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Prezenta inventie se refera la anticorpi policlonali anti-

EDEM2, destinati diagnosticarii stresului celular la nive-

lul reticulului endoplasmic, prezentind specificitate ridi-
cata fata de EDEM2 umana si capacitate redusa de

interactie cu alte proteina din familia EDEM.
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Anticorpi policonali anti-EDEM 2

Inventia se refera la anticorpi policonali fata de proteina EDEM2 umana, utilizati
pentru identificarea proteinei in celule de mamifere, in special celule umane.

in celulele de mamifere proteinele secretorii si membranare incorect pliate din
lumenul reticulului endoplasmic duc la generarea unei stari permanente de stres care
declanseaza o serie de evenimente ce au ca finalitate moartea celulei. Sunt exportate in
calea sescretorie doar proteinele corect pliate, iar cele nepliate sau incorect pliate sufera
un proces de repliere asistat de chaperoanele rezidente in reticulul endoplasmic. Daca
proteinele nu reusesc sd adopte conformatia corectd acestea sunt retrotranslocate in
citoplasma unde sunt degradate de proteazom. Calea prin care proteinele sunt exportate
din reticulul endoplasmatic este o cale dependentd de ubiquitind cunoscuta sub numele
de degradare asociatd reticulului endoplasmic (ERAD-ER associated degradation
pathway).

Importanta studierii caii de degradare a proteinelor si mecanismul prin care
componentele reticulului endoplasmatic discrimineaza intre proteinele corect si respectiv
incorect pliate este subliniatd de numeroasele boli corelate cu stresul asociat reticulului
endoplamatic cum sunt: diabetul. boala Alzheimer, boala Parkinson. boala Huntington si
bolile bazate pe prion.

EDEM2 este o proteina implicata in procesul de degradare asociata reticulului
endoplasmic care ajutd la mentinerea echilibrului dintre degradarea si plierea proteinelor.
Aceastd proteind prezintd 4 situsuri potentiale de glicozilare, nu prezintd activitate
enzimatica si este o proteina solubila rezidenta in reticulul endoplasmatic.

Anticorpii descrisi in aceastd inventie pot fi folositi pentru detectarea proteinei
EDEM2 in celule de mamifere sau extracte celulare ca reactivi de analiza in diferite
metode biochimice. In urma analizarii rezultatelor s-a constatat ca anticorpii produsi
recunosc specific proteina EDEM2. iar pentru validarea rezuitatelor au fost utilizati in
paralel anticorpii comerciali anti-EDEM2. Experimental s-a demonstrat ca anticorpii
policlonali produsi de noi au o specificitate mult mai mare pentru proteina EDEM2 decat

anticorpii comerciali.
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Problema pe care o rezolva inventia de fatd este detinerea unui produs cu
proprietatea de a reactiona ca anticorp cu antigene de tipul EDEM2. Anticorpii pot fi
obtinuti folosind ca imunogen proteina EDEM2 umana fara secventa semnal care contine
epitopii necesari recunoasterii proteinei EDEM2. ADN-ul corepunzator proteinei
EDEM2 poate fi introdus intr-un vector de expresie pentru celule bateriene, proteina
poate fi exprimatd si purificata, iar pentru obtinerea anticorpilor se pot folosi metodele
clasice de imunizare a animalelor cu proteina recombinanta si recuperarea anticorpilor
din serul animalelor imunizate.

Anticorpii, conform inventiei au urmatoarele proprietati:

- specificitate ridicatda pentru proteina EDEM2 in conditii reducatoare si
nereducatoare

- nu reactioneazd nespecfic cu celelalte proteine din familia EDEM

Avantajele aplicrii acestei inventii sunt urmatoarele:

I. anticorpii descrisi in inventie recunosc proteina EDEM2 forma wild type

NS

anticorpit descrisi in inventie pot fi folositi pentru detectia EDEM2 prin Western
blot. imunoprecipitare si imunofluorescenta

anticorpii descrisi in inventie pot fi folositi in diagnosticul starii de stres la nivel

|99)

celular
Se dau. in continuare. 6 exemple de realizare a inventiei. in legatura si cu figurile 1-

6.care reprezintd:

- fig. |, secventa de nucleotide (secventa 1) si aminoacizi (secventa 2) a proteinei
EDEM2

- fig. 2. secventa de nucleotide a primerilor folositi pentru clonarea EDEM2 in
vectorul pHAT?2

- fig. 3. expresia si purificarea proteinei EDEM2 din bacterii a) Expresia proteinei
EDEM2 in sistem bacterian: |-standard de masd moleculard, 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
EDEM2: I-standard de masa moleculard, 2-solubilizarea proteinei din corpii de
incluziune. 3-proteina solubilizatd legatd de rasind. 4-proteina solubilizatd nelegata de

rasind, S-cantitatea de proteind eluatd de pe rasind anLl{JTPd :
. ﬁ:r"
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indepartarea proteinelor legate nespecific, 6-elutia proteinei de pe rasind cu tampon
fosfat cu imidazol, ¢) Randamentul de purificare si puritatea proteinei EDEM2 din
bacterii: 1-standard de masa moleculara, 23-EDEM2,  proteina purificatd prin
cromatografie de afinitate, 4-BSA 1.5mg/ml, 5-BSA Img/ml, 6-BSA 0.75mg/ml. 7-
0.5mg/mL.

- fig. 4. utilizarea anticorpilor pentru identificarea proteinei EDEM 2 prin Western
blotting: a) Verificarea specificitdtii anticorpilor produsi la diferite concentratii
comparativ cu anticorpii comerciali: 1. 2- EDEM2 transfectat in celule HEK293T —.+
EndoH - blotare cu anticorpi policonali fatd de EDEM2 dilutie 1:500; 3.4- EDEM?2
transfectat in celulele HEK293T — .+ EndoH - blotare cu anticorpi policlonali fata de
EDEM?2 dilutie 1:200: 5.6-EDEM2 transfectat in celule HEK293T —+ EndoH-blotare
cu anticorpi comerciali fata de EDEM2 dilutie 1:200. b) Verificarea specificitatii
anticorpilor in conditii reducatoare si nereducitoare si reactia nespecifica intre anticorpii
produsi si proteina EDEM1: I-HEK293T control redus, 2-HEK293T+EDEM?2 redus, 3-
HEK293T+EDEM?2 neredus, 4-HEK293T+EDEMI1 redus- blotare cu anticorp policlonal
anti EDEM2 1:500.

- fig. 5, Utilizarea anticorpilor pentru imunoprecipitarea proteinei EDEM2;
specificitatea anticorpilor produsi comparativ cu anticorpii comerciali: 1.2- EDEM2
supraexprimat in celulele HEK293T —+ digestie cu EndoH - imunoprecipitare cu
anticorpii comerciali; 3.4- EDEM2 supraexprimat in celulele HEK293T —+ EndoH-
imunoprecipitare cu anticorpii policlonali descrisi in inventie.

- fig. 6. utilizarea anticorpilor pentru identificarea proteinei EDEM2 prin

imunofluorescenta.

Exemplul 1: Clonarea proteinei EDEM 2 recombinante

Obtinerea antigenului necesar producerii anticorpilor policlonali anti-EDEM?2

uman a fost realizatd in sistem bacterian. Pentru aceasta, ADN-ul complementar al

proteinei de interes ce prezintd potential antigenic (EDEM2 uman, secventa 1 si 2, Fig.1)
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ADN-ul complementar a fost amplificat prin PCR folosind Taq ADN polimeraza si
primeri specifici cdrora li s-au adaugat la capatul 5'-terminal situsurile de recunoastere
ale enzimelor de restrictie Sa/l si respectiv, Hindl1 (Fig. 2).

Atat produsul de PCR cat si vectorul au fost supusi digestiei secventiale cu
enzimele de restrictie Sall si Hindlll. urmatd de o noua purificare folosind kitul DNA
Gel extraction. Clonarea insertului in vector a fost realizatd printr-o reactie de ligare
catalizata de T4 DNA ligaza. urmata de transformare in bacteriile E. coli DHS5a. intregul

insert a fost secventiat pentru verificarea eficientei clonarii si a fidelitatii reactiei de PCR.

Exemplul 2: Obtinercu proteinei recombinante

ADN-ul recombinant a fost introdus in tulpina bacteriana de E. Coli
BL21(DE3)RIL pentru a exprima proteina EDEM?2 prin transformare chimica pe baza de
CaCls. lonii Ca2" permeabilizeaza peretele celular, asigurd legarea ADN-ului de
membrana celulard si neutralizeaza sarcina negativd a ADN-ului. Incorporarea ADN-ului
in celulele permeabilizate este realizatd print-un curent termic produs prin soc termic la
42°C.

Celulele competente BL21(DE3)RIL transformate pentru a exprima proteina
EDEM 2 au fost folosite deoarece acestea exprima la nivel inalt proteinele care utilizeaza
promoterul T7 ARN polimerazei si contin ARN-ul de transfer pentru codonii rari:
arginina (R). izoleucina (I) si leucina (L), care ajutd la expresia proteinelor care sunt
codificate de secvente genomice bogate in GC. in aceasta categorie fiind inclusd si
proteina EDEM?2.

Celulele care au incorporat plasmidul care codifica pentru proteina EDEM?2 si
care exprima gena de rezistenta la antibiotic au fost selectate in mediu agar cu antibiotic
si cultivate pentru expansiune in mediu de culturd lichid cu adaos de antibiotic.

Expresia proteinei a fost indusa cu isopropil--D-tiogalactopiranozida (IPTG).
analog de lactoza ce induce activarea operonului /ac si respectiv induce expresia proteinei
EDEM2. Bacteriile au fost cultivate pana la o densitate optica la 600 nm de 0.5-0.8,
apoi expresia proteinei a fost indusa cu IPTG si celulele au fost crescute la 25-30°C timp

de 14-16 ore. In paralel cu probele induse au fost crescute in aceleasi conditii celule
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bacteriene la care nu a fost adaugat IPTG (celule neinduse). Atat probele induse cat si
probele neinduse au fost centrifugate la 6000 rpm, 10 minute. 4°C.

Sedimentul celular obtinut in urma centrifugarii a fost lizat in tampon fosfat cu
adaos de DN-azad (0.05 mg/ml), RN-azd (0.05 mg/ml). lizozim (Img/mL) si cocktail de
inibitori de proteaze farda EDTA, prin incubare 30-60 min pe gheatd, urmata de 10 -15
cicluri de sonicare. Cele doua fractii obtinute in urma centrifugarii lizatului celular au fost
migrate in gel de poliacrilamida, unde s-a observat ca proteina EDEM?2 se exprima
exclusiv in corpii de incluziune (sediment) (Fig 3.a). Proteina a fost solubilizata din
corpii de incluziune cu tampon fosfat cu adaos de uree de la 6 pana la 8 M prin trecerea
succesiva a lizatului prin acul unei seringi tip insulina (Fig 3.b).

Proteina recombinanta EDEM2 a fost obtinutd prin cromatografie de afinitate pe
coloana Ni*" (Fig3.c).

Proteina EDEM2 contine un motiv de 6 histidine care are afinitate pentru ionii
metalici. in acest caz Ni*™ principiu pe baza caruia are loc purificarea proteinei din lizatul
total. lonul de nichel este fixat de rasind prin intermediul acidului nitroacetic. legat
covalent de suportul solid cu rol de chelator pentru ionii metalici.

Lizatul obtinut in urma solubilizarii corpilor de incluziune cu uree. a fost incubat
cu rasina Ni-NTA la 4°C, timp de 1-3 h. Ulterior, proteinele legate nespecitic pe coloana
Ni-NTA au fost indepartate prin spalare cu tampon de liza. Proteina EDEM?2 a fost eluata

de pe rasina cu tampon de liza suplimentat cu imidazol 100-300mM.
Exemplul 3: Obtinerca anticorpilor anti-EDEM 2

Anticorpii fatd de proteina EDEM2 au fost obtinuti prin injectarea proteinei
recombinante purificate in amestec cu adjuvant Freud in raport de 1/1 (v/v) la iepure. Pe
tot parcursul procesulut de producere a anticorpilor au fost realizate 7 imunizari cu
diferite concentratii de proteina: 250 ug-1000ug proteind. la intervale de 2-3 saptamani.

Specificitatea anticorpilor obtinuti a fost determinata prin Western blot.
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Exemplul 4: Ulilizarea anticorpilor pentru recunoasterea proteinei EDEM 2

utilizand tehnica Western blot

Specificitatea anticorpilor produsi in laborator fatd de proteina EDEM2
supraexprimata in celule mamaliene a fost verificatd prin tehnica Western blot. avand
drept control anticorpi comerciali fata de proteina EDEM2. In acest sens proteina EDEM
2 a fost supraexprimata. prin transfectie tranzienta in celulele HEK293T (Human
Embrionic Kidney cells) o linie celulard embrionara de rinichi uman. dupa 24 h de la
transfectie celulele au fost recoltate si lizate in tampon de lizd Hepes Chaps cu adaos de
inhibitori de proteaze. Lizatele obtinute au fost separate in gel de poliacrilamida.
transferate pe membrana de nitroceluloza si ulterior blotate cu anticorpi impotriva
proteinei de interes, EDEM?2. Prin aceastd tehnicd au fost testate loturile de anticorpi
produse cat si cateva dilutii la care pot fi folositi.

Pentru a ne asigura cd anticorpii produsi recunosc proteina EDEM?2 specific.
lizatele celulare au fost digerate cu endoglicozidaza H (EndoH). Deoarece EDEM 2 este
o glicoproteina, cu 4 situsuri potentiale de glicozilare. este sensibila la digestie cu enzime
care taie glicanii atasati proteinelor, in acest caz EndoH o enzima care cliveaza glicanii
complecsi atasati proteinelor in reticulul endoplasmic. Se observa din figura ca anticorpii
policonali recunosc specific polipeptidul digerat cu enzima (Fig 4.a).

Un alt experiment a fost realizat pentru a determina specificitatea anticorpilor
produsi fata de proteina redusad sau nativa. Lizatele celulare au fost separate in gel de
poliacrilamida atat in conditii reducatoare (incarcarea in gel a lizatelor a fost facutd cu
tampon de incarcare cu adaos de agent reducator DTT) cét si nereducatoare (fara adaos
de DTT). apoi proteinele au fost transferate pe membrana de nitroceluloza si blotate cu
anticorpii pentru EDEM2. Deoarece este cunoscut faptul ca proteinele EDEM au o
omologie structurala relativ mare. in acest experiment a fost verificata si specificitatea
anticorpului produs pentru proteina EDEM2 prin incubarea lizatului obtinut din celulele
HEK293T transfectate cu proteina EDEMI1. Se observa ca anticorpii produsi recunosc

specific proteina EDEM2 si nu reactioneaza cu proteina EDEMI ( Figd.b).
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Exemplul S: Utilizarea anticorpilor pentru imunoprecipitarea proteinei EDEM?2

din celule de mamifere

Prin marcare metabolica cu aminoacizi radioactivi se poate urmari traficul si
procesarea unor proteine in celuld, cat si interactia dintre proteine, urmarind la diferite
intervale de timp expresia proteinelor marcate, prin reactii de imunospecificitate. Pentru
experimentele de imunoprecipitare am utilizat celule HEK293T aderente care au fost
insamantate. mentinute in mediu de culturd timp de 24 ore si apoi au fost transfectate cu
ADN-ul plasmidial ce codificd pentru proteina EDEM2 recombinantd. A doua zi dupa
transfectie celulele au fost marcate radioactiv cu aminoacizi ce sunt incorporati n
proteinele nou sintetizate. Dupd@ marcare. a fost indepdrtat mediul cu aminoacizi
radioactivi. celulele au fost spalate cu PBS si apoi lizate pe gheatd timp de 30 de minute.

in continuare lizatele celulare au fost incubate cu anticorpii obtinuti care leaga
specific proteina EDEM2 si complexele antigen-anticorp formate au fost precipitate pe
rasina cuplata cu proteina A. Se observa din Fig 5 ca anticorpii recunosc specific proteina
EDEM2 supraexprimatd in conditii reducatoare in celulele HEK293T. in timp ce

anticorpii comerciali recunosc slab proteina EDEM 2 prelucrata in aceleasi conditii.

Exemplul 6: Utilizarea anticorpilor pentru identificarea proteinei EDEM 1 prin

imunofluorescentd

Metoda de marcare imunofluorescentd permite localizarea intracelulara a
proteinelor utilizdnd anticorpi specifici pentru proteina respectiva in paralel cu un marker
pentru compartimentul celular respectiv. Proteinele tintd sunt recunoscute de anticorpi
specifici pe baza reactiei antigen-anticorp. Pentru a identifica fluorescent aceste proteine
se aplicd a doua reactie antigen-anticorp folosind anticorpi cuplati cu fluorofori care
recunosc specific anticorpii primari ce s-au cuplat cu proteina de interes. Astfel emisie de
fluorescentd va fi detectata doar in zonele unde sunt exprimate proteinele folosite pentru
colocalizare.

Pentru determinarea specificitatii anticorpilor policonali pentru proteina EDEM?2

am utilizat pentru experiment doud linii celulare, A375. linie de melaqvngfnﬁ%n
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nepigmentat si HEK293T. linie de celule embrionare de rinichi uman. Celulele au fost
insdmantate si crescute 24 de ore pe lamele de sticld, dupa care au fost sau nu transfectate
cu ADN plasmidial sa 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 imunofluorescenta. Pentru a determina localizarea intracelulard a
proteinei EDEM2 am efectuat un experiment de colocalizare cu doi markeri pentru
compartimentele reticulul endoplasmic si lizozom.

Din experimentele de imunofluorescentd se poate observa cd anticorpii
policlonali obtinuti de noi recunosc cu mare specificitate proteina recombinanta EDEM?2
supraexprimatd in celule HEK293T si A375. Acesti anticorpi recunosc de asemenea si
proteina exprimata endogen dar cu specificitate mai micd. Localizarea intracelulara a
proteinei este preponderent perinucleard si colocalizeazd cu markerul de reticul

endoplasmic calnexina si partial cu proteina Lamp2, un marker pentru lizozom.(Fig 6)
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Revendicari

1. Anticorpi policlonali anti EDEM?2 caracterizati prin aceea cd au specificitate fatd de
regiunea EDEM2 cu secventa de aminoacizi din figura 1. secventa numarul 2.

2. Anticorpi policlonali anti EDEM2 conform revendicarii 1., caracterizati prin aceea ci se
utilizeaza pentru diagnosticul starii de stres la nivel celular.

3. Anticorpi policlonali anti EDEM2 conform revendicarii 1. caracterizati prin aceea ca se

utilizeaza pentru identificarea EDEM2 uman.
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FIGURA 1,secv. nr. 1

1 ATGCCTTTCC GGCTGCTIAT CCCGCTCGGC CTCCTGTGCG CGCTGCTGCC TCAGCACCAT
6l GGTGCGCCAG GTCCCGAUGG CTCCGCGCCA GATCCCGCCC ACTACAGGGA GCGAGTCAAG
121 GCCATGTTCT ACCACGCCTA CGACAGCTAC CTGGAGAATG CCTTTCCCTT CGATGAGCTG
181 CGACCTCTCA CCTGTGACIGG GCACGACACC TGGGGCAGTT TCTCTCTGAC TCTAATTGAT
241 GCACTGGACA CCTTGCTGAT TTTGGGGAAT GTCTCAGAAT TCCAAAGAGT GGTTGAAGTG
301 CTCCAGGACA GCGTGGACTT TGATATTGAT GTGAACGCCT CTGTGTTTGA AACAAACATT
361 CGAGTGGTAG GAGGACTCCT GTCTGCTCAT CTGCTCTCCA AGAAGGCTGG GGTGGAAGTA
421 GAGGCTGGAT GGCCCTGTTC CGGGCCTCTC CTGAGAATGG CTGAGGAGGC GGCCCGAAAA
481 CTCCTCCCAG CCTTTCAGAC CCCTACTGGC ATGCCATATG GAACAGTGAA CTTACTTCAT
541 GGCGTGAACC CAGGAGAGAC CCCTGTCACC TGTACGGCAG GGATTGGGAC CTTCATTGTT
001 GAATTTGCCA CCCTGAGCAG CCTCACTGGT GACCCGGTGT TCGAAGATGT GGCCAGAGTG
66l GCTTTGATGC GCCTCTGGGA GAGCCGGTCA GATATCGGGC TGGTCGGCAA CCACATTGAT
G210 GTGCTCACTG GCAAGTGGGT GGTCCAGGAC GCAGGCATCG GGGCTGGCGT GGACTCCTAC
781 TTTGAGTACT TGGTGAARASG AGCCATCCTG CTTCAGGATA AGAAGCTCAT GGCCATGTTC
&41 CTAGAGTATA ACAAAGCCAT CCGGAACTAC ACCCGCTTCG ATGACTGGTA CCTGTGGGTT
901 CAGATGTACA AGGGGACTET GTCCATGCCA GTCTTCCAGT CCTTGGAGGC CTACTGGCCT
961 GGTCTTCAGA GCCTCATTGG AGACATTGAC AATGCCATGA GGACCTTCCT CAACTACTAC
1027 ACTGTATGGA AGCAGTTTGG GGGGCTCCCG GAATTCTACA ACATTCCTCA GGGATACACA
1081 GTGGAGAAGC GAGAGGGTTA CCCACTTCGG CCAGAACTTA TTGAAAGCGC AATGTACCTC
1141 TACCGTGCCA CGGGGGATCC CACCCTCCTA GAACTCGGAA GAGATGCTGT GGAATCCATT
1201 GAAARAATCA GCARGGT3GA GTGCGGATTT GCAACAATCA AAGATCTGCG AGACCACAAG
1261  CTGGACAACC GCATGGAGTC GTTCTTCCTG GCCGAGACTG TGAAATACCT CTACCTCCTG
1321 TTTGACCCAA CCAACTTCAT CCACAACAAT GGGTCCACCT TCGACACGGT GATCACCCCC
1381 TATGGGGAGT GCATCCTGGGE GGCTGGGGGG TACATCTTCA ACACAGAAGC TCACCCCATC
1441 GACCCTGCCG CCCTGCACTG CTGCCAGAGG CTGAAGGAAG AGCAGTGGGA CGGTGGAGGAC
1501 TTGATGAGGG AATTCTAUTC TCTCAAACGG TGCAGGTCGA AATTTCAGAA AAACACT
1561 AGTTCGGGGC CATGGGAACC TCCAGCAAGG CCAGGAACAC TCTTCTCACC AGAAAACZCAT
1621 GACCAGGCAA GGGAGAGGAA GCCTGCCAAA CAGAAGGTCC CACTTCTCAG CTGCCCCAGT
1681 CAGCCCTTCA CCTCCAAGTT GGCATTACTG GGACAGGTTT TCCTAGACTC CTCATAA
secv. nr. 2
10 20 30 40 50 a0
MPFRLLIPLG LLCALLPQHH GAPGPDGSAP DPAHYRERVK AMFYHAYDSY LENAFPEDEL
70 80O 90 100 110 120
RPLTCDGHDT WGSFSLTLIL ALDTLLILGN VSEFQRVVEV LQDSVDEFDID VNASVFETNI
130 140 150 160 270 180
RVVGGLLSAHE LLSKKAGVEV EAGWPCSGPL LRMAEEAARK LLPAFQTPTG MPYGTVNLLH
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FIGURA 6

Celule HEK 293T control

Celule HEK 293T colocalizare EDEM 2 endogen/ CNX

Celule HEK 293T colocalizare EDEM2 endogen /Lamp?2

Celule HEK293T transfectate cu EDEM 2

Celule HEK 293T transfectate cu EDEM 2 colocalizare cu CNX

Celule HEK 293T transfectate cu EDEM 2 colocalizare cu Lamp?2
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Celule A375 colocalizare EDEM 2 endogen /CNX

Celule A375 colocalizare EDEM 2 endogen /Lamp 2

Celule A375 transfectate cu EDEM 2

Celule A375 transfectate cu EDEM 2 colocalizare cu CNX

Celule A375 transfectate cu EDEM 2 colocalizare cu Lamp 2
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