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PROTEINE DE FUZIUNE FLUORESCENTE ALE S100P

Descrierea inventiei

Introducere

Inventia se referd la proteine de fuziune ale proteinei S100P cu EGFP si la utilizarea
acestora in vitro in doua metode pe baza de fluorescentd pentru gésirea de inhibitori ai interactiei
S100P cu parteneri implicati in oncogeneza.

Domeniul la care se referd inventia este descoperirea i dezvoltarea de compusi cu efecte
antitumorale i anti-inflamatorii.

Problema pe care o rezolvi inventia este obtinerea de metode simple, robuste si rapide pe
bazi de fluorescentd pentru descoperirea la scard largd de inhibitori ai legirii S100P de proteine
implicate in oncogeneza si in special in metastazare. Metodele se pot folosi de asemenea pentru
determinarea K; a inhibitorilor.

Cancerele sunt cele mai frecvente maladii umane la nivel global. Se considera ci o treime
din populatia lumii suferd de o forma de cancer. Aproape 10 milioane de oameni mor anual din
cauza cancerului. Majoritatea deceselor se datoreazi formelor metastazate de cancer. Intre
proteinele implicate in procesul de metastazare se numaérd §i unii membrii din familia proteinelor
S100, proteine mici de 9-13 kDa care functioneazi ca senzori de Ca®* si ca citokine. SI00P este
un marker oncogenic a cédrui expresie in tumorile solide se coreleazd cu un nivel ridicat de
metastazare §i cu un prognostic negativ pentru evolutia pacientilor.

S100P este o proteind de 95 aminoacizi §i 0 masd moleculara de 10,4 kDa, aviand doud
motive structurale de tip EF-hand importante pentru leagarea Ca**. S100P formeazi dimeri ale
céror structuri i functie sunt reglate prin legarea Ca®>* (Austermann si colab. (2009), Biochim
Biophys Acta, 6, 1078-1085). Gena pentru S100P este localizata in cromozomul 4p16 la om.

In conditii fiziologice, S100P este importanti pentru reproducere la mamifere. S100P a
fost purificatd pentru prima data din placentd (Becker si colab. (1992), Eur J Biochem, 2, 541-
547). S100P participd in schimbdrile periodice ale endometrului, iar expresia sa este reglatd de
progesteron. Se presupune cd S100P are un rol important in reglarea dezvoltarii endometrului in
timpul ciclului menstrual si in crearea de conditii optime pentru implantarea embrionului (Tabrizi
si colab. (2018), Sci Rep, 1, 11488; Zhang si colab. (2012), Reprod Biol Endocrinol, 106). De
asemenea, S100P este exprimati in epiteliul gastric, insa rolul sdu in acest tesut nu a fost incad

investigat.
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S100P este supraexprimati in numeroase tipuri de cancer: pancreatic (Arumugam si
colab. (2012), Clin Cancer Res, 16, 4356-4364; Arumugam si colab. (2005), Clin Cancer Res,
15, 5356-5364), pulmonar (Hsu si colab. (2015), Oncotarget, 30, 29585-29598), de colon (Dong
si colab. (2014), Mol Cell Biochem, 1-2, 257-264; Fuentes si colab. (2007), Dis Colon Rectum, 8,
1230-1240; Mercado-Pimentel si colab. (2015), FEBS Lett, 18, 2388-2393), de sdn (Kikuchi si
colab. (2018), Cell Oncol (Dordr); Wang si colab. (2006), Cancer Res, 2, 1199-1207)), de
prostata (Basu si colab. (2008), Int J Cancer, 2, 330-339; Mousses si colab. (2002), Cancer Res,
5, 1256-1260), hepatic (Kim si colab. (2009), Int J Oncol, 6, 1257-1264), si subtipuri scuamoase
de cancer endometrial (Guo si colab. (2014), Int J Clin Exp Pathol, 5, 2102-2112; Jiang si colab.
(2016), Cancer Invest, 10, 477-488). Experimente in vitro §i in vivo cu celule tumorale
transfectate cu S100P au aritat cd SI00P promoveazi oncogeneza §i metastaza in diferite cancere
stimuldnd tranzifia epitelial-mezenchimald, motilitatea, invazivitatea, proliferarea i
supravietuirea celulara (Arumugam si colab. (2013), Mol Cancer Ther, 5, 654-662; Arumugam si
colab. (2005), Clin Cancer Res, 15, 5356-5364; Hsu si colab. (201S), Oncotarget, 30, 29585-
29598; Jiang si colab. (2011), Mol Med, 7-8, 709-716; Shen si colab. (2015), Oncotarget, 24,
20672-20684; Wang si colab. (2006), Cancer Res, 2, 1199-1207).

Mecanismele moleculare prin care S100P acfioneazd in oncogenezd au inceput s fie
elucidate. S100P funcfioneaza atit ca sensor ihtracelular de Ca®* care moduleazi activitatea
partenerilor sdi, cat si ca factor extracelular. Intracelular, S100P regleazi organizarea
citoscheletului §i adeziunea celulara. Astfel, in celule tumorale pulmonare, SI00P leagd si
regleazd doi componen}i importanti ai citoscheletului cortical, ezrina si IQGAP1, promovéind
migrarea transendoteliala a celulelor (Austermann si colab. (2008), J Biol Chem, 43, 29331-
29340; Heil si colab. (2011), J Biol Chem, 9, 7227-7238; Koltzscher si colab. (2003), Mol Biol
Cell, 6, 2372-2384). in linii celulare de cancer pulmonar de tip non-small, S100P determini
tranzifia epitelial-mezenchimala §i cresterea invazivitatii stimuland calea de semnalizare integrin
a7/FAK/Src/AKT (Hsu si colab. (2015), Oncotarget, 30, 29585-29598). S100P se leagi de
miozina nemusculari ITA (nonmuscle myosin IIA) cauzdnd disocierea filamentelor de miozina si
dezasamblarea situsurilor de adeziune focali (FAS) conducdnd astfel la reducerea adeziunii
celulare (Du si colab. (2012), J Biol Chem, 19, 15330-15344). Supraexpresia S100P duce la
cresterea expresiei procathepsinei D gi a SI00A6, la reducerea expresiei citocheratinelor 8, 18 si

19 si la dezorganizarea retelei citoscheletului actinic crescdnd astfel capacitatea invazivd a
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celulelor tumorale pancreatice (Whiteman si colab. (2007), Cancer Res, 18, 8633-8642). S100P
formeazad complexe cu SI00PBP (S100P binding protein) si CacyBP/SIP (calcyclin and Siah-1-
interacting protein), dar rolul functional al acestor asocieri nu a fost investigat pand in prezent
(Dowen si colab. (2005), Am J Pathol, 1, 81-92; Filipek si colab. (2002), J Biol Chem, 32, 28848-
28852).

Pe langd activitatea sa intracelulard, S100P are §i rol de factor extracelular. Singurul
receptor extracelular al SOOP cunoscut pana in prezent este receptorul pentru produsi de glicare
avansatd (RAGE). RAGE este o glicoproteind din membrana plasmaticd care face parte din
superfamilia imunoglobulinelor, avind un domeniu N-terminal extracelular de 321 aminoacizi
(secventa 23-342) compus din trei subdomenii similare cu domeniile imunoglobulinelor (domenii
numite V,Cl1, C2), un domeniu transmembranar (343-363) si un scurt domeniu citosolic (364-
404) important pentru transducerea semnalului in celuld. RAGE este implicat in etiologia mai
multor maladii, inclusiv boli neurodegenerative, ateroscleroza, diabet, cancer si inflamatie. Ca si
ligandul sdu S100P, RAGE este supraexprimat in numeroase tipuri de cancer printre care
cancerele de colon (Mercado-Pimentel si colab. (2015), FEBS Lett, 18, 2388-2393), pancreatice
(Kang si colab. (2012), Proc Natl Acad Sci U S A, 18, 7031-7036), de san (Nasser si colab.
(2016), Oncoscience, 2, 52-53) si melanoame (Zhu si colab. (2013), J Dermatol, 12, 973-979).
Pand in prezent s-a ardtat cd axa S100P/RAGE este importantd in special pentru metastazarea
cancerelor pancreatic si de colon. In cancerul pancreatic S100P activeazi NF-kB prin legarea la
RAGE (Arumugam si colab. (2013), Mol Cancer Ther, 5, 654-662; Arumugam si colab. (2005),
Clin Cancer Res, 15, 5356-5364). in celule de cancer de colon S100P exogen activeazi kinaza
Akt si factorul de transcriptie NF-kB conducédnd la expresia crescutd a unor miRNA oncogenice
(miRNA-21 (Mercado-Pimentel si colab. (2015), FEBS Lett, 18, 2388-2393) si miRNA-155
(Onyeagucha si colab. (2013), Exp Cell Res, 13, 2081-2090)) si a proteinei S100A4 (Zuo si
colab. (2018), J Cell Mol Med, 4, 2430-2441), crescand astfel capacitatea invazivd a celulelor.
S100P secretatd de fibroblaste transfectate cu S100P activeazd Erk si NF-kB prin legarea la
RAGE si astfel stimuleazi supravietuirea §i proliferarea celulelor (Arumugam si colab. (2004), J
Biol Chem, 7, 5059-5065).

Considerand importanta cruciald a proteinei SI00P in transformarea mezenchimald a
celulelor epiteliale §i cresterea invazivitdtii celulelor, descoperirea de compusi capabili si

blocheze cdile oncogenice induse de SI100P este o directie promititoare pentru controlul



)
a 2019 00209 03/04/2019 gﬁ

tumorilor §i blocarea metastazdrii, in special in adenocarcinoamele pancreatice §i cancerele de
colon.
Pana in prezent s-au studiat in teste in vitro si modele in vivo diversi modulatori ai legarii
S100P de RAGE, si anume anticorpi specifici pentru S100P (Dakhel si colab. (2014),
Oncogenesis, €92), anticorpi neutralizanti anti- RAGE (Mercado-Pimentel si colab. (2015), FEBS
Lett, 18, 2388-2393; Onyeagucha si colab. (2013), Exp Cell Res, 13, 2081-2090), peptide derivate
din secventa S100P (Arumugam si colab. (2012), Clin Cancer Res, 16, 4356-4364), peptide
derivate din HMGB1 (Fuentes si colab. (2007), Dis Colon Rectum, 8, 1230-1240), un alt ligand al
RAGE, molecule mici care se leagd de S100P si competitioneaza cu RAGE, precum cromolina §i
derivatii sdi (Arumugam si colab. (2006), J Natl Cancer Inst, 24, 1806-1818; Arumugam si colab.
(2013), Mol Cancer Ther, 5, 654-662) si pentamidina (Penumutchu si colab. (2014), PLoS One,
8, €103947). Nu se cunosc inhibitori ai interactiei S1I00P cu alfi parteneri ai sii implicati in
patologii.
Inventia se referd la proteine de fuziune care cuprind secventa proteinei S100P umane §i
secvenia proteinei fluorescente EGFP legate intre ele prin diferifi linkeri si avand diferite motive
structurale necesare pentru purificare. Structurile acestor proteine sunt prezentate schematic in
Fig. la, iar secventele de aminoacizi ale proteinelor din care provin in Fig. 1b. De asemenea, in
acest brevet sunt propuse doud metode in vitro noi care folosesc proteinele de fuziune
fluorescente generate pentru a descoperi noi inhibitori ai legarii S100P de o forma solubili a
receptorului pentru produsi de glicare avansati. Proteinele de fuziune i metodele descrise in
brevet pot fi folosite in experimente la scard largd similare celor prezentate aici pentru
identificarea de compusi care blocheazid interacfia SI00P cu alte proteine implicate in
oncogenezi (e.g. integrina, ezrina) §i pentru a caracteriza interactia S100P cu partenerii sii
fiziologici (de exemplu, pentru identificarea cofactorilor care stimuleazi interactia).
in continuare sunt prezentate pe scurt figurile asociate cu aceasti inventie:

- Fig. 1- (a) Reprezentarea schematica a proteinelor de fuziune; (b) Secventele proteinelor
matritd S100P si EGFP.

- Fig. 2 - Secventele primerilor folositi pentru clonare §i mutageneza.

- Fig. 3 - Secventele proteinelor de fuziune descrise in brevet. His-SE (358 aa, Mw 40.21 kDa,
pl = 5.43, € 250 = 26360 M'cm™); His-SE-HL (370 aa, Mw 41.3 kDa, pI=5.45, €250 = 26360
M em™); His-SE-FL (370 aa, Mw 41.3 kDa, pI=5.51, € = 26360 M'cm™); GST-SE-FL
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(584 aa, 65.91 kDa, pl 5.5, 250 = 67730 M'em™); SE-FL (358 AA, 39.5 kDa, pl 5.37, €250 =
24870 M'em™ ); GST-SE-HL (584 AA, Mw 65.92 kDa, pl = 5.45, £330 =67730 Mcm™);
SE-HL (358 AA, Mw 39.51 kDa, pI 5.3, €250 = 24870 M'em™).

Fig. 4 - Purificarea proteinei His-SE-HL prin cromatografie de afinitate. (a) Cromatograma
elutiei de pe coloana HisTrap HP 5 ml; (b) Analiza prin 12% SDS-PAGE si colorare cu
Coomassie blue staining.

Fig. 5 - Purificarea proteinelor SE-HL (a) si SE-FL (b) prin cromatografie de afinitate pe
risind de glutathione-Sepharose 4B i tdiere cu proteaza Prescission. a.12% SDS-PAGE; b.
10% SDS-PAGE. Ela, Elb, E2a, E2b-diferite fractii in doud concentratii, Beads 1,2- ragina
dupi clivarea cu proteaza Prescission.

Fig. 6 - Spectre de absorbtie si de fluorescentd. a, b, His-SE-HL; c, d, SE-HL; e, f, SE-FL;
g,h, His-EGFP.

Fig. 7 - Analiza prin cromatografie de excludere moleculard a SE-FL (a) i His-SE-HL (b)
in 20 mM TrisHCI, 150 mM NaCl, pH 8.0 i | mM DTT (in cazul proteinei His-SE-HL). in
cromatograme sunt indicate volumele de elutie ale markerilor de masa folositi pentru
calibrarea coloanei.

Fig. 8 - Analiza prin electroforezd nativd a diverselor variante SE §i a complexelor lor cu
VCI1-His. (a) gel colorat cu Coomassie Blue; (b) Fluorescenta intrinsecd a proteinelor de
fuziune cu EGFP. Gel nativ 6-10% poliacrilamida.

Fig. 9 - Legarea in functie de concentratie a His-SE-HL la VCI1-His, comparativ cu legarea
la proteina control BSA. Legarea specificd intre His-SE-HL §i VCI1-His este calculatd ca
diferenta dintre semnalul obtinut dupd incubarea cu VC1-His (legare totald) si cel inregistrat
dupi incubarea cu BSA (legare nespecificd).

Fig. 10 - His-SE-HL gi nu EGFP se leagd la VC1-His.

Fig. 11 - His-S100B, His-S100P, His-HMGBI1 si VC1-His competitioneazi cu His-SE-HL
pentru legarea la VCI1-His pre-adsorbit. VC1-His legat de microplidci a fost incubat cu
400nM His-SE-HL in prezentd de His-EGFP, His-S100P, His-S100B, His-HMGBI, VCI-
His sau BSA, addugate in reactie in raportul molar specificat in grafic. Semnalul de
fluorescentd din godeurile cu proteinele competitoare a fost normalizat la semnalul control in

absenta acestora.
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- Fig. 12 - His-SE-HL si SE-FL se leagd la fel de eficient de VCI1-His pre-adsorbit. Trei
concentratii pentru cei doi compusi fluorescenti au fost testate in reactie (200 nM, 400 nM si
800 nM (A). Pentru a demonstra specificitatea semnalului pentru ambele proteine
fluorescente in interactie cu VCI1-His s-au folosit drept controale negative godeuri cu BSA
incubate cu concentrafia cea mai mare de ligand fluorescent (B).

- Fig. 13 - Testarea unei minibiblioteci de compusi naturali pentru gisirea de modulatori ai
interactiei SE-HL cu VCI1. Complexele intre His-SE-HL si VCI1-His pre-adsorbit s-au
format in absenta (control pozitiv) ori in prezenta unui compus din componenfa unei
biblioteci de compusi naturali. Semnalul de fluorescenta din godeurile cu compusi a fost
normalizat fatd de semnalul control in absenta oricirui compus.

- Fig. 14 - Analiza prin metoda TR-FRET a legérii SE-FL de receptorul VCI in vitro.
Concentratii crescidtoare de SE-FL (10-800 nM) au fost incubate in prezentd de VC1-His (50
nM) si anticorpi marcati cu chelat de Tb (2 nM). Semnalul TR-FRET specific s-a calculat
prin scdderea semnalului obtinut in absenfa VC1-His din semnalul inregistrat in prezenta
VCl1-His.

- Fig. 15 - S100B competitioneazd cu SE-FL pentru legarea la VC1. Concentratii crescétoare
de S100B, S100P sau BSA au fost incluse in amestecul de legare confindnd 200 nM SE-FL
si 50 nM VCI1-His. Semnalul TR-FRET s-a inregistrat dupd incubarea o ori la temperatura
camerei in prezentd de anticorpi anti-His.

- Fig. 16 - Test pilot pentru identificarea de modulatori ai interactiei SE-FL cu VCI prin TR-
FRET. Complexele SE-FL/VCI-His s-au format in prezentd de compusi dintr-o biblioteca
comerciald de produsi naturali in concentratii de 20 uM. Semnalul TR-FRET din godeurile

cu compusi a fost normalizat fatd de semnalul control in absenta oricdrui compus.

Materiale
Enzimele de restrictie §i kitul de mutageneza cu polimeraza Q5 au fost cumpérate de la

New England Biolabs. Proteinele VC1-His, His-S100P, His-S100B, His-HMGB1, S100P, S100B
si His-EGFP au fost clonate §i exprimate in sistem bacterian §i purificate pand la omogenitate
electroforeticd in laborator. Proteaza PreScission a fost exprimatd §i purificatd in laborator.
Reactivul Pierce 660 si anticorpii anti-His marcati cu chelat de Tb (LanthaScreen Elite Tb-anti-
His antibodies) au fost procurafi de 1a ThermoFisher Scientific. Libraria de produsi naturali a fost

cumparatd de la APExBIO. Tulpina de E.coli BL21-codonPlus(DE3) RP a fost cumpérati de la
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Agilent Technologies. Markerii de masd pentru calibrarea coloanei de gel filtrare §i riginile
pentru purificarea proteinelor s-au cumpérat de la GE Healthcare. Reactivii pentru electroforeza
de ADN si proteine s-au achizifionat de la Promega si Millipore. Inhibitorii de proteaze au fost
cumpdrati de la Roche. Secventele primerilor folosifi pentru clonare si mutageneza sunt arétate in
Fig. 2. Plasmidele folosite au fost: pEGFP-c2 (Clontech), pHAT2-TEV, pGEX-6P-2 (GE
Healthcare). Secventierea noilor constructi s-a facut la CeMIA SA.

Determinarea concentratiei de proteine
Concentratia proteinelor purificate s-a determinat fie prin metoda colorimetrica cu reactiv

Pierce 660 conform protocolului de la ThermoFisher Scientific, fie prin spectrofotometrie UV
folosind coeficientii de extinctie teoretici pentru calcul.

Se dau in continuare 12 exemple de realizare a inventiei.

ermplul 1. Constructia plasmidelor de expresie pentru moleculele de fuziune

In aceastd inventie au fost construite proteine de fuziune care au la capitul N-terminal
secventa proteinei S100P umane §i la capédtul C-terminal secventa proteinei fluorescente EGFP.
EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) este o variantd modificati, mai strilucitoare a
proteinei cu fluorescentd verde (GFP) din Aequorea victoria. Diferite versiuni au fost generate,
cu doud secvente de linkeri intre cele doud proteine §i cu diferite secvente peptidice pentru
purificare.

Noile proteine fluorescente S100P-EGFP (notate pe scurt SE) au fost construite pornind
de la secventa EGFP din vectorul pEGFP-c2 (de la Clontech) si de la secvenfa S100P obfinuta
prin transcrierea inversi a mRNA extras dintr-o linie celulard de melanom gi amplificare prin
PCR (polymerase chain reaction). Cele doud secvente au fost clonate in cadru, cu S100P la
capdtul N-terminal §i EGFP la C-terminal. RNA total a fost purificat din celule de melanom
uman A375 prin extractie cu Trizol-cloroform-isopropanol. Puritatea preparatului de RNA a fost
analizata prin electroforeza in gel de agaroza. RNA total izolat a fost folosit pentru sinteza ADNc
cu ajutorul kitului SensiFAST cDNA synthesis (Bioline). ADNc pentru gena S100P a fost
amplificat prin PCR cu ADN polimeraza Q5 HF (NEB) folosind primerii Xmal-S100P-2 si Sall-
S100P-Rev. Produsul de PCR de ~ 300 perechi de baze, corespunzind intregii secvente a S100P,
a fost purificat §i tdiat cu doud enzime de restrictie, Xmal gi Sall, pentru clonarea in vectorul

pHAT2-TEV.
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Fragmentul EGFP a fost obtinut prin amplificare PCR folosind ca matritd vectorul
pEGFP-c2 si primerii Sall-EGFP §i BamHI-EGFP. Produsul de PCR a fost purificat prin gel
electroforezd si tdiat cu Sall i BamHI pentru clonarea in pHAT2-TEV. Pentru clonare, vectorul
pHAT2-TEV a fost tiiat cu enzimele Xmal i BamH], defosforilat i purificat din gel.

Cele trei fragmente ADN, pHAT2-TEV, S100P si EGFP cu situsuri de ligare
complementare au fost unite intr-o reactie comund folosind ligaza T4. Constructul S100P-EGFP
(SE) generat a fost verificat prin secventiere. Deoarece EGFP are capacitatea de a dimeriza, iar
versiunea sa cu o Lys in locul Ala din pozitia 207 formeza numai monomeri, am optat pentru
folosirea versiunii Ala207Lys pentru proiectarea proteinelor SE. Aceastd variantd de SE a fost
generatd folosind kitul de mutageneza directionatd la situs cu polimeraza Q5 conform strategiei
de la NEB si primerii de mutagenezd A207K_HindIIIl For i EGFP_A207K_R. Constructul
obtinut (notat His-SE) a fost folosit mai departe ca matritd pentru a genera doud variante cu
linkeri mai lungi.

Varianta His-S100P-EGFP cu linker helical (His-SE-HL) contfine secventa
AEAAAKEAAAKA intre secventele proteinelor SI00P si EGFP si a fost generatd prin
mutagenezd cu primerii helical Ncol For si helical linker R. Similar a fost obfinuti §i varianta
His-S100P-EGFP cu un linker flexibil (His-SE-FL) cu secventa GSTSGKPSEGKG introdusa
intre secventele S100P si EGFP, folosind primerii flexible linker F gi Rigid BamHI_Rev.

Doud isoforme ale SIO0P-EGFP cu cei doi linkeri, helical si flexibil, dar fard secvenfa de
6xHis, au fost generate prin subclonarea secvenfelor SE-HL si SE-FL in vectorul pGEX-6P-2.
Astfel, plasmidele pHAT-SE-HL i pHAT-SE-FL au fost tdiate cu enzimele de restrictie Notl-HF
si Xmal, iar fragmentele cu secventele corespunzatoare S100P-EGFP au fost ligate in vectorul
pGEX-6P-2 tiiat cu aceleasi enzime. Au fost obtinute astfel plasmidele pPGEX-SE-HL si pGEX-
SE-FL care codifici proteinele GST-SE-HL si GST-SE-FL.

Toti constructii generati fie prin ligare, fie prin mutageneza au fost selectati prin digestie
cu enzime de restrictie §i secventele lor au fost determinate prin secventiere Sanger.

Exemplul 2. Expresia si purificarea proteinelor de fuziune

Toate proteinele clonate descrise in exemplul 1 au fost exprimate in sistem procariot. Trei
dintre aceste proteine, GST-SE-HL, GST-SE-FL si His-SE-HL, au fost exprimate in cantitati
suficiente pentru a fi folosite in teste de interactie in vitro. Secventele de aminoacizi ale acestor

proteine sunt prezentate in Fig. 3, iar structura lor este reprezentat schematic in Fig. 1a.
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His-S100P-EGFP-HL a fost exprimati in tulpina BL21-CodonPlus (DE3)-RP de E.coli,
care contine un plasmid ce codificid genele pentru tRNA care recunosc codoni pentru Arg §i Pro
specifici pentru mamifere. Bacteriile transformate cu plasmidele de interes au fost crescute in
mediu LB cu ampicilind. Celulele au fost induse cu 0.5 mM IPTG si expresia proteinei s-a
realizat peste noapte la 18°C pentru a méri eficienta plierii proteinei EGFP.

Proteina His-SE-HL a fost purificatéd intr-o singura etapa de cromatografie de afinitate pe
coloand HisTrap HP de 5 ml, folosindu-se capacitatea secventei de 6xHis de a se fega specific de
ragina incdrcatd cu Ni. Pe scurt, celulele au fost sparte in tampon TrisHCI pH 8.0 (continind
inhibitori de proteaze, Triton X-100, lizozim §i 20 mM imidazol) §i proteinele solubile au fost
recuperate in supernatantul rezultat prin ultracentrifugarea lizatului celular la 100.000xg.
Purificarea proteinei s-a realizat cu un sistem cromatografic AKTA in tamponul de legare 20 mM
Tris HCI, pH 8, cu 500 mM NaCl, 20 mM imidazol, ] mM DTT, iar elutia proteinei legate pe
coloani s-a facut cu un gradient liniar de imidazol (20-250 mM). Purificarea a fost urmarita prin
masurarea absorbantei la 280 nm. Fractiile contindnd proteina au fost analizate prin SDS-gel
electroforeza i colorare cu Coomassie Blue (Fig. 4). Proteina His-SE-HL are o masa aparenta de
41 kDa. Fractiile cu proteina de interes au fost dializate pentru reducerea concentratiei de sare la
100 mM si indepdrtarea imidazolului. Proteina purificatd a fost pastratd la -80 °C in tampon
confinand 1 mM DTT si 2 mM CaCl,. Puritatea estimata prin analiza SDS-PAGE a fost de 95%.
Randamentul de purificare a fost de 15 mg din 500 ml culturé bacteriana.

Proteinele GST-SE-HL i GST-SE-FL au fost exprimate in tulpina BL21 de E.coli la 18°
C peste noapte prin inducerea expresiei cu 0.5 mM IPTG. Pentru purificarea proteinelor fird 6
His (notate SE-HL si SE-FL), proteinele de fuziune cu GST au fost adsorbite pe ragina de
glutation Sepharoza i taiate de pe ragina cu proteaza Prescission. Acelasi protocol s-a folosit in
cazul ambelor versiuni. Pe scurt, celulele bacteriene au fost sparte cu cicluri scurte de sonicare pe
gheatd in tamponul de legare (50 mM Tris HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl) care contine 0.1% Triton
X-100, 1 mM PMSF, 100 ug/ml lizozim, 1x inhibitori de proteaze, 5 ug/ml DNase, §i 2 mM
CaCl,. Proteinele solubile au fost izolate prin ultracentrifugare §i incircate pe rasina de glutation
Sepharoza echilibratd cu tamponul de legare. Dupa indepértarea proteinelor nelegate pe rigina
prin spildri repetate, proteinele de fuziune cu GST au fost tdiate cu proteaza PreScission, in
tamponul de legare cu 1 mM DTT, folosind un raport enzima:substrat = 1:40 (w/w). Astfel, SE-

HL si SE-FL au fost eliberate in eluat, iar proteaza §i GST au rdmas adsorbite pe rdgind. Masa
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aparentd a celor doud proteine de interes este 40 kDa (Fig. 5). Randamentul de purificare si
puritatea au fost estimate la 22 mg din 500 ml culturd §i 90% puritate pentru SE-HL §i 3 mg din
250 ml culturi §i 95% puritate pentru SE-FL.

Exemplul 3. Caracterizarea proteinelor de fuziune: spectre de absorbtie si fluorescenta

Toate proteinele de fuziune SE cu sau fird 6xHis raportate in acest brevet au spectre de
absorbtie si de fluorescentd identice, cu maxime la 488 nm gi respectiv 510 nm. Spectrele de
absorbtie ale proteinelor purificate au fost inregistrate cu un spectrofotometru Nanodrop 2000, iar
spectrele de fluorescenta cu un fluorospectrometru Nanodrop 3300. Aceste spectre sunt redate in
Fig. 6.

Exemplul 4. Caracterizarea proteinelor de fuziune prin cromatografie de excludere
moleculara §i electroforezd nativa

Starea de oligomerizare a proteinelor de fuziune His-SE-HL si SE-FL a fost analizati prin
gel filtrare pe o coloand HiLoad 16/60 Superdex 200 _pg (GE Healthcare). Proteina His-SE-HL
are secventa MSHHHHHHSMDIEENLYFQGPG (22 AA) la capédtul N-terminal. Forma fard
motivul de 6xHis (notatd SE-FL) are la capitul N-terminal secventa GPLGSPGIPG (10 AA)
generata prin clivarea fuziunii GST-SE-FL cu proteaza PreScission.

Cromatograma de gel filtrare arati cd SE-FL formeaza in principal dimeri (cu Mw 105
kDa), dar §i hexameri (cu Mw 296 kDa), precum si o micé fractie de oligomeri cu masa de peste
600 kDa. In contrast, proteina His-SE-HL formeazi numai dimeri cu masa aparenti de 125.5 kDa
(Fig.7).

Starea de oligomerizare a trei dintre proteinele SE obtinute, His-SE-HL, SE-HL si SE-FL,
a fost analizatd i prin electroforezi nativd (Fig. 8). Si prin aceastd metoda s-a observat cd His-
SE-HL este mai omogend, formand numai dimeri, in timp ce proteinele SE-FL si SE-HL
formeazi atdt dimeri cat si diferifi oligomeri, sugerdnd cé prezenta secventei GPLGSPGIPG la
capdtul N terminal al S100P induce o pliere a S100P care favorizeazd formarea de oligomeri ai
acestor proteine de fuziune.

Exemplul 5. Interactia proteinelor SE cu VCl (RAGE) analizatd in vitro prin
electroforeza nativa

Una dintre cele mai investigate interactii fiziologice ale S100P este cea cu receptorul
pentru produsi de glicare avansati (RAGE). Domeniul extracelular al RAGE cuprinde trei

subdomenii similare celor din structura imunoglobulinelor, in ordine de la capatul N terminal,
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domeniile V (23-116), C1 (124-221) si C2 (227-317). Penumutchu si colab au aritat ca proteina
S100P se leagd de RAGE prin domeniul V al receptorului (Penumutchu si colab. (2014), PLoS
One, 8, €103947). Prin calorimetrie de titrare isotermicd §i mdsuratori de spectroscopie de
fluorescenta intrinsecd a triptofanilor s-a determinat o constantd de disociere de ~6 uM pentru
complexul V-RAGE/S100P (Penumutchu si colab. (2014), PLoS One, 8, €¢103947).

Interactia proteinelor de fuziune His-SE-HL, SE-FL §i SE-HL cu o forma trunchiatd a
receptorului pentru produsi de glicare avansati cuprinzdnd domeniile V §i C1 (23-232) a fost
studiatd prin electroforeza nativa in gel de poliacrilamidé (Fig.8). Variantele SE mentionate au
fost incubate cu 1 uM VC1-His intr-un raport molar 2:1 (ligand: receptor) in tamponul de legare
(20 mM Tris HCI, pH 8.0, 150 mM NaCl, 2 mM CaCl,, 1 mM DTT) o ori la temperatura
camerei in 40 pl. Drept control au fost incubate in acelagi tampon numai proteinele SE.
Complexele formate au fost analizate prin electroforezd nativa. Toate cele trei forme de SE au
format complexe cu VCI1 sugerdnd ca acesti constructi permit interactia portiunii S100P cu
receptorul sau.

Exemplul 6. Interactia His-SE-HL cu VCI adsorbit in micropldci

Un exemplu de model experimental dezvoltat cu ajutorul proteinelor de fuziune S100P-
EGFP (ex His-HL-SE sau SE-FL) a constat in detectia semnalului de fluorescentd corespunzitor
proteinei de fuziune care se leagd la varianta solubila a RAGE, VCl1-His, pre-adsorbiti. Pentru
aceasta, s-au folosit microplici de polistiren negre, cu 96 de godeuri (Perkin-Elmer) tratate aga
incat sd aibd capacitate mare de legare a proteinelor §i anticorpilor, fiind potrivite pentru tehnici
de tip ELISA in fazi solidd. Metoda de lucru presupune incubarea peste noapte in microplaci a
proteinei receptor ex VCI-His (0.2-2 pg/godeu) in tampon Hepes, pH 8.0, contindnd 100-300
mM NaCl si 1-2 mM DTT. A doua zi se spalé de citeva ori cu tamponul in care s-a realizat etapa
de adsorbtie de proteind, iar apoi se blocheazi situsurile de legare nespecifica prin adiugarea a
1.5-3% BSA i 0.02-0.05% Tween-20 si incubarea la temperatura camerei cel putin 2 hr. Legarea
ligandului fluorescent se efectueaza prin incubarea la temperatura camerei > 2hr a diferite
concentratii de proteine SE (His-SE-HL sau SE-FL) in tampon Hepes, pH 8.0, suplimentat cu
100-200 mM NaCl , 2-4 mM CaCl,, 0.5-1mM DTT, in prezenta unor concentratii mai scazute de
BSA si Tween-20 pentru a reduce legarea nespecificd. Proteina fluorescentd nelegatd este
indepartatd prin spaldri succesive cu tampon de legare in timp ce fracfia de proteinad care a

interactionat cu VC1-His este determinatd prin citirea fluorescentei avind Eex480/Eem520nm.
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In calitate de control pentru specificitatea interactiei His-SE-HL cu receptorul solubil adsorbit s-a
folosit albumina serica bovind (BSA). VCI-His si BSA pre-adsorbite in godeuri au fost incubate
cu His-SE-HL avénd concentratii molare crescitoare, §i anume 0, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2, 6.4, 12.8,
25.6 uM. In Fig. 9 se arati legarea crescitoare, in functie de concentratie, a ligandului His-SE-
HL la VCI-His. Legarea specificd dintre His-SE-HL i VC1-His a fost calculatd prin scidderea
legérii nespecifice, reprezentatd de semnalul fluorescent obtinut prin incubarea His-SE-HL cu
BSA adsorbit in microplacé, din legarea totald inregistrati dupd incubarea His-SE-HL cu VC1-
His pre-adsorbit. Curba de legare a fost folositd pentru misurarea tiriei interactiei dintre proteina
receptor §i ligandul sdu, pe baza modelului cel mai probabil cu un situs de legare, constanta de
disociere calculati fiind de 3.796 pM.

Exemplul 7. Specificitatea de legare intre His-SE-HL gsi VCI adsorbit in micropldci

Pentru a demonstra cd legarea His-SE-HL cu RAGE se realizeazd prin intermediul
domeniului S100P si nu prin EGFP, s-a analizat interactia RAGE cu His-EGFP in paralel cu
interactia sa cu His-SE-HL. S-a folosit modelul experimental prezentat in exemplul 6, cu VCI-
His adsorbit pe placi si adifie de proteine fluorescente (His-SE-HL sau His-EGFP, concentratia
in amestecul de incubare 400 nM). In paralel, a fost testatd si interactia celor doud proteine
fluorescente cu proteina control BSA adsorbiti. in cazul proteinei de fuziune His-SE-HL incubate
cu VC1-His s-a obtinut un semnal de fluorescentd de aproximativ 5 ori mai mare decat semnalul
obtinut dupd incubarea EGFP cu VCI1-His, acesta fiind la nivelul celui inregistrat pentru controlul
BSA in reactie cu ambele proteine fluorescente (Fig.10).

Specificitatea interactiei receptor adsorbit-ligand fluorescent a fost testatd i in
experimente de legare competitivd cu VC1-His liber sau cu alte proteine care interactioneaza cu
VC1-His (Fig. 11). Pentru aceasta, in amestecul de incubare contindnd His-SE-HL si VC1-His
adsorbit am adadugat alti liganzi ai receptorului RAGE (ex: His-S100B, His-HMGB]1) ori S100P-
nefluorescent (ex: His-S100P). Drept proteine control in competifie am folosit BSA si EGFP in
acelagi raport molar cu al celorlal{i competitori testati. Legarea His-SE-HL la VC1-His pre-
adsorbit a fost inhibatd de His-S100B, His-S100P, His-HMGB si VCI-His intr-o maniera
dependenti de concentratia competitorului. in contrast, BSA si EGFP nu au inhibat semnificativ

interactia dintre VC1-His i His-SE-HL, demonstrand specificitatea metodei propuse in brevet.
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Exemplul 8. Comparare intre legarea His-SE-HL 5i SE-FL la VCI-His adsorbit
Capacitatea de legare de VCI-His adsorbit a constructului SE-FL a fost analizati fn

comparatie cu cea a proteinei His-SE-HL. Diferite concentratii (200, 400 si 800 nM) ale celor
doua proteine fluorescente au fost incubate cu receptorul pre-adsorbit conform protocolului din
exemplul 6 din acest brevet. Pentru ambii liganzi fluorescenti s-a obtinut un semnal fluorescent
aproximativ egal §i crescitor o datd cu cresterea concentratiei acestora in reactia cu VCI1-His
(Fig. 12A), acest rezultat indicand faptul ca cele doud variante ale proteinei de fuziune a S100P
cu EGFP se leagd la VCI1-His cu afinitdfi comparabile. Pentru a determina specificitatea
interactiei dintre SE-FL i VCI, aceeasi concentratie de proteind fluorescenta (800 nM) a fost
adaugatd In godeuri cu BSA si in godeuri cu VC-His. Semnalul obtinut in godeurile cu BSA a
fost de peste 10 ori mai mic comparativ cu cel din godeurile in care His-SE-HL si SE-FL s-au
legat la VCI1-His (Fig. 12B), demonstrand cé legarea SE-FL, ca si legarea His-SE-HL, de VClI
este specifica.

Exemplu 9. Teste de identificare de modulatori ai interactiei dintre His-SE-HL si VCI-
His pre-adsorbit
Pentru a identifica noi compusi capabili s& moduleze interactia dintre His-SE-HL §i VC1-

His am efectuat un experiment pilot in care am interogat o bibliotecd contindnd 137 produsi
naturali. Fiecare reactie intre SE-HL §i VC1-His in microplaca a inclus 200 nM SE-HL si 20 uM
compus natural. Semnalul de fluorescentd a fost inregistrat la Eex/Eem: 480/520nm si rezultatul
pentru fiecare compus testat a fost exprimat ca fracfie din legarea SE-HL la VC1-His in absenta
oricdrui compus (Fig. 13). Sase dintre compuygii testafi au ardtat o inhibare > 50 % a semnalului
de fluorescentd a SE-HL legat la VC1 in micropléci, in doud experimente independente, ceea ce
valideazd metoda ca fiind potrivitd pentru testarea la scard largd de compusi potenfial modulatori
ai interactiei intre S100P §i VC1.

Exemplul 10. Interactia SE-FL cu VCI analizatd in vitro prin TR-FRET

Interactia proteinei de fuziune SE-FL cu receptorul siu VC1-His a fost investigata in vitro
si intr-un sistem omogen pe bazd de transfer de energie prin rezonan{d in fluorescenta
(fluorescence resonance energy transfer (FRET)). In cadrul metodei elaborate in acest brevet
donorul este chelatul de Tb care este legat covalent de anticorpi anti-His, iar acceptorul este
EGFP din structura proteinei SE. Anticorpii marcati cu chelat de Tb sunt prezenti in amestecul de
legare continand SE si VCI1-His si se leagi specific de secventa de 6xHis a VC1-His. In conditiile

in care VC1-His complexat cu anticorpi anti-His se leaga de ligandul sdu SE, intr-o orientare care
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permite transferul de energie intre cei doi fluorofori, se inregistreaza un semnal FRET. Chelatul
de Tb are un timp de emisie mai lung decét al altor fluorofori folosifi in experimente FRET
obignuite §i de aceea semnalele de fluorescentd ale Donorului §i Acceptorului se pot masura cu
intdrziere de sute de msec (time resolved (TR)-FRET), ceea ce permite inregistrarea semnalului
specific interactiei dupd stingerea eventualei fluorescenfe date de componente perturbatoare din
mediul de reactie.

Metoda de lucru constd in incubarea VCI-His (concentratie finald 50 nM) cu diverse
concentratii de SE-FL (10-800 nM) in tamponul de legare optimizat (20 mM TrisHCI pH 8.0, 100
mM NaCl, 2 mM CaCl,, | mM DTT, 0.01% Tween-20, 0.1% BSA) la temperatura camerei, in
micropléci de polistiren albe cu 96 de godeuri cu arie redusé §i cu o suprafatd care impiedicad
legarea moleculelor organice (Corning® 96 Well Half-Area Microplate, #3642) in volum total de
80 pl. Dupi o ord de incubare s-au addugat anticorpii anti-His marcati cu chelat de Tb, intr-o
concentratie finald de 2 nM. Intregul amestec a fost incubat in continuare 1-3 ore la temperatura
camerei. Inregistrarea semnalului s-a ficut cu un cititor de microplici FluoStar Omega (BMG
Labtech) dotat cu un cap optic special pentru TRF, cu un filtru de excitatie la 337 = 30 nm §i
douad filtre de emisie 530 = 10 nm (pentru acceptor EGFP) si 490 = 10 nm (pentru donor, chelat
de Terbium). Setdrile folosite au fost: 100 ps timp de intarziere gi 200 us timp de inregistrare
semnal. Controlul negativ a fost un amestec care continea numai anticorpii marcati i acceptorul
SE-FL in acelasi tampon de reactie. Semnalul TR-FRET se calculeazi raportdnd fluorescenta
acceptorului la fluorescenta donorului *10000 pentru fiecare godeu. Citirile s-au ficut in triplicat.
Pentru calcularea factorului Z’ s-a aplicat formula 1-3*(SDs+SDg)/(ps-us), unde SDg este
deviatia standard a probei, SDp este deviatia standard a controlului negativ, ps este media probei,
iar pp este media controlului negativ. Factorul Z’ reflecti calitatea metodei §i indicd dacd un test
se poate aplica in experimente la scard largd (HTS). Un factor Z’intre 0.5 si 1 indica faptul cé o
metodd este potrivitd pentru HTS. S/B reprezintd raportul pg / pg, Toate experimentele au fost
analizate cu Microsoft Excel. Afinitatea de legare s-a evaluat cu GraphPad Prism versiunea 6.0.

Masurand semnalul TR-FRET pentru diferite concentratii de ligand SE-FL (Fig. 14) si
calculdnd legarea specifici (semnal-control, S-B) s-a determinat tdria de legare a celor doi
parteneri, datele conducdnd la un model de legare cu un situs de legare cu constanta de disociere
574.6 nM. Aceste valori sunt mai mici decit cele raportate pentru interactia V-RAGE cu S100P
de ~ 6 uM (Penumutchu si colab. (2014), PLoS One, 8, €103947). Aceasti crestere cu un ordin de
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marime a afinititii s-ar putea datora atat diferentelor de conformatie a S100P cand este prezenta
in proteina de fuziune vs S100P libera, cat si diferentelor de pliere a domeniului V in cadrul VC1
fatd de forma sa libera.

Pe de alta parte s-a constatat ca testul TR-FRET cu SE-FL si VCI este sensibil gi robust
cu un raport S/B > 3.5 la concentratii de SE-FL mai mari sau egale cu 100 nM si valori Z’ > 0.5
pentru toate concentraiile SE-FL testate (Fig.14). In plus, s-a determinat ci semnalul TR-FRET
inregistrat in conditiile descrise cregte in timp pana la 1 h §i este stabil pana la 3 h dupd aditia
anticorpilor. Astfel, testul este stabil pe o perioadd suficient de lungé pentru a permite folosirea sa
in experimente de analiza la scard larga.

Exemplul 11, Specificitatea de legare intre SE-FL §i VCI prin metoda TR-FRET

Specificitatea testului pentru legarea SE-FL cu VC1 a fost determinaté prin experimente
de legare competitivd cu liganzi cunoscutfi ai RAGE, S100P si S100B. Drept control negativ s-a
folosit albumina sericd bovind (BSA), o proteind care nu se leagd de RAGE. Astfel, interactfia
dintre VC1-His (50 nM) si SE-FL (200 nM) a fost analizatd in prezen{d de concentrafii
crescatoare de S100B, S100P sau BSA (2-5000 nM). S-a observat cd interactia SE-FL cu VCI a
fost inhibatd de S100B, dar nu de BSA (Fig. 15). Concentrafia de S100B care a redus interactia
SE-FL cu VCI la jumatate (ICsp) a fost calculatd la 190 nM. Pe de altd parte, SIO0P nu a putut
competitiona cu SE-FL pentru legarea acestuia la VC1 in domeniul de concentratii analizat,
sugerand cd SE-FL se leagi cu o afinitate mult mai mare de VC1 decét S100P.

Exemplul 12, Teste de indentificare de modulatori ai interactiei SE-FL cu VCI prin TR-
FRET

Folosind proteinele recombinate SE-FL si VCI-His in testul TR-FRET descris in
exemplul 10 am analizat capacitatea unor compusi naturali cu moleculd micéd de a interfera cu
legarea S100P de receptorul siu RAGE. in amestecul de legare au fost incluse 50 nM VC1-His,
200 nM SE-FL, 2 nM Tb anti-His si diversi compusi in concentrajie 20 uM, in tamponul de
legare in prezentd de 2% DMSO. Din 137 de compusi testafi, patru au redus semnalul FRET sub
50%, sugerdnd cd au un efect inhibitor asupra formarii complexului VC1-His/SE-FL (Fig. 16).
Acest experiment valideaza testul TR-FRET propus si constructul SE-FL obtinut pentru folosirea
lor in experimente la scard largd cu scopul identificarii de inhibitori ai interactiei S100P cu

partenerii sdi implicati in oncogeneza.
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PROTEINE DE FUZIUNE FLUORESCENTE ALE S100P

Revendiciri

1. Proteine de fuziune caracterizate prin faptul cé au la capdtul N-terminal secventa proteinei

S100P si la capétul C-terminal secventa EGFP unite prin diferiti linkeri

2. Proteine de fuziune fluorescente caracterizate prin spectre de absorbtie si fluorescentd

similare proteinei EGFP

3. Proteine de fuziune S100P-EGFP caracterizate prin faptul ci se pot lega de receptorul

pentru produsi de glicare avansatd (RAGE) adsorbit in microplici.

4. O proteind de fuziune S100P-EGFP capabild sid interactioneze cu receptorul pentru
produsi de glicare avansatd intr-un test pe bazd de transfer de energie prin rezonanti in

fluorescenti (time resolved-fluorescence resonance energy transfer).

5. Proteine de fuziune cu S100P conform revendicarilor 1-4 care pot fi aplicate in teste in
vitro la scard largi pentru identificarea de compusi care blocheazi interactia S100P cu o forma

solubild a RAGE.
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PROTEINE DE FUZIUNE FLUORESCENTE ALE S100P

Desene
[Lomis | sioop | EGFP | His-SE
[omis | S100P o] EGEP ] His-SE-HL
[emis | s P EGFP ] His-SE-FL
[ GST | sio0p  p——{ EGFP |  GsT-SE-HL
[ S100P el EGFP | SE-HL
L GST [ swee P EGFP "] GST-SEFL
[swr PN EGEP ] SE-FL
Fig.1a

S100P umana

>NP_005971.1 protein S100-P [Homo sapiens]
MTELETAMGMIIDVFSRYSGSEGSTQTLTKGELKVLMEKELPGFLQSGKDKDAVDKLLK
DLDANGDAQVDFSEFIVFVAAITSACHKYFEKAGLK

>AABO08058.1 Enhanced Green Fluorescent Protein [Cloning vector pEGFP-C2]
MVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWP
TLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEG
DTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSV
QLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDE
LYK

Fig. 1b
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Xmal-S100P-2: AAACCCGGGATGACGGAACTAGAGACAGCCATGG
Sall-S100P-Rev: GGGGTCGACTTTGAGTCCTGCCTTCTCAAAGTAC

Sall-EGFP: AAAGTCGACATGGTGAGCAAGGGCGAGGA

BamHI-EGFP: AAAGGATCCTCACTTGTACAGCTCGTCCATG
A207K_HindIII_For: CACCCAGTCCAAGCTTAGCAAAGACCC

EGFP_A207K_R: CTCAGGTAGTGGTTGTCG

Helical_Ncol_For: GAAGCGGCGGCGAAAGCCATGGTGAGCAAGGGCGAG
Helical linker R: TTTCGCCGCCGCTTCCGCGTCGACTTTGAGTCCTGCC

Flexible linker_F: CCGAGCGAAGGCAAAGGCATGGTGAGCAAGGGCGAG

Rigid linker_BamHI_Rev: TTTGCCGCTGGTGGATCCGTCGACTTTGAGTCCTGCC

Fig. 2

His-S100P-EGFP

MSHHHHHHSMDIEENLYFQGPGMTELETAMGMIIDVFSRYSGSEGSTQTLTKGELKYV
LMEKELPGFLQSGKDKDAVDKLLKDLDANGDAQVDFSEFIVFVAAITSACHKYFEK
AGLKVDMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGK
LPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGY VQERTIFFKDDGNYKTRA
EVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRH
NIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSKLSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAG
ITLGMDELYK

His-S100P-EGFP-HL
MSHHHHHHSMDIEENLYFQGPGMTELETAMGMIIDVFSRYSGSEGSTQTLTKGELKYV
LMEKELPGFLQSGKDKDAVDKLLKDLDANGDAQVDFSEFIVFVAAITSACHKYFEK
AGLKVDAEAAAKEAAAKAMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYG
KLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGY VQERTIFF
KDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQK
NGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSKLSKDPNEKRDH
MVLLEFVTAAGITLGMDELYK
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His-S100P-EGFP-FL

MSHHHHHHSMDIEENLYFQGPGMTELETAMGMIIDVFSRYSGSEGSTQTLTKGELKY
LMEKELPGFLQSGKDKDAVDKLLKDLDANGDAQVDFSEFIVFVAAITSACHKYFEK
AGLKVDGSTSGKPSEGKGMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDAT
YGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERT
IFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADK
QKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSKLSKDPNEKR
DHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK

GST-S100P-EGFP-HL

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYI
DGDVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLK
VDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKL
VCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLEVLFQGPLGSPGIPG
MTELETAMGMIIDVFSRYSGSEGSTQTLTKGELKVLMEKELPGFLQSGKDKDAVD
KLLKDLDANGDAQVDFSEFIVFVAAITSACHKYFEKAGLKVDAEAAAKEAAAKAMVS
KGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVT
TLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGY VQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLV
NRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLAD
HYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSKLSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK

S100P-EGFP -HL (dupé tidierea cu Prescission a GST-SE-HL)

GPLGSPGIPGMTELETAMGMIIDVFSRYSGSEGSTQTLTKGELKVLMEKELPGFLQS
GKDKDAVDKLLKDLDANGDAQVDFSEFIVFVAAITSACHKYFEKAGLKVDAEAAAKE
AAAKAMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLP
VPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEV
KFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIE
DGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSKLSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITL
GMDELYK

GST-S100P-EGFP-FL

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYY]I
DGDVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLK
VDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKL
VCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLEVLFQGPLGSPGIPG
MTELETAMGMIIDVFSRYSGSEGSTQTLTKGELKVLMEKELPGFLQSGKDKDAVD
KLLKDLDANGDAQVDFSEFIVFVAAITSACHKYFEKAGLKVDGSTSGKPSEGKGMVS
KGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVT
TLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLV
3
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NRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLAD
HYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSKLSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK

S100P-EGFP-FL (dupa tdierea cu Prescission a GST-SE-FL)

GPLGSPGIPGMTELETAMGMIIDVFSRYSGSEGSTQTLTKGELKVLMEKELPGFLQS
GKDKDAVDKLLKDLDANGDAQVDFSEFIVFVAAITSACHKYFEKAGLKVDGSTSGKP
SEGKGMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLP
VPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEV
KFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIE
DGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSKLSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITL

GMDELYK

Fig. 3
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