Az Ykt6 SNARE feherje szerepe a
krinofagiaban
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Bevezetés

Krinofagia soran a szekrécios sejtek eloregedett es feleslegessé valt szekrécios granu- lumjaik lebontasat
vegzik lizoszomakkal torténd fuzio révén [1]. A folyamatban részt vevo faktorok tobbek kozott a Rab2 és
Rab7 kis GTPazok, a HOPS panyvazo komplex, tovabba a Syx13, Vamp7 és SNAP29 SNARE fehérjek
2]. Ezek a SNARE fehérjek — a Syx13 kivételevel — részt vesznek a makroautofag SNARE komplex
Kialkitasaban is. Egyre tobb bizonyitek all rendelkezésre az Ykt6 SNARE fehérje autofagoszoma-
IzoszOma fuzioban betoltott szerepeéerdl, és csoportunk javasolt egy modellt, amelyben az Ykt6 tagja eqgy
fuzio elotti SNARE komplexnek, de a végsd komplexbdl kiszorul [3]. A Vamp7-hez hasonldéan az Ykt6 egy
longin domeénnel rendelkez0 R-SNARE, transzmem- bran doménnel azonban nem rendelkezik. Ellenben a
C terminalisan talalhato CCAIM motivum lehetoveé teszi a fehérje reverzibilis palmitoilaciojat, ezzel segitve
a membranok-hoz valo kotbédést[4]. Jelen projektben megvizsgaljuk, hogy az Ykt6 részt vesz-e, és ha igen
milyen szerepet tolt be a krinofag folyamatban Drosophila melanogaster modellt alkalmazva.

1. abra A krinofagia
sematikus abrazolasa. A
savas hidrolazokat tartalmazo
lizoszoma (L) és szekrécids
[étrejon a krinoszoma (K),
amelynek beltartalma
megemesztodik es
permeadzokon keresztul a
citoszolba kertil.

Modszerek

Transzgenikus ecetmuslica torzsek larvalis nyalmirigyeinek sejtjeit vizsgaltuk fluoreszcens mikroszkopiaval. A Glue-flux rendszerben az Sgs3 (Glue) fehérjere GFP vagy DsRed cimkét helyeztunk.
Alacsony pH-n a GFP jel kiltodik, igy a szekrécios granulum lizoszomaval torténd egyesuleset kovetoen kialakulo savas kozegben egyedul a DsRed fluoreszcenciaja lesz detektalhato. Ezzel a modszerrel
nyomon kovethetd a krinoszomak savasodasanak hibaja, amely soran a GFP jel nem oltodik Ki.

Glue-Flux . t > .

A Lamp-Ring rendszerben az Sgs3-on DsRed, a lizoszomalis Lampl fehérjen GFP cimke talalhatd. Utobbi a lizoszomalis strukturak membranjaban helyezkedik el, és — szekrécidos granulum-lizoszéma
fuziot kovetdoen — mikroszkopos kéepen gyurd alaku jelet mutat. A rendszer fuzios hiba detektalasat teszi lehetove.
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2. abra Ecetmuslica larvakban kézvetlentil bebabozodas elbtt glue-flux rendszert alkalmazva az Ykt6 RNSi csendesitése 3 fliiggetlen transzgénikus oKD * e
génkonstrukcioval is savasodasi hibat mutatnak (B-D) a kontroll allatokhoz képest (A). Bx
: pron s n e —
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5. abra A Syx13 erés kotodest mutat mind a Vamp7-hez, mind az Ykt6-hoz. A voros nyilak az MBP-Vamp7-et
es az MIBP-Ykt6-ot jeldlik.
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55 kDa 6. Abra Szeretnénk az Ykté

QY — | tartalmu SNARE komplex

szerkezetét feltdrni réntgen-
krisztallografias modszerrel,
amihez megfeleld tisztasagu
SNARE domének elballitasan
dolgozunk. Escherichia coli
baktériumban termelt fehérjeket
affinitas és ioncsere
kromatografias modszerekkel
tisztitottuk.
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3.abra Ket oraval bebabozodas elbtti ecetmuslica larvakban Lamp-Ring rendszert alkalmazva a Lamp1-GFP a krinoszomak membranjan
helyezkedik el (A, sarga nyilak). Ezzel szemben Ykt6 RNSi [arvdkban hidnyzik a Lamp1 gydrlszerd lokalizacioja (B-D), ami fuzios hibara enged

kovetkeztetni. 10 kDa
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Ykt6 lokalizacio évetkeztetések

DAPI, Glue-Red, HA HA-YKE6 — Jelen munka alapjan feltételezhet, hogy az Ykt6 a szekrécids granulumok és a
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lizoszomak fuzidjanak szintjén tolt be szerepet a krinofag folyamat soran, ugyanis
hianya savasodasi es fuzios hibat eredményez a (dglue-flux eés lamp-ring
rendszerekkel veégzett eredmeények szerint. A SNARE fehérje a lizoszomak
membranjaba lokalizaldodva szallitodhat a fuzio helyére, ahol a Syx13-al valo
kolcsonhatasa revéen vehet reszt a fuzios folyamatban. Célunk a projektben Ykt6
tartaimu SNARE komplex szerkezetenek feltarasa rontgenkrisztallografias

modszerrel.
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