شدند و توسط SDS-PAGE مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند.
برای گسترش تجزیه و تحلیل، ما آزمایش های جداسازی پیوستگی از lysates apg1 را برای سلول های α cvt19 α بیان کننه هر یک از پروتئین های A- ترکیبی مشتق شده Cvt19 و HA- برچسب گذاشته شده توسط Cvt9 انجام دادیم. در مقابل داده ها از تجزیه و تحلیل دو هیبرید، ما توانستیم یک تعامل فیزیکی بین هر جهش و HA- Cvt9 را تشخیص دهیم، در حالی که Cvt19 نوع وحشی قادر به رسوب همزمان HA- Cvt9 (شکل 4C) بود. این اختلاف بین تجزیه و تحلیل های دو ترکیبی و جداسازی پیوستگی می تواند از تفاوت در حساسیت از تستها حاصل شود؛ بهبود HA- Cvt9 کاملا ضعیف بود، حتی از Cvt19 گونه وحشی. میکروسکوپ cvt9 α سلولهای بیان کننده GFP - Ape1 یا GFP - Cvt19 نشان دادند که هر دو پروتئین بسیار دور از واکوئل (شکل 4D و 4E ) متمرکز شده اند. به طور مشابه، GFP Cvt19 α 21 - 28C به دور از واکوئل (شکل 3D) انباشته شد. این نتایج به شدت پیشنهاد می دهد که از دست دادن محل PAS از جهش حذف Cvt19 ناشی از اختلال تعامل های فیزیکی بین Cvt19 و Cvt9 است. علاوه بر این، ما تایید کردیم که CFP - Ape1  با YFP - Cvt19، اما نه با YFP - Aut7، در کشش cvt9 α (شکل 4F و 4G) به طور همزمان موقعیت می یابد. این نتایج نشان می دهد که در کشش cvt9 α ، prApe1 و Cvt19 یک کمپلکس پروتئین تشکیل می دهند که قادر به رسیدن به PAS است. در نتیجه، ما به این نتیجه رسیدیم که اختلال در ارتباط بین Cvt19 و Cvt9 مانع از این می شود که کمپلکس prApe1 Cvt19 در  PAS موقعیت یابد. از آنجا که GFP - Ape1 و GFP-Cvt19 یک موقعیت را در سلول های aut7
 cvt9
  با موقعیت ها در سلول های Cvt9 به نمایش گذاشتند، Cvt9 می تواند در مرحله ای زودتر نسبت به Aut7 در به کارگیری این کمپلکس برای PAS عمل نماید.

PreApe1 Cargo Ams1، Cvt9 و دیگر Arms1 پروتئین محموله به سمت گنجاندن های وزیکول های Cvt هدایت می کند

 Cvt19 به عنوان یک نتیجه از واردات به واکوئل تخریب می شود، و نیمه عمر آن در سلول ape1 چهار برابر بیشتر از نیمه عمر آن در سلولهای نوع وحشی (Scott و همکاران، 2001) است. این باعث شد که ما بررسی کنیم که آیا یکی دیگر از پروتئین های باری، α mannosidase  (Ams1)، می تواند روی واردات Cvt19 تاثیر بگذارد یا خیر. ما آزمایش فاز-پالس را برای نظارت بر حمل و نقل preApe1 و Cvt19 برای واکوئل انجام دادیم. در ams1α، با این حال، تخریب Cvt19 قابل مقایسه با تخریب سلول های نوع وحشی (شکل 5A) بود. علاوه بر این، حذف AMS1 به هرگونه تغییر در فرآوری prApe1 (به شکل 5A) منجر نشد. این نتایج با میکروسکوپ فلورسانس، که موقعیت یابی طبیعی GFP-Cvt19 و GFP-Ape1 را در سلول های ams1 نشان داد حمایت می شدند (شکل 5B). در مقابل، Cvt19 در سلولهای  ape1α تثبیت شد که مشابه با نتیجه دیده شده در سلول های apg1α (شکل 5A)، در توافق با مطالعات قبلی است (Scott و همکاران، 2001). این نتایج نشان داد که prApe1، اما نه Ams1، برای واردات های مناسب Cvt19 به واکوئل لازم است. به منظور بررسی در بیشتر آثار prApe1 در واردات Cvt19، ما محل GFP-Cvt19 را در apg1 در مقایسه با سلول های α و ape1α مقایسه نمودیم. همانطور که از موقعیت یابی GFP-Ape1 در سلول های apg1 انتظار می رفت، GFP-Cvt19 نیز در محل مجاور به واکوئل در فشار apg1، α متمرکز شده است (شکل 5B). در مقابل، در سلول های ape1α، GFP-Cvt19 به طور یکنواخت در سیتوپلاسم (شکل 5B)، سازگار با توزیع پراکنده GFP-Cvt19، 263C و GFP-Cvt19 فاقد دامنه اتصال prApe1 (شکل 3D) توزیع شد. در مجموع، این نتایج پیشنهاد می کند که کمپلکس Ape1 از طریق تعامل بین prApe1 و Cvt19 متمرکز می شود.
حمل و نقل Ams1 به واکوئل نیز در کشش cvt19Δ معیوب است که نشان می دهد که Cvt19 برای هر دوی prApe1 و Ams1 (Scott و همکاران، 2001) گیرنده است. به علت واردات کاهش یافته Cvt19 در سلول های ape1 ، حمل و نقل Ams1 به واکوئل نیز می تواند کاهش یابد. برای آزمایش این فرضیه، ما تحت کنترل پروموتر درون زای AMS1، GFP-Ams1 را ساختیم و آن را در چند کشش جهش یافته بوسیله میکروسکوپ فلورسانس مورد بررسی قرار دادیم. در محیط کشت غنی، این ساختار، یک کشش حفره ای را با چند نقطه کوچک در منطقه پیش حفره ای در کشش نوع وحشی ارائه داد (شکل 5C). القای اتوفاژی (مکانیزم اصلی کاتابولیک شامل تخریب سلول یا اجزای سلولی بدون وظیفه) به واسطه گرسنگی و یا درمان راپامایسین به یک نتیجه مشابه منجر شد اما سیگنال حفره را روشن تر ساخت (داده ها نشان داده نشده است). علاوه بر این، چندین نقطه کوچک GFP-Ams1، در لومن حفره در سلول های pep4 α مشاهده شد (داده ها نشان داده نشده است)، که نشان می دهد که GFP-Ams1 در وزیکول CVT گنجانیده شده است. هنگامی که تشکیل CVt (CVT) وزیکول با حذف APG1 مسدود می شود، GFP-Ams1 در منطقه پیش حفره ای انباشته می شود (شکل 5C). در مقابل، حذف CVT19 یا APE1 ناشی GFP-Ams1 در سیگنال های پراکنده در سیتوپلاسم (شکل 5C)، نشان می دهد که prApe1 و Cvt19 نیاز به انتقال و موقعیت یابی Ams1 در واکوئل و ساختار پیش حفره ای دارند. از آنجا که GFP-Ams1 هنوز هم توزیع سیتوزولی در cvt19Δ apg1α و کشش ape1α apg1α را نشان داد (داده ها نشان داده نشده است)، عملکرد Cvt19 و prApe1 در Ams1 حمل و نقل در یک مرحله زودتر از Apg1 به نظر می رسد. اگرچه GFP-Ams1 به عنوان یک نقطه برجسته در سلول cvt9α انباشته  می شود، نزدیک به واکوئل منتقل و موقعیت یابی می شود (شکل 5C). علاوه بر این، مشاهده کردیم که YFP-Ams1 با CFP-Ape1 یا CFP-Cvt19 را در هر دو apg1  و α cvt9α به طور همزمان موقعیت یابی می شود (شکل 5F)، نشان می دهد که Ams1 در کمپلکس Ape1-Cvt19 انباشته می شود.
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شکل 6 . مدل هدف یابی انتخابی
CVT به وزیکول محموله های CVT
(A) رسم شماتیک حوزه های الزام آور در Cvt19 . prApe1 اتصال دامنه (آبی رنگ) در منطقه باقی مانده های اسید آمینه 153 تا 191، که شامل پیش بینی مارپیچ از شکل پیچش واقع می شود. این منطقه 10 اسید آمینه از 406 تا 415 ( زرد ) و در منطقه 8 اسید آمینه از 388 تا 395 ( سبز ) برای Aut7 های صحافی و Cvt9 الزام آور، به ترتیب می باشد . دامنه اتصال دقیق برای Ams1 شده است مشخص نشده است ، اما در منطقه ای در داخل باقی مانده اسید آمینه 192-387 ( فلش قرمز رنگ ) قرار گرفته است .
(b) پس از سنتز prApe1 آن را بلافاصله به شکل dodecamers های در سیتوزول ، که بیشتر به یک Ape1 کمپلکس وابسته به propeptide آن مونتاژ می شود. Cvt19 سپس به Ape1 پیچیده می شود، که آن هم توسط propeptide prApe1 واسطه متصل می شود. از آنجا که Ams1 قادر به به معاشرت با Cvt19 از طریق یک دامنه مشخص از دامنه اتصال prApe1  است، Ams1 را می توان در کمپلکس Ape1 به عنوان نتیجه پیچیده نمود و تشکیل Ape1 Cvt19 متمرکز می شود. Cvt9 سپس با پایانه C Cvt19 برای به کارگیری کمپلکس Ape1 - Cvt19 Ams1 به PAS ، جایی که Aut7 متصل به پایانه C Cvt19 است برای اطمینان از اختلاط کمپلکس به وزیکول CVT تعامل پیدا می کند. برای جزئیات بیشتر متن را مشاهده کنید.
برای روشن شدن اینکه ​​آیا تجمع از Ams1 در و کمپلکس Ape1 - Cvt19 ، وابسته به تعامل بین Ams1 و Cvt19 است ، ما یک آزمایش جداسازی پیوستگی را ازعصاره apg1 یک پروتئین α سلولهای بیان پروتئین A- Cvt19 و HA- برچسب گذاشته شده توسط Ams1 انجام دادیم. همانطور که در شکل 5D نشان داده شده است ، HA- Ams1 به با پروتئین A- Cvt19 از عصاره سلولapg1  α به طور همزمان خالص سازی شد. همراه با داده ها از شکل 3 ، این نتیجه شکل یک کمپلکس Ape1 Cvt19 Ams1 را پیشنهاد می دهد. علاوه بر این، ما متوجه شدیم که تعامل Ams1 Cvt19 هنوز وجود دارد، حتی در ape1 α apg1Δ سلول ها، که در آن Ams1 در سیتوپلاسم ( 5D شکل ) پراکنده شده است و نشان می دهد که Ams1 و Cvt19 می تواند یک کمپلکس گیرنده باری باشد که در نتیجه کمپلکس Ape1 را تشکیل می دهند. اگر این امکان وجود دارد و به شکل های پیچیده Ape1 - Cvt19 Ams1 است، محل های اتصال برای prApe1 و Ams1 در داخل Cvt19 باید در مکان های مختلف واقع شده باشد. برای آزمایش این مورد، ما یک جداسازی پیوستگی را از پروتئین lysates apg1 α سلول acvt19 α از بیان HA- Ams1 و پروتئین A- Cvt19 α 28C و یا پروتئین A- Cvt19 224C انجام در نتیجه دادیم. تست Western blots نشان داد که پروتئین A- Cvt19 α 28C قادر به جلو و پایین نمودن هر دو prApe1 و Ams1 بود ، در حالی که تنها prApe1 با پروتئینCvt19 رسوب شد α 224C  (شکل 5E). این نتیجه که Ams1 از طریق محل این است که جدا از محل اتصال prApe1 (شکل 6A ) با Cvt19 در ارتباط است.
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