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Anticorpi policlonali anti-EDEM 1

Inventia se referd la produsul anticorpi policlonali fata de proteina EDEMI1 (ER-egradation
enhancing a-mannosidase like protein), destinati identificarii proteinei in celule de mamifere in special
de om si soarece.

[n afectiunile neurodegenerative si cele cauzate de stresul reticulului endoplasmic cum ar fi
boala Parkinson, sindromul Alzheimer, diabetul de tip 2 si multe altele, modificarile majore care au
loc la nivel celular sunt legate de: acumularea proteinelor in reticulul endoplasmic si blocarea
functionarii normale a celulei in vederea depasirii starii de stres. Acumularea proteinelor in reticulul
endoplasmic are loc datoritd functiondarii defectuoase a masinariei de degradare a proteinelor care
asigurad indepartarea si degradarea proteinelor incorect pliate din reticulul endoplasmic. in acest caz
celula nu mai poate functiona normal si toate procesele celulare normale sunt atenuate.

Dintre componentele masinariei de degradare a proteinelor, proteina EDEM 1 este una din
proteinele a caror expresie crescuta are ca efect accelerarea degradarii proteinelor incorect pliate.

Proteina EDEMI este o proteina exprimatd constitutiv in toate celulele mamaliene si este
supraexprimata in conditii de stres. Din punct de vedere structural, EDEM 1 este o glicoproteind care
contine un domeniu omolog cu manozidaza, enzima care hidrolizeaza resturile de manoza ale
glicanilor oligomanozidici. Identificarea acestei proteine este favorizata de recunoasterea specifica
prin intermediul anticorpilor policonali.

Anticorpii policonali sunt produsi de celulele B ca raspuns la patrunderea in organism a unui
antigen care declanseaza activarea sistemului imun. Acesti anticorpi pot fi utilizati intr-o gama larga
de tehnici biochimice ca reactiv de diagnostic.

Problema pe care o rezolva aceasta inventie este obtinerea unui produs cu proprietatea de a
reactiona ca anticorp cu antigenele de tipul EDEMI.

Avantajele aplicdrii acestei inventii sunt urmatoarele:

- Anticorpii descrisi in inventie recunosc proteina EDEM|1 forma wild tvpe cat si mutantele

acesteia

- Anticorpii folositi in inventie pot fi utilizati pentru detectia EDEMI1 prin Western blot,

imunoprecipitare si imunofluorescenta

- Anticorpii descrisi in inventie pot fi folositi in diagnosticul starilor de stres la nivel celular

Anticorpii. conform inventiei pot fi obtinuti folosind ca imunogen proteina EDEMI fara
secventa semnal. obtinuta prin expresie in celule bacteriene si purificare prin cromatografie de
afinitate. Pentru obtinerea anticorpilor policonali se pot utiliza metodele conventionale care implica
imunizarea animalelor cu proteina recombinanta obtinuta in bacterii si colectarea serului animalelor

imunizate care contine anticorpii de interes.




R=2010-00gg8-- //
18 -09- 2010 g

Anticorpii descrisi in aceasta inventie pot fi folositi pentru detectia proteinei EDEMI1 din
celule sau extracte celulare ca reactiv de analiza in vederea identificérii proteinei in diferite linii
celulare. Rezultatele obtinute indicd o specificitate ridicatd a anticorpilor fata de proteina EDEMI
supraexprimata, acesti anticorpi fiind validati in comparatie cu anticorpi comerciali fata de secventa
HA adaugata la proteina EDEM]1 si cu alti anticorpi produsi fatd de proteina EDEMI1 descrisi in
literaturd. Anticorpii obtinuti pot fi folositi pentru evidentierea proteinei prin metode biochimice:
Western blot. imunoprecipitare, imunofluorescenta, cu rezultate mai bune fata de anticorpii comerciali.

Anticorpii conform inventiei au urmatoarele proprietati:

-specificitate inalta pentru EDEMT, in conditii reducatoare si nereducatoare;

-capacitate redusa sau absenta de interactie cu celelalte proteine din familia EDEM

Se dau in continuare cinci exemple de realizare a inventiel, in legatura si cu figurile 1-6. care
reprezinta:

- fig. 1. secventa de nucleotide (secventa 1) si aminoacizi {(secventa 2) a proteinei EDEM1:

- fig. 2. secventa de nucleotide a primerilor folositi pentru clonarea EDEMI in vectorul
pHAT2:

- fig. 3. expresia si purificarea proteinei EDEMI din bacterii: a) Expresia proteinei EDEMI in
sistem bacterian: |-standard de masa moleculara. 2-lizat celular neindus cu IPTG (supernatant), 3-lizat
celular neindus cu IPTG (sediment), 4-lizat celular indus cu IPTG (supernatant), 5-lizat celular indus
cu IPTG (sediment). b) Purificarea proteinei EDEMI: 1-standard de masd moleculari. 2-solubilizarea
corpilor de incluziune, 3-proteina solubilizatd legata de rasind, 4-proteina solubilizata nelegata de
coloana, 5-elutie 1 a proteinei de pe coloana cu tampon fosfat cu imidazol, 6-elutie 2 a proteinei de pe
coloana cu tampon fosfat cu imidazol: ¢y Randamentul de purificare al proteinei de interes: 1-standard
de masa moleculara, 2-EDEM - proteina purificata prin cromatografie de afinitate. 3-BSA 2mg/ml,
4-BSA 1.5mg/ml. 5-BSA Img/ml.

- fig. 4. utilizarea anticorpilor pentru identificarea proteinei EDEM | prin Western blotting: a)
Verificarea specificitatii anticorpilor produsi comparativ cu anticorpii descrisi in literatura: 1, 2-
EDEMI transfectat in celule HEK293T (celule embtrionare de rinichi uman) — si respectiv + digestie
cu EndoH- WB anticorpi policonali fata de EDEMI1: 3,4-aceleast probe ca mai sus- WB anticorpi
policonali Stephen High, descrisi anterior in literatura: b) Specificitatea anticorpilor produsi folositi la
diferite concentratii in Western blotting: 1.3- lizat celule HEK 293T care suparaexprima EDEM 1: 2.4-
lizat celule transfectate cu EDEM | digerate cu EndoH- WB a-EDEMI dilutie 1:700 godeurile 1 si 2,
1:500 godeurile 3.4: ¢) Verificarea specificitatii anticorpilor in conditii reducitoare si nereducatoare si
reactia nespecifica intre anticorpii produsi si proteina EDEM 2: 1-HEK 293T control redus, 2-HEK
293T+EDEMI redus. 3-HEK 293 T+EDEMI1 neredus, 4-HEK 293 T+EDEM 2 redus- WB o-EDEM |
dilutie 1:700.

- fig. 5. Utilizarea anticorpilor pentru imunoprecipitrea proteinei EDEM 1: a) Specificitatea
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[P a-EDEM 1. 2-1P a-HA: b) verificarea specificitatii anticorpului atat pentru forma glicozilata a
proteinei cét si pentru forma polipeptidului deglicozilata: 1-celule HEK 293T control, 2-HEK 293T
transfectate cu EDEMI. 3- digestie cu EndoH pentru proteina supraexprimata- [P EDEM1: ¢)
verificarea specificitatii anticorpilor in conditii reducatoare si nereducatoare si reactia nespecifica intre
anticorpii produsi si proteina EDEM 2: |. HEK 293T+EDEM 1 redus. 2. HEK 293 T+EDEM |
neredus, 3. HEK 293 T+EDEM 2 redus

-fig. 6. utilizarea anticorpilor pentru identificarea proteinei EDEM 1 prin imunofluorescenta.

Exemplul 1. Clonareua proteinei EDEM 1 recombinante

Pentru expresia proteinei de interes in sistem bacterian secventa ADN-ului complementar
(secventa 1, Fig. 1) care codifica EDEM]1 (secventa 2. Fig. 1) a fost clonat in vectorul de expresie
pHAT-2. Acest lucru s-a realizat trecand printr-o etapa intermediard de subclonare in vectorul pGEM-
T easy. Astfel. ADN-ul complementar de EDEMI a fost amplificat prin PCR folosind Taq ADN
polimeraza si primeri specifici (0lB-47 si olB-48) carora li s-au adaugat la capatul 5-terminal
situsurile de recunoastere ale enzimelor de restrictie Ncol si respectiv, Sphl (Fig. 2). Sub-clonarea in
vectorul pGEM-T easy s-a realizat folosind kitul pGEM-T Easy Vector System urmand instructiunile
din manualul de utilizare. In etapa urmatoare, plasmidul pGEM-T recombinant a fost supus unor
digestii secventiale cu enzimele de restrictie Ncol si Notl, iar insertul. reprezentand ADN-ul de
EDEMI a fost introdus printr-o reactie de ligare catalizata de enzima T4 DNA ligaza in vectorul
pHAT-2 liniarizat cu enzimele Ncol si Notl. Verificarea eficientei clonarii i a integritatiic ADN-ului
complementar a fost realizatd prin secventierea intregului insert din plasmidul pHAT-2 recombinant.

Exemplul 2. Obtinereu proteinei recombinanie

Pentru obtinerea proteinei recombinante, celulele bacteriene E. coli tulpina BL21 (DE3) RIL,
au fost transformate astfel incat sa exprime in cantitate mare proteina recombinantd. Am utilizat
tulpina de celule BL21 (DE3) RIL deoarece acestea contin ARN de transfer pentru aminoacizi rari, iar
proteina EDEM1 contine un procent ridicat de aminoacizi rari. ADN-ul recombinant a fost introdus in
celule prin permeabilizarea peretelui celular cu clorura de calciu si apoi au fost crescute in mediu de
cultura lichid pentru multiplicare suplimentat cu antibioticul de selectie, in acest caz ampicilina. Pentru
a obtine o cultura cat mai omogena care contine preponderent bacterii care au incorporat plasmidul de
interes. cresterea celulelor se face in mediu de cultura cu antibiotic. Expresia proteinei a fost indusa la
o densitate optica la 600 nm a celulelor bacteriene de 0.6-0.8 prin adaugarea de isopropil-o-beta D
tiogalactopiranozida (IPTG). urmata de cresterea celulelor la temperaturi de 20-25°C timp de 3-6 ore.
IPTG-ul se leaga la represorul operonului /uc i astfel induce expresia genelor reglate de operonul /ac,
in acest caz proteina EDEM 1 in vectorul pHAT 2 care contine operonul /ac.

Celulele care exprimd proteina EDEMI (celule induse) cat si celulele control. crescute e

aceleasi conditii. dar fara adaos de IPTG (celule neinduse). au fost centrifugate. Sedimentul obtjfﬁ 2
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mg/ml). lizozim (Img/mL) si cocktail de inibitori de proteaze fara EDTA. pe gheata. pentru a evita
degradarea proteinei. Tamponul de liza a fost ales astfel incdt sa nu interfere in etapa de legare a
proteinei pe coloana. Supernatantul $i sedimentul obtinute in urma centrifugarii lizatului celular au fost
separate prin electroforeza SDS-PAGE, si a fost stabilita localizarea exclusiva a proteinei EDEMI in
corpii de incluziune. Solubilizarea proteinei din corpii de incluziune a fost facuta cu tampon fosfat la
care a fost adaugata uree in concentratie finala 6-8 M. (Figura 3 a.b)

In etapa de clonare, proteinei de interes i s-a atasat un motiv de 6 histidine (His-tag) care
prezintd afinitate micromolard pentru ioni de nichel sau cobalt. Pe baza acester proprietdti pentru
purificarea proteinei recombinante care include secventa de 6 histidine s-a folosit ragina cu nichel.
Proteina recombinantd a fost purificatd prin cromatografie de afinitate pe coloana Ni-NTA (Ni-
nitroacetic acid). acidul nitracetic avand 4 situsuri de legare a ionilor metalici, este atasat covalent de
suportul solid si are rol de chelator pentru ionii de nichel. L.egarea proteinei pe coloana s-a efectuat la
4°C. timp de 1-3 h, dupa care proteinele legate nespecific au fost indepartate prin spalare cu tampon de
liza. Elutia proteinei de interes a fost facutd cu tampon de liza suplimentat cu imidazol 100-300mM.
Proteina purificata a fost vizualizatd prin colorare cu Comassie-Blue in gel de poliacrilamida in

paralel cu o proteina standard in concentratie cunoscuta. (Fig 3 ¢)
Exemplul 3: Obtinerea anticorpilor anti-EDEM 1

Pentru producerea anticorpilor fata de proteina EDEM 1, proteina purificata a fost injectata la
iepure impreund cu adjuvant Freud raport 1:1 (v/v). Pentru imunizare a fost injectatd o cantitate de
250-1000 pg proteind. la interval de 2-4 saptamani. Am testat specificitatea de recunoastere a
anticopilor prin WB pentru proteina endogena si recombinanta exprimata in celule mamaliene. Dupa
obtinerea unor anticorpi care recunosc proteina recombinanta au fost recoltati cate 5-7ml de ser de la
iepure dupa fiecare imunizare. In continuare serul obtinut a fost folosit pentru a testa anticorpii prin

diferite metode.
Exemplul 4: Utilizarea anticorpilor pentru identificarea proteinei EDEM I prin Western blot

Pentru a determina specificitatea anticorpilor am efectuat un experiment de Western blot in
care a fost verificatd specificitatea anticorpilor pentru proteina EDEM | recombinanta exprimata in
celule mamaliene. Celulele HEK 293T. au fost transfectate pentru a exprima tranzient proteina
EDEM 1 si la 24 de ore dupa transfectie au fost folosite pentru experiment. Lizatele celulare au fost
separate prin SDS-PAGE si proteinele au fost transferate pe membrand de nitroceluloza si in
continuare au fost probate cu anticorpii descrisi in inventie. Drept control pentru anticorpii obtinuti am

folosit un lot de anticorpi primit cadou de la Stephen High, descrisi anterior in literatura. in ﬁgur%/ﬂ

a.b. se poate observa ca anticorpii produsi recunosc proteina EDEMI in probele mentionate majs
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la diferite dilutii ale anticorpilor. Prin digestie cu EndoH. enzima care taie glicanii atagati proteinelor
in compartimentul RE. se observa ca proteina recunoscutd de anticorpi este complet sensibila la
EndoH. deci este o proteind rezidentd in reticulul endoplasmic care nu achizitioneaza structuri
complexe caracteristice pentru aparatul Golgi.

Deoarece proteinele EDEM prezinta un domeniu extins de omologie am efectuat un
experiment pentru a determina reactia nespecifica a anticorpilor obtinuti cu proteina EDEM2. Am
migrat in gel de poliacrilamida lizatele celulelor care exprima endogen sau supraexprima proteina
EDEM?2 sau proteina EDEMI. Membranele au fost imunoblotate cu anticorpii policonali pentru
proteina EDEM1. Se observa ca anticorpii policlonali recunosc specific proteina EDEMI, atat in
conditii reducatoare (+DTT-ditiotreitol) cat si nereducatoare (-DTT) si nu reactioneaza nespecific cu

proteina EDEM2. (Figura 4 ¢)

Exemplul 5: lmunoprecipiturea proteinei EDEMI din celule mamaliene wtilizand anticorpii

policlonali obtinufi

Tehnica de marcare metabolicd a proteinelor este folosita pentru studierea biosintezei,
procesarii si degradarii acestor proteine in celule. Proteinele marcate sunt recunoscute de anticorpi
care interactioneaza specific cu proteina A cuplatd pe rasina de sefaroza. Pe baza acestor reactii
specifice proteinele de interes pot fi separate din lizate celulare totale. Astfel pentru testarea
specificitatii anticorpilor policlonali anti-EDEM1. celulele au fost insdmantate si apoi au fost sau nu
transfectate cu ADN-ul plasmidial ce codifica pentru proteina EDEM1 recombinanta. La 24 de ore de
la transfectie celulele au fost marcate folosind o solutie de aminoacizi cu sulf radioactiv ce sunt
incorporati in proteinele nou sintetizate. Dupa marcare celulele au fost spalate cu PBS si apoi lizate pe
gheata timp de 30 de minute.

Lizatele celulare au fost imunoprecipitate folosind anticorpii obtinuti care leaga specific
proteina de interes, iar complexele antigen anticorp au fost precipitate pe rasind cuplata cu proteina A.
Se observa din figura 5 ca anticorpii recunosc specific proteina EDEM1 transfectatd si proteina

endogena in celulele HEK293T. in conditii reducatoare.

Exemplul 6: Identificarea proteinei EDEMI prin innofluorescentd  folosind anticorpii

policonali anti-EDEM|

Prin imunofluorescentd se poate determina localizarea intracelulard a proteinelor utilizand
anticorpi specifici pentru proteina respectivd in paralel cu o proteina marker pentru un anumit

compartiment celular. Pentru a identifica fluorescent aceste proteine se aplicd a doua reactie antigen-

anticorp. Sunt utilizati anticorpi cuplati cu fluorofori ce emit la diferite lungimi de unda care reCL}{”i@;/_t




A-2010-00988- -
18 -09- 2010

detectatd doar in zonele unde sunt exprimate proteinele folosite pentru colocalizare si de care s-au
legat specific anticorpii.

Pentru a determina specificitatea anticorpilor policonali pentru proteina EDEM1 am utilizat
pentru experiment doua linii celulare. A375, linie de melanom uman nepigmentat si HEK 293T, linie
de celule embrionare de rinichi uman. Celulele au fost insdmantate si crescute 24 de ore pe lamele de
sticla, dupa care au fost sau nu transfectate cu ADN plasmidial sd exprime proteina recombinanta.
Celulele au fost mentinute in prezenta amestecului de transfectie timp de 24 de ore, apoi au fost fixate
cu paraformaldehida 4% (PFA) si in continuare prelucrate pentru experimentul de fluorescenta. Pentru
a determina localizarea intracelulard a proteinei EDEM | am efectuat un experiment de colocalizare cu
doi markeri pentru compartimentele reticul endoplasmic si lizozom.

Din experimentele de imunofluorescenta se poate observa ca anticorpii policlonali obtinuti de
noi recunosc cu mare specificitate proteina recombinanta supraexprimata in celule HEK 293T si A375.
Anticorpii obtinuti recunosc de asemenea si proteina exprimata endogen, dar cu specificitate mai mica.
Localizarea intracelulara a proteinei este preponderent perinucleara si colocalizeaza cu markerul de
reticul endoplasmic calnexina si colocalizeaza partial cu proteina Lamp2, un marker pentru lizozom.

(Figura 6)
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Revendicari

1. Anticorpi policlonali anti EDEMI caracterizati prin aceea ca au specificitate fatd de

regiunea EDEM?2 cu secventa de aminoacizi din figura 1, secventa numarul 2.

2. Anticorpi policlonali anti EDEM1 conform revendicarii |, caracterizati prin aceea cid se

utilizeaza pentru diagnosticul starii de stres la nivel celular.

3. Anticorpi policlonali anti EDEM1 conform revendicarii 1. caracterizati prin aceea ci se

utilizeaza pentru identificarea EDEM1 uman si de soarece.
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FIGURA 1,secv. nr. 1
1 atgcaetggc gagcgcttygr cctggggctyg gtgctgctgce gectcecggoct ccacgcggtyg
61 ctctggttgg tcttcggget ggggcccagce atgggcttct accagcggtt tceccgctcagce
121 ttcggettce agcgcttgas ggaccccgac ggctcggggce cagttggtce gcccggaggco
181 ccggcctgge ttvabpgvb\ aaggcgcgga acggaggggc ggcttgagac cccgccagag
247 Zcgggaccga cgccgggac. gggcgtgtgce ggcccggcegce actggggeta tgecctggge
301 ggcggtggct gcggeoccggas cgagtacgag cggcgchtaca gcggegectt cccgecgcag
361 ctgegtgeccce agatgcgcge cctggcgcgg ggcatgttcg tcecttcocggecta tgacaactac
421 atggcgcacg cctttecgez ggacgagcetc aaccccatct actgcoccgecgyg cocgggggcect
481 gaccgcggag acccttccaa tctgaacatc aatgatgtcc tagggaatta chtctcigact
541 ctggttgatg ccttggatas attgocaata atgggaaatt catccgagtt ccagaaggca
601 gtcaagttag tgatcaaca. tgtttcattt gacaaagatt ccacagtcca ggtcttcgaa
661 gctacgataa gggttctgoa aagcctcectt tcetgctcaca gaataataac tgattccaaa
T2 cageccttito gtgacatgar aattgaggat Tatgataatg aattgttgta catggcecccoat
781 gacttggctyg tgcggetcecer tceccagecttt gaaaacacca agacagggat cccctatcct
g41 cgggrgaatc tgaagacage tgttcctcct gacagcaata atgagacctg cacagcgagg
901 gccgsttcecte tcocectggtggs atttgggatt ctgagccgac tgctggggga ttccacttot
961 gagtgggttg ccagacgagc tgtgaaagcc ctctggaact tocggagcaa cgatacagga
1027 ttattaggca atgttgtgaa catccagaca ggccattggg ttggaaagca gagtggcttg
1081 ggtgctgggce tggacttccectt ctatgagtac ctcttgaaat cttacattct ttttggagaa
1141 aaageagatc tagagatgtt taatgctgcg tatcagagca tccegagcecta cctgcgzaga
1201 ggccgggeag cctgcaatos aggagaagga gacccaccgc tctacgtcaa cgtgaacata
126~ ttcagtgggc agctcatgaa cacctggatt gactcgoctge aggertttctt ccctggacty
1327 caggttctga taggggatg. ggaagatgcec atctgcctac acgecttcta ctatgccata
1381 tgoaagcggt acggggccc ccctgagcge tataactggc aactccaggc ccctgatgtt
1441 ctcttctacce ctcectgegacs agagctagtg gagtccacat atctoctcecta ccaggcaacc
1501 asgaatccct tctacctar tgtacgaatg gacattctgc agagtcttga caaatacacea
5061 aaagtcaaat gtggatatg. tacgctgcat cacgtcatag acaagtctaa agaagaccgg
1621 atggaaagceT tctttotcag cgagacttgce zaatacttgt atctgctatt tgatgaagag
1681 cagtac acaaaltctgs aaccagatac atgtttacaa ctoagggcca tatcatatcet
1741 czaac gtcttcggga attgccttgg aaggaattct tcectctgaaga Tggggagcgy
1807 g"”*daqagg aaaagtttgT acacagacct aagtctcagg agctcagagt cattaactcc
186. ctaatt gtaatcgtg: tcctgatgag aggagatact ccttgeccit aaagagceatc
1921 tgcgce agatcgacce gatgattgge ttgatttga
secv. nr. 2
e 20 30 40 5C 60
MOWRALVLGL VLLRLGLHAV LWLV>GLGPS MGEYQRFPLS FGFORLRDPD GSGRPVGPPGG
70 80 990 100 110 120
PAWLLERPRRG TECRLETPPE PGPTEGPGVC GPAHWGYALG GGGCGPDEYE RRYSGAFPPQ
13¢C 140 150 160 170 180
LRAODMRDLAR CGMrVEFGYDNY MARACPODEL NPIYCRGRGP DRGDPSNLNI NDVLGNYSLT
190 200 210 220 230 240
LVDALDTLAL MGNSSEFQKA VKLVINTVSE DKDSTVQVEE ATIRVLGSLL SAERITITDSK
250 260 270 280 290 300
QPFGCDMT =D YDNELLYMAH DLAVRLLPAF ENTKTGIPYP RVNLKTGVPP DSNNETCTAG
3.0 320 330 340 350 360
AGSLLVEFGT LSRLLGDSTE EWVARRAVKA LWNLRSNDTG LLGNVVNIQT GHWVGKQSGL
370 380 39C 400 410 420
GAGLDSFEYEY LLKSYILFGE KEDLEMENAA YQOSIQSYLRR GREACNEGEG DPPLYVNVNM
430 440 450 460 470 480
FSGOULMNTWI DSLQAFFPGL OQVLIGDVEDA ICLEAFYYAI WKRYGALPER YNWQLCAPDV
490 500 510 520 530 540
LEYPLRPELV ESTYLLYQAT KNPEYI,HVGM DILQSLEXKYT KVKCGYATLH HVIDKSKEDR
550 560 570 580 590 600
MESFFLSETC KYLYLLFDEE NPVHESGTRY MEFTTEGHITS VDKRLRELPW KEFEFSEDGER
610 620 ©30 640 650
DOQEEKEVARY KSQELRVINS SSNCNRVPDE RRYSLPLKSI YMRQIDOMVG LT
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FIGURA 2
ser.s: 5" -GATTCCATGGGCITCGGCTTCCAGCGECTTGAG (Ncol)
Antisens: 5’ - GATTCCATGCTCAAATCARAGCCAACCATCTGGTCG (Sphl)
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FIGURA 6

Celule HEK 293T control

Celule HEK 293T control, colocalizare EDEM 1 endogen cu CNX

Celule HEK 293T control. colocalizare EDEM1 endogen cu Lamp2

Celule HEK 293T transfectate cu EDEM 1

Celule HEK 293T transtectate cu EDEM 1 colocalizare cu CNX
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Celule HEK 293T transfectate cu EDEM 1 colocalizare cu Lamp?2

Celule A375 control

Celule A375 control. colocalizare EDEM 1 endogen cu CNX

Celule A375 control, colocalizare EDEM1 endogen cu Lamp?2

Celule A375 transfectate cu EDEM 1

Celule A375 transfectate cu EDEM 1 colocalizare cu CNX

Celule A375 transtfectate cu EDEM 1 colocalizare cu Lamp 2
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