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Inventia se refera la anticorpi policlonali anti EDEM3 (ER degradation-enhancing
mannosidase-like protein), destinati diagnosticarii stresului la nivel celular.

EDEMS3 este o glicoproteina rezidenta in reticulul endoplasmatic (RE), implicata in
calea de degradare asociata reticulului endoplasmatic. Ea face parte din familia glicozil
hidrolazelor GH (47), care cuprinde a-1,2 RE manozidaza |, a-1,2 Golgi manozidaza |A, IB
si IC si cele trei proteine rezidente in RE, EDEM1, EDEM2 si EDEM3. Rolul acestor proteine
in reticulul endoplasmatic nu este pe deplin cunoscut.

Proteina EDEM3 difera fata de ceilalti 2 membri ai subfamiliei EDEM (EDEM1 si
EDEM2) prin faptul ca prezintd in plus un domeniu asociat proteazelor cu functie
necunoscuta, si un semnal de retentie KDEL.

in domeniu sunt cunoscuti anticorpii comerciali anti-EDEMS3 ce provin de la Sigma-
Adrich avand secventa imunogena corespunzatoare secventei de aminoacizi 470-485, 869-
882 si 869-8825 de EDEM3 uman (http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/SIGMA/
E8906/lang=en&region=RO).

in documentul a Soluble EDEM Homolog, Enhances Glycoprotein Endoplasmic
Reticulum associated Degradation and Mannose Trimming* THE JOURNAL OF BIOLOGICAL
CHEMISTRY VOL. 281, NO. 14, pp. 9650-9658, April 7, 2008, Kazuyoshi Hirao si colab.
(http://www.uniprot.org/uniprot/Q92611), se descrie faptul ca acest control al calitatji in reticulului
endoplasmatic garanteaz& ca numai proteinele pliate sunt retinute in celule prin intermediul
unor mecanisme ce recunosc si indeparteaza proteinele pliate eronat sau neasamblate, intr-un
proces denumit degradarea reticulului endoplasmatic - asociate (ERAD). Anterior, s-a clonat
EDEM (ER degradation-enhancing a-mannosidase-like protein) si s-a aratat ca accelereaza
ERAD a glicoproteinelor pliate eronat.

Problema pe care o rezolva inventie este de a obtine anticorpi policlonali anti-EDEM3.

Anticorpii policlonali anti-EDEM3 inlatura dezavantajele de mai sus prin aceea ca au
specificitate faté de regiunea trunchiata solubila a proteinei EDEM3 cu secventa de amino-
acizi din fig. 1, Secv. Nr. 2.

Prin aplicarea inventiei se obtin urmatoarele avantaje:

- anticorpii policlonali descrisi in acest brevet de inventie recunosc specific proteina
EDEMS3, atat proteina transfectata cu plasmida pTriEx-EDEMS3, cat si cea endogena;

- anticorpii obtinuti pot fi folositi pentru evidentierea proteinei EDEMS3 cu o specifi-
citate mai mare fatd de cea a anticorpilor anti EDEM3 comerciali, prin faptul ca acestia nu
recunosc nespecific si alte proteine din lizatele celulare folosite;

- anticorpii descrigi in acest brevet de inventie pot fi folositi in diverse tehnici cum ar
fi. Western blotting, imunoprecipitare, imunofluorescenta;

- folosirea anticorpilor descrigi in acest brevet de inventie in tehnici de biologie
celulara poate contribui la descoperirea unor noi parteneri de interactie ai proteinei EDEMS3,
iar aceasta poate duce la elucidarea mecanismelor prin care proteina EDEMS3 participa la
degradarea altor proteine depliate.

Anticorpii conform inventiei pot fi obtinuti folosind un fragment din ADNc al acestei
proteine (aa 47-225), donat in vectorul de expresie pHAT-2 care a fost exprimat in sistem
procariot. Fragmentul din proteina EDEM3 recombinanta prezinta 6 histidine in capatul N-ter-
minal ce pot fi folosite pentru purificarea proteinei prin cromatografie de afinitate pe rasina
de Ni-NTA. Pentru obtinerea acestor anticorpi se pot face imunizari repetate ale animalului
cu proteina recombinanta 6His-EDEM?3.

Anticorpii descrisi in aceasta inventie pot fi folositi pentru identificarea proteinei
EDEMB3 supraexprimata in celule A375 (celule de melanom uman nepigmentat-amelanotice),
HEK 293 T (celule embrionare de rinichi uman) si HUH7 (celule de hepatom uman), prin
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transfectia vectorului pTriEx-EDEMS3, cét si proteina EDEM3 exprimata constitutiv de aceste
celule. Proteina poate fiidentificata prin Western Blot, imunofluorescenta siimunoprecipitare.
Rezultatele obtinute au aratat faptul ca, prin Western Blot, poate fi identificata atat proteina
EDEMS3 supraexprimata, cat si cea endogena ca o banda distincta la aproximativ 100 kDa
care isi modificd mobilitatea electroforetica in urma tratamentului cu endoglicozidaza H
(endoH). Prin imunofluorescenta se poate identifica proteina EDEM3 supraexprimata, cat si
proteina EDEM3 endogena. Aceasta prezinté o distributie clara in reticulul endoplasmatic,
lucru demonstrat prin colocalizarea cu calreticulina si calnexina, proteine ce sunt folosite
adesea ca marker de RE. Prinimunoprecipitare poate fi detectata proteina EDEMS3 transfec-
tata, cat si cea exprimata constitutiv in celule cu o specificitate ridicata. Pentru validarea
specificitatii anticorpilor, au fost testati prin comparatie cu anticorpii comerciali anti-EDEM3
ce provin de la Sigma.

Anticorpii conform inventiei au urmatoarele proprietati: specificitate inaltd pentru
EDEMS glicozilat si neglicozilat, capacitate redusa sau absentd de interactie cu celelalte
proteine din familia EDEM, EDEM1 si EDEM2.

in continuare se prezinta 9 exemple de realizare a inventiei, in legatura cu fig. 1...9,
ce reprezinta:

- fig. 1 - secventa de nucleotide (Secv. Nr. 1) si aminoacizi (Secv. Nr. 2) a proteinei
recombinante pHAT-2-EDEMS;

- fig. 2 - secventa primerilor folositi pentru donarea proteinei recombinante pHAT-2-
EDEMS;

- fig. 3 - analiza SDS-PAGE pentru verificarea expresiei in sistem bacterian, si
purificarea prin cromatografie de afinitate a proteinei pHAT-2-EDEMS;

1 - marker de masa molecularg; 2 - proteinele solubile din supernatant, in urma
sonicarii; 3 - proteinele solubile care nu s-au legat de rasina de agarozg; 4-5 - spalari; 6-7 -
eluatul ce contine proteina EDEMS purificatd; 8 - proteinele solubile care au ramas prinse
de rasina in urma elutiei de pe ragina de agaroza.

Proteinele separate prin SDS-PAGE au fost colorate cu Coomassie blue. Analiza prin
electroforeza in mediu denaturant indica prezenta proteinei EDEM3 la masa corespun-
zatoare (aproximativ 30,7 kDa), in urma purificarii proteinei prin cromatografie de afinitate;

- fig. 4 - verificarea proteinei pure prin Western Blot cu anticorpi anti-His.

Analiza SDS-PAGE a proteinelor pHAT-2-EDEM3 si pHAT-2-EDEM1 in urma
purificarii prin cromatografie de afinitate. in liniile 1, 2 si 3 din fig. 4 a fost incarcata in gel de
poliacrilamida proteina pHAT-2-EDEMS3 in urma purificarii, in liniile 2 si 3 au fost facute 2
dilutii ale proteinei, respectiv, 1/5 si 1/15. in liniile 4 si 5 a fost incarcata proteina pHAT-2-
EDEMA1. Proteinele au fost separate prin SDS-PAGE si apoi transferate pe membrana de
nitroceluloza, apoi detectate utilizdnd anticorpii anti-HIS in dilutie 1/3000 (provin de la
Sigma);

- fig. 5 - analiza SDS-PAGE a proteinei EDEM3 in urma etapei de dializa in PBS:

1 - proteina purificata prin cromatografie de afinitate de pe rasina de agaroza; 2 - proteina
purificatd obtinuta in urma etapei de dializa in PBS;

- fig. 6 - analiza SDS-PAGE a probelor prelevate in urma concentrarii proteinei
EDEMS prin liofilizare;

1- marker de masa molecularg; 2-3 - proteina obtinuta in urma elutiilor; 4-5 - proteina
obtinuta in urma elutiilor, si apoi supusa procesului de concentrare prin liofilizare;

- fig. 7 - utilizarea anticorpilor pentru identificarea proteinei EDEM3 prin tehnica
Western Blotting. Pentru caracterizarea anticorpilor anti EDEM3 s-a facut Wester blot in care
s-au folosit anticorpii acestei inventii. Experimentul s-a realizat pe celule HEK293 (celule
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embrionare de rinichi uman) transfectate cu EDEMS, si celule HEK293 care nu au fost
transfectate. Apoi au fost digerate cu enzima endoglicozidaza H (EndoH) pentru a urmari
modificarea compozitiei glucidice a proteinei EDEM3, atunci cand trece din lumenul RE in
aparatul Golgi. Proteinele prezente in lizatele celulare au fost separate prin SDS-PAGE, apoi
transferate pe membrane de nitroceluloza si detectate cu anticorpii prezentati in acest brevet
de inventie;

- fig. 8 - marcarea radioactiva a proteinei EDEM3 cu [*°S] metionina/cisteina.

n acest experiment s-au folosit celule aderente HEH 293 T (celule embrionare de
rinichi uman) care nu au fost transfectate, pentru a putea detecta proteina EDEM3 endogena
si celule HEH 293 T care au fost transfectate cu proteina pTriEx-EDEMS.

in fig. 8a este prezentatd marcarea cu [*°S] a celulelor transfectate cu plasmida
pTriEx-EDEMS3, si imunoprecipitarea cu anticorpii descrisi in acest brevet de inventie in trei
dilutii diferite. Analiza s-a realizat prin SDS-PAGE si autoradiografierea in conditii
reducatoare.

in fig. 8b este reprezentatd marcarea cu [*°S] a celulelor transfectate cu plasmida
pTriEx-EDEMS (liniile 1 si 2), marcarea cu [*°S] a celulelor netransfectate (liniille 3 si 4) si
imunoprecipitarea cu anticorpii anti-EDEMS3 descrisi in acest brevet.

in fig. 8c este reprezentatd marcarea cu [*°S] a celulelor transfectate cu plasmida
pTriEx-EDEMS (liniile 1 si 2), marcarea cu [*°S] a celulelor netransfectate (liniile 3 si 4) si
imunoprecipitarea cu anticorpii anti-EDEM3 produsi de firma Sigma. Aceasta comparatie s-a
realizat pentru a determina specificitatea anticorpilor descrisi in acest brevet, in comparatie
cu anticorpii existenti pe piata.

in fig. 8¢, se observa ca anticorpii produsi de firma Sigma recunosc nespecific
proteine pe care anticorpii acestui brevet de inventie nu le recunosc (proteine marcate cu
sageata in fig 8c). Scopul acestui experiment a fost de a analiza specificitatea anticorpilor
descrigi pe celule care au fost transfectate cu plasmida pTriEx-EDEM3 si pe celule care
exprima constitutiv aceasta proteina. Din fig. 8b se observa c& anticorpii acestei inventii
recunosc specific atat proteina transfectata in celule, cat si proteina endogena, diferenta fiind
datd de o recunoastere mai slaba a proteinei endogene. Se mai poate observa ca atét in
celule transfectate, cat si in celule netransfectate cu plasmida pTriEx-EDEM3, anticorpii nu
recunosc decéat proteina de interes in comparatie cu anticorpii comerciali (Sigma) ce
recunosc nespecific si alte proteine. In aceste trei experimente a fost realizata digestia cu
endoglicozidaza H (EndoH) deoarece, prin digestia cu aceasta enzima a partii glucidice a
glicoproteinei, a fost urmarita modificarea compozitiei glucidice a proteinei EDEM3, atunci
cand aceasta trece din lumenul reticulului endoplasmatic in aparatul Golgi. Acest lucru
serveste drept control pozitiv pentru determinarea pozitiei de migrare electroforetica a
polipeptidului deglicozilat;

- fig. 9 - utilizarea anticorpilor pentru identificarea proteinei EDEM3 prin imuno-
fluorescents;

- fig. 9 a - colocalizarea intracelulara a proteinei EDEM3 cu calreticulina (Crt) in celule
A375 transfectate cu plasmida pTriEXEDEMS3.

Celule A375 transfectate cu plasmida pTriEx-EDEMS3 au fost fixate, permeabilizate
apoi marcate cu anticorpi anti-EDEMS3 si anticorpi anti-Calregulina - marker de RE. Anticorpii
secundari folositi au fost: Alexa Fluor 488 (EDEMS3) si Alexa Fluor 594 (Crt). Pentru
vizualizarea nucleilor s-a folosit DAPI;

- fig. 9b, 9c - colocalizarea intracelulara a proteinei EDEM3 cu calnexina (CNX) in
celule HUHY (fig. 9b) si celule HUHY transfectate cu plasmida pTriEx-EDEM3 (fig. 9c).
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infig. 9b, celulele HUH7 au fost fixate, permeabilizate apoi marcate cu anticorpi anti-
EDEMBS si anti-calnexina. Anticorpii secundari folositi au fost AlexaFluor 488 (EDEM3) si
AlexaFluor 594 (CNX). Pentru vizualizarea nucleilor s-a folosit DAPI.

in fig. 9¢c, celulele HUH7 transfectate cu plasmida pTriEx-EDEM3 au fost fixate,
permeabilizate apoi marcate cu anticorpi anti-EDEMS si anticorpi anti-calnexina. Anticorpii
secundari folositi au fost AlexaFluor 488 (EDEM3) si AlexaFluor 594 (CNX). Pentru vizualiza-
rea nucleilor s-a folosit DAPI. In aceste doua figuri se observa ca proteina EDEM3 colocali-
zeaza cu calnexina, fapt care demonstreaza ca localizarea intracelulara a proteinei este in
reticulul endoplasmatic. Anticorpii descrisi in acest brevet de inventie recunosc specific atat
proteina transfectatd, cat si proteina endogena.

in fig. 9d, celulele HUH7 transfectate cu plasmida pTriEx-EDEM au fost fixate,
permeabilizate, apoi marcate cu anticorpi anti-EDEM3 si anticorpi anti-EEAIl (Early
Endosome Marker). Anticorpii secundari folositi au fost AlexaFluor 488 (EDEMS3) si
AlexaFluor 594 (EEAI). Pentru vizualizarea nucleilor s-a folosit DAPI. Se observa in aceasta
figura ca proteina EDEM3 nu colocalizeaza cu EEAI, asa cum era de asteptat datorita
localizarii intracelulare diferite.

in fig. 9e, celulele HUH7 transfectate cu plasmida pTriEx-EDEM3 au fost fixate,
permeabilizate, apoi marcate cu anticorpi anti-EDEMS3 si anticorpi anti RAB7. Anticorpii
secundari folositi au fost AlexaFluor 488 (EDEM3) si AlexaFluor 594 (RAB7). Pentru
vizualizarea nucleilor s-a folosit DAP1. Se observa in aceasta figura ca proteina EDEMS3 nu
colocalizeaza cu RAB7, asa cum era de asteptat, datorita localizarii intracelulare diferite.

in fig. of celulele HUH7 transfectate cu plasmida pTriEx-EDEM3 au fost fixate,
permeabilizate, apoi marcate cu anticorpi anti-EDEM3 si anticorpi anti-LAMP2 (Lysosome
Marker). Anticorpii secundari folositi au fost AlexaFluor 488 (EDEM3) si AlexaFluor 594
(LAMP2). Pentru vizualizarea nucleilor s-a folosit DAPI. Se observa in aceasta figura ca
proteina EDEMS3 nu colocalizeaza cu LAMP2, asa cum era de asteptat, datorita localizarii
intracelulare diferite.

Exemplul 1. Clonarea EDEM3 recombinant

ADN-ul complementar (secventa 1, fig. 1) utilizat pentru realizarea expresiei proteinei
EDEMS (secventa 2, fig. 1) in sistem bacterian a fost clonat in vectorul pHAT-2. in urma
activarii promoterului inductibil T7 din vector, este sintetizata proteina recombinantd EDEM3
care contine la capéatul N terminal sase histidine. Astfel, ADN-ul complementar a fost
amplificat prin PCR folosind Taq ADN polimeraza (New England Biolabs), folosind primeri
specifici, carora li s-au adaugat la capatul 5'-terminal situsurile de recunoastere ale enzimelor
de restrictie BamHlI si, respectiv, Notl (fig. 2). Ampliconul a fost supus digestiei cu enzimele
BamHI si Notl, urmatad de o noua purificare folosind kitul DNA Gel extraction (Qiagen).
Clonarea in vectorul pHAT2 liniarizat prin digestia cu aceleasi enzime de restrictie s-a
realizat printr-o reactie de ligare, urmata de transformare in bacteriile E. coli XL1-Blue. ADN-
ul extras din clona pozitiva a fost in continuare supus digestiei enzimatice cu enzima BsrGl,
urmata de electroforeza. Fragmentul de ADN care contine vectorul, primele 676 de perechi
de baza si ultimele 161 pb din EDEMS, a fost purificat prin extractie din gel si recircularizat
prin reactia de ligare, urmata de transformare in bacteriile E. coli XL1-Blue. Intregul insert
a fost secventiat pentru verificarea fidelitatii reactiei de PCR si a cadrului de citire.

Exemplul 2. Obtinerea expresiei proteinei EDEM3 recombinante in sistem procariot

Pentru obtinerea proteinei recombinante au fost parcurse doua etape: expresia si
purificarea proteinei EDEM3 recombinante.

Proteina utilizatd in acest studiu a fost proteina pHAT-2-EDEM3, si reprezinta
secventa de aminoacizi 47-225 din gena EDEMS3. Strategia de donare a genei ce codifica
pentru EDEMS3 este prezentata la exemplul 1.
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Testele de optimizare a expresiei au vizat principalii parametrii care influenteaza
expresia proteinelor in sistem procariot: temperatura, timpul de inductie, tipul celulelor si
concentratia de inductor, B-D-izopropil-tiogalactozid (IPTG). Conditiile optime de expresie
au fost cresterea celulelor BL21(DE3) (a fost aleasa aceasta linie celulara deoarece contine
gena pentru T7 ARN polimeraza) la temperaturi cuprinse intre 30 si 37°C, si 150...250 rpm,
pana ladensitatea optica ce este cuprinsaintre 0,5 si 0,7 nm. Celulele au fostinduse cu IPTG
in concentratii cuprinse intre 0,4 si 0,8 mM, timp de 4...6 h. Celulele obtinute au fost resuspen-
date in tampon de extractie care contine: tampon fosfat de potasiu 50 mM, NaCl 300 mM,
si 20 mM imidazol, pH 7. In acest tampon s-au ad&dugat inhibitori de proteaze, DNA-z&
(50 pg/ml) si lizozim (1 mg/ml), si au fost incubate 30 min pe gheata. Celulele resuspendate
in vederea eliberarii continutului celular au fost supuse lizei cu ajutorul unui aparat (sonicator
Bandelin Electronic) 10 s, putere 70%, 7 cicluri. Omogenatul obtinut din aceste celule a fost
centrifugat la 14000 x g, 30 min, la 4°C. In urma acestei centrifugari s-a separat extractul
continand proteinele solubile. Proteina EDEMS a fost vizualizata prin SDS-PAGE in fractia
solubil3, fractie care afost folosita ulterior la etapa de purificare prin cromatografie de afinitate.
Proteinele exprimate in vectorul de expresie pHAT-2 sunt fuzionate cu o oligopeptida formata
din 6 resturi de histidina la capatul N-terminal al proteinei, si pot fi astfel purificate aproape
omogen prin cromatografie de afinitate pe rasina chelatata cu NiZ*. in fig. 3 se prezinta etapele
purificarii. Datele finale optime pentru expresia si purificarea proteinei EDEMS3 au fost folosite
in continuare pentru obtinerea unor cantitati mai mari de proteina purificata.

Exemplul 3. Verificarea proteinei pure prin tehnica Western Blot folosind anticorpi
anti-His

Proteina purificata a fost verificata prin tehnica Western Blot folosind anticorpi anti
His (Sigma), deoarece proteina EDEM3 a fost clonata in vectorul de expresie pHAT-2 (fig. 4).

Aceasta verificare s-a facut prin migrarea probele prelevate pe parcursul etapelor de
expresie si purificare, si anume: supernatantul in urma sonicarii (neindus cu IPTG - luat drept
control negativ), fractia insolubild obtinuta in urma sonicarii (fara IPTG), fractia solubila
obtinuta in urma sonicérii (indus cu IPTG),) si in urma purificarii proteinei (proteinele din
fractia solubila care au ramas nelegate de rasina), eluatul obtinut in urma elutiei cu diferite
dilutii de IPTG si proteind pHAT-2-EDEMI purificatd (drept control pozitiv) in dilutie 1/5,
proteina pHAT-2- EDEM1 purificata (drept control pozitiv) in dilutie 1/15. Detectia proteinelor
s-a realizat cu ajutorul anticorpilor anti-HIS (care provin de la Sigma). Din fig. 4 se observa
ca anticorpii anti-His se leaga specific de cele doua proteine EDEM3 si EDEM1. Din acest
experiment rezultd c& proteina obtinuta in urma purificarii prin cromatografie de afinitate este
proteina 6His - EDEM3.

Exemplul 4. Dializa proteinei in tampon fosfat salin (PBS)

Proteina pHAT2-EDEM3 a fost dializata fata de tampon fosfat salin cu pH 7,4, pentru
indepartarea imidazolului adaugat la eluarea proteinei de pe rasina de agaroza si a sarurilor.
Dializa s-a realizat in pahar erlenmeyer de 3 |, care a fost umplut cu solutie PBS. Proteina
a fost mutata in saci de dializa, in membrane impermeabile pentru proteine, dar permeabile
pentru substante neproteice. Dializa se poate face la temperaturi de 4...10°C, cu schimb la
fiecare ora. Proteina obtinutd in urma dializei a fost analizatd prin metoda Bradford, de
determinare a proteinei totale, si vizualizata prin SDS-PAGE in fig. 5.

Exemplul 5. Concentrarea proteinei recombinante prin liofilizare

Fractiile de eluat culese la etapa de purificare prin cromatografie de afinitate au fost
analizate pentru determinarea concentratie de proteina prin citirea absorbantei la 595 nm
prin metoda Bradfourd. Acesta analiza a fost necesara datorita faptului ca, pentru obtinerea
anticorpilor policlonali anti-EDEM3, a fost nevoie de o concentratie a proteinei de 2 mg/ml.
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Proteina a fost stocata in prealabil in tuburi Eppendorf de 1,5 ml, 1a-85°C, si transfe-
rata rapid in aparatul de liofilizare, unde a fost Iasatd aproximativ 2 h. Metoda presupune
transformarea directa din gheata in vapori, si se realizeaza la temperatura mica (-50... -55°C)
si vid. Scopul folosirii acestei metode a fost de a obtine produsi usor solubili in apa, care sa
aiba aceleasi caracteristici ca produsul original dupa aditia apei. Dupé expirarea timpului de
incubare, tuburile au fost scoase si proteina afost resuspendaté in apa pura, pentru a ajunge
la volumul de 2 mg proteina/500 ul.

Proteina a fost vizualizata prin SDS-PAGE pentru a verifica proteina in urma etapei
de concentrare prin liofilizare (reprezentat in fig. 6, liniile 1 si 2).

Exemplul 6. Obtinerea anticorpilor anti-EDEM3

Dupa obtinerea proteinei recombinante pure, s-au realizat 1...8 imunizari, primele 3
imunizari au fost facute cu 1 mg de proteina pura, si urmatoarele imunizari, cu 500 ug de
proteind EDEM3 pura. Pentru un raspuns imun cat mai bun, s-a folosit adjuvant Freund
incomplet pentru primaimunizare, si adjuvant Freund complet pentru urmatoarele imunizari.
Volumul final al amestecului a fost de 1 ml pentru primele trei imunizari 500 pl proteina +
500 pl adjuvant (1 mg proteind) si urmatoarele 4 imunizari din 250 ul proteina + 250 pl
adjuvant (500 ug proteind). Amestecul de imunizare a fost injectat subcutanat la iepure, in
urma recoltarii serului preimun folosit drept control negativ. Dupa fiecare imunizare s-a
recoltat sdnge pentru verificarea raspunsului imun si pentru testarea titlului anticorpilor
(fig. 7). Dupa obtinerea unui titru constant de anticorpi, iepurele a fost sangerat, si serul
obtinut in urma centrifugarii a fost alicotat in tuburi eppendorf de 1,5 ml sterile si pastrate la
-85°C. Verificarea serului a fost realizata prin tehnica Western blot, imunofluorescenta si
imunoprecipitare, si in comparatie cu anticorpii comerciali existenti anti-EDEM3 (ce provin
de la Sigma).

Exemplul 7. Utilizarea anticorpilor pentru identificarea proteinei EDEMS3 prin tehnica
Western Blotting

Tehnica western blot (sau imunoblot) este o analiz& folositéd pentru detectia unei
anumite proteine dintr-un amestec de proteine provenind de la o proba de tesut sau un lizat
celular. Proteinele separate prin electroforeza sunt transferate din gel pe 0 membrana de
nitroceluloza sau poliviniliden fluorid (PVDF), unde sunt detectate cu ajutorul anticorpilor
specifici.

Pentru identificarea proteinelor de interes (EDEM3) cu anticorpi specifici, gelurile au
fost transferate pe membrane de nitroceluloza. Transferul pe suport lichid al proteinelor din
extractele celulare separate prin SDS-PAGE este o metoda care permite evidentierea si
caracterizarea lor ulterioara cu anticorpi marcati chimic. Detectia proteinelor de interes s-a
facut dupa cum urmeaza:

- membranele au fost incubate cu solutii de anticorpi primari anti EDEM3 in 5% lapte
degresat in PBS, timp de 1 h, cu agitare. A urmat etapa de spalare a excesului de anticorpi
cu solutie PBS + Tween 20 0,2% (6 spalari timp de 10 min).

Anticorpii secundari au fost folositi in mod similar: anticorp secundar antiiepure
conjugat cu HRP dilutie 1:10000 sau 1:30000. Membranele au fost spalate si incubate 1 min
cu reactivii ECL din kit, invelite in folie si puse in contact cu filmul fotografic, pentru detectie.

Exemplul 8. Marcarea radioactivd a proteinei EDEM3 cu [*°S] metionind/cistein&

Marcarea metabolica a celulelor s-a facut cu scopul de a identifica apoi calea pe care
0 urmeaza in celuld proteina EDEMS3 care a fost marcata la intervalul de 20 de min. Prin
incorporarea aminoacizilor cu cisteina si metionina care contin un atom de [*S], polipeptidul
in curs de sinteza devine “marcat” radioactiv si poate fi vizualizat prin autoradiografie.
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S-aufolosit celule HEK 293 T (celule embrionare de rinichi uman), care au fost cultivate
in mediu RPMI 1640 suplimentat cu ser fetal de vitei 10%, 50 U/mL penicilina si 50 mg/mL
streptomicind, si mentinute la 37°C cu 5% CO,. Celulele HEK 293 T au fost transfectate
folosind polietilenimina (PEI) ca reactiv de transfectie. La 24 h dupa transfectie celulele au
fost resuspendate in mediu RPMI 1640 fara cisteina si metionina, continand 1% ser fetal
inactivat, timp de 1 h, la 37°C. Apoi s-arealizat marcarea proteinelor in curs de sinteza (puise)
cu [*S] metionina/cisteina, timp de 20 min, la 37°C. Imediat dupa puise, celulele au fost
spalate cu PBS rece, si apoi lizate in tampon HEPES/CHAPS (50 mM HEPES, pH=7.,5, 2%
CHAPS, 200 mM NaCl si 0,5% inhibitori de proteaze), timp de 30 min, pe gheata. Lizatele
celulelor marcate radioactiv au fost transfectie, celulele au fost resuspendate in mediu RPMI
1640 fara cisteina si metionina, continand 1% ser fetal inactivat, timp de 1 h, la 37°C. Apoi
s-a realizat marcarea proteinelor in curs de sinteza (puise) cu [*°S] metionina/cisteina, timp
de 20 min, la 37°C. Imediat dupa puise, celulele au fost spalate cu PBS rece, si apoi lizate
in tampon HEPES/CHAPS (50 mM HEPES, pH=7,5, 2% CHAPS, 200 mM NaCl si 0,5%
inhibitori de proteaze), timp de 30 min, pe gheata. Lizatele celulelor marcate radioactiv au
fost centrifugate si supernatantele au fost incubate peste noapte, la 4°C, cu agitare cu anti-
corpii anti-EDEMS3 descrigi in aceasta inventie, sau anticorpii anti-EDEM3 (Sigma) (fig. 8b,
Liniile 1, 2, 3, 4) si 30 pl proteind A Sepharose in suspensie. Proteina EDEM3 a fost eluata
in tampon de incarcare al probelor ce contine SDS 2% si 0,5 M DTT (conditii reducatoare).
Probele au fost migrate in gel de poliacrilamida 12% si analizate prin autoradiografie. Anticorpii
anti-EDEMS3 au fost folositi in dilutia 1/50, 1/100 si 1/500. S-au folosit si celule netransfectate
pentru detectia proteinei EDEM3 endogena atat in cazul incubarii cu anticorpii descrisiin acest
brevet de inventie, cat si in cazul folosirii anticorpilor comerciali.

Exemplul 9. Localizarea intracelulard a proteinei EDEMS3 prin microscopie de
imunofluorescenta

Celulele utilizate Tn experiment sunt celule aderente ce cresc in monostrat la supra-
fata de crestere a recipientelor de cultura. Celulele au fost I&sate in incubator peste noapte,
pentru a permite atasarea lor de suprafatd. A doua zi celulele au fost transfectate cu
proteinele pTriEx-EDEMS3 si pTriEx-EDEMI si, in aceeasi placa, am schimbat mediul celulelor
netrasfectate, apoi celulele au fost incubate pana ziua urmatoare. La finalul timpilor de incu-
bare, celulele au fost fixate cu paraformaldehida 4% (PFA), 15 min, si permeabilizare cu
Triton X-100. Celulele au fost incubate cu anticorpii primari (iepure anti EDEMS3, descrisi in
acest brevet, folositi in dilutia de 1/100), capra anti Calnexina (Santa Cruz), soarece anti
LAMP2 (Santa Cruz), soarece anti EEAI (BD Biosciences), capra anti RAB7 (Santa Cruz),
capra anti Calregulina (Santa Cruz, diluati in PBS 1/200), apoi incubate cu anticorpii secun-
dari. La final celulele au fost spalate si montate in mediu de vizualizare cu DAPI. Vizualizarea
celulelor in fluorescenta a fost realizaté la microscopul Nikon Eclipse EG00.
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Revendicari

1. Anticorpi policlonali anti-EDEMS3, caracterizati prin aceea ca au specificitate fata
de regiunea truncata, solubila, a proteinei EDEM3, cu secventa de aminoacizi din fig. 1,
Secv. Nr. 2.

2. Anticorpi policlonali anti-EDEM3, conform revendicarii 1, caracterizati prin aceea
ca se utilizeaza pentru diagnosticul starii de stres la nivel celular.

3. Anticorpi policlonali anti-EDEMS3, conform revendicarii 1, caracterizati prin aceea
ca se utilizeaza pentru identificarea EDEM3 uman si de soarece.
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secventa |

EDEM3 cDNA

1 TGAGCRAAG CCGGUGGCTG CCGGGGCTET GGGETGCCGGE TCCCCCAGCG AGCGTCATGE
61 AGCCTGLTEE CAGCGACGGT CGCGCTCTET CTGETETTEGE CCACETCLGT GTGCACGGCA
121 GGGGCCGCGC CCATGAGTAG GGAAGAGAAG CAGAAGCTTG GARATCARGT CCTGGABATG
18l TTTGATCATG CTTATGHLCAR CTATATGGAR CATGUCTACC CAGCTGATGA GUTCATGCCT
241 TTRACCTGCC GGGECLCETET CAGAGGUCAG GRAGUCCAGCC GGGEGUGATET GGATGACGCC
301 TTGLGARAGT TTTCCCTAAC ACTGATTGAT TCTTPGEEACH CTICTTETGGET ATTAARACAAR
361 ACTARGGART TTGAAGATGC TUTGAGARAA GTTTITAAGEE ATGTTRAATTT ACATAARTGAT
421 GTAGTTGETTTY CAGTOITCGA AACARAACATC AGRGTTCTTC CGGEICTTTT GGGUGGACAC
481 TCGUTGEUCA TCATGCTGAR CLACAARGCEL GAGUCACATGED AGTGGTACAR TGACGAGUTC
541  CTCCACATGG CAAAGCAGCT GGGTTACAAG CTCCTGCCAG CTTTCAACAC CACCAGCGGC
601 CTTCCETACC CCAGGATTAR TTTARAGTTT GGUATCRERE ARUCRCGAAGC CASGACGGGR
661  ACTGAGACAG ACACCTGTAC AGCCTGTGCA GGCACCTTGR TCCTCGAGTT TGCTGCACTG
T21 AGTUGATTCA CAGGAGCGAL GATATTIGAG GRAATATGCARA GARAAGCTCT TGATTTICIC
781 TGGGAGAARR GACAGUGAAG TAGCAATTTA GTAGGCGTGE CTATCANTAT TCATACTGGA
841 GACTGGEETAC GUAAAGATAL TCGAGTTGCE CGCGGGEARTCG ACTCUTATTA TGAGTATCTG
901  TTGAAAGCCT ATGTCTTGCT TGGAGATGAC AGTTTTCTGG AAAGATTTAR TACACATTAC
961  GATGCCATAR TGAGGTATAT AAGCCAGCCA CCTCTCCTAC TTGATGTGCA TATCCACARR
1021 CCRATGCTGR ACGCTCGGAC CTGGATGGAT GCATTGCTTG CCTTTITICC AGGTTTGOAG
1081 GTTTTAAAGG GTGATATTAG ACCTGCTATT GABACTCACG ARATGTTATA CCAGGTGATT
1141 AAARAACACA ATTTTCTACC AGAGGCATTT ACTACAGATT TCAGGOTTCA TTGGGCTCAG
1201 CATCCTTTAR GGCCAGAGTT TGCAGAARGT BCCTACTTCT TATATARGGC TACAGGAGAC
1261 COTTACTACC TTGAACTAGS GARRACACTT ATTGRAARTT TGAATRAGTE TGOTCGAGTG
1321 COTTGCGGET TTGUTGCCAT GARGGATGETT CGUACTGGGA GTCATGAGGE CAGAATGGAT
1381 TCGTITCTTCT TGGUTGRAAT GTTTAAATAC CTGTACCTGT TATTTGUTGRE TARAGAGGAC
1441 ATCATTTTTG ACATAGAAGA CTATATCTTT RCARCAGRAG CTCATCTGTT ACCGCTTTGG
1501 CTTTCCACCA CARRCCGAARG CATCTCAAAG ARGAACACAR CCTCAGAATA CACAGAACTG
1561 GATGATAGTA ATTTTGACTG GACTTGTCCA BACACTCAGA TTCTTTTTCC TRATGATCCA
1621 TTGTATGCTC AGAGCATCCG TGAACCCTTG AARAAACGTGG TGGATRAGAG CTGTCCGAGA
1681 GGCATCATCA GAGTAGAG GA GAGTTTCAGR AGTGGAGCTA AGCCTCCICT GAGAGCCAGA
1741 GATTTTATGG CCACTAACCC TGAACATTTA GABATCCTGA AGBAGATGGG GGTGAGTTIG
1801 ATTCACCTCA AA&ATG@GCG AGTCCAGCTG GTCCAACATG CRATCCRAGC TGCTAGTTCA
1861 ATTGATGCTG ARGATGGGTT ACGGTTCATG CAGGAGATGA TAGAGCTGTC CAGTCAGCAR
1921 CAGAAGGAGC AGCAGCTGCC TCCACGAGCT GTCCAGATTA TCTCCCACCC GITTTTITGGC
1881 AGGGTCGTUT TAACTCUTGS ACCACGCTCAG TTTGGGUTGS ATCTATUTAR ACACALAGREG
2041 ACACGAGGAT TTGTTGCRAG CAGTAAACCA TATARTGGTT GTTCAGAGCT CACTRACCCT
2101 GAGGCAGTGA TGGGAARART TGUCTTGATA CABAGAGGAC AGTGCATGTT TOLCALARALG
2161 GCACGCRACAE TTCAGAATGEU TGGUCGUCATC GGTGLCATTG TGARTUGATGA CRAACGAGGGES
2221  AGCAGTAGCUG ACACGGCCCC CCTGTTCCAG ATGGUCGGLG ATGGGAAGER CACAGACGAC
2281  ATCAAGATCC CCATGUTGTT CCTCTTCAGC BAGGAAGGECA GUATCATCCT GGACGCCATC
23471 CCCC?GCRﬁ? AGUCAGGTGEA GGTGCTCCTT TCTGACAAAC UGAGAGACCE AGATICUGRA
2401 ATGGAARATG AAGACCAGCC ATCTTCTGAE AATGATTCTC AGRATCAGAG CGCAGAGUAG
2461  ATGCTCTC Lw TTTCTCAGAC AGTCCGACTTG GUTGATAAGG AGAGCCCTER ACACCCTGCA
252%  GATTUTCACT CAGRGGUATC TCCATCGGAL AGTGAAGAGSE CTGCTGGUTT TGCCOCOTCT
2581 GARCAGATAT CTGGGTCCAC CGAARAACCAC GAGRCTACAR GCCTTGATGG TGAATGTACA
2641 GACTTAGATA ACCARGTTCA AGBACAATCA GAAACTGAGG ARGATTCCAG TCCTAATGTC
2701  AGCTGGGGTA CAAAGGUCCA GCCUTATAGAC TCCATATTAG CAGACTGGAA TGAAGACATA
2761 GARGCATTTG ARATGATGGR GAAGGATGAA CTATGR 2796

Fig. 1
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20
GURVPQRASW

80
HAYPADELMPD
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LLPAFNTTSG
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EYARKALDFL
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STLERFNTHY
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Fig. 1 (continuare)

SGATTGGATCCATGAGGCAAGAGAAGCAGAAGCTTGG (BamBD

Antisens: 5-CATTOCOGGCCOGCTCATAGTTCATCCTTCTCCATCATTTC (Noth)

Fig. 2
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