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DESCRIEREA INVENTIEI

PROCEDEU DE IDENTIFICARE A PROTEINEI PRECURSOARE A AMILOIDULUI
IN COMPLEXE PROTEICE CU GREUTATE MOLECULARA MARE

Domeniul tehnic: A61G01N33/48

Stadiul cunoasterii si tehnicii in domeniu

Inventia se refera la un procedeu de identificare al proteinei precursoare a amiloidului in
stare nativd, in complexe proteice cu greutate moleculard mare, izolate din membranele celulare.
Procedeul, important in domeniul sanatatii umane, se bazeazd pe un protocol de electroforeza
nativa si imunoblotare, particularizat pentru proteina mai sus mentionata, implicata in patologia
bolii Alzheimer.

Boala Alzheimer (BA) esteo problemd acutd de sandtate, cu incarcaturd sociala
semnificativd.l.a momentul actual existd o nevoie imperioasd de obtinere a unui tratament
impotriva BA, deoarece, in conditiile unei populatii in curs de imbatranire, incidenta si prevalenta
formei sporadice a bolii (fira incircitura genetici) sunt in continui crestere. in 2013, erau
aproximativ 44,4 millioane pacienti cu dementa in toatd lumea, iar acest numar este in crestere. O
mare parte din aceastd crestere va fi 1n tarile In curs de dezvoltare. Deja 62% din persoanele cu
dementd traiesc in tdrile in curs de dezvoltare, dar pana in 2050 acest procent va creste pana la

71% (http://www.alz.co,uk/research/statistics).BA este in marea majoritate a cazurilor o boala a

varstei a 3a, cu doud verigi patologice majore: acumularea de placi neurotoxice de amiloid
perineuronal si acumularea intraneuronald de neurofilamente hiperfosforilate.

Placile de amiloid sunt formate in principal din peptide rezultate din proteina precursoare a
amilodului (APP), prin actiunea enzimatici a doud secretaze, denumite B si y. Existd si o
secretaze care impiedicd formarea acestor peptide toxice (fig 1).Pe de altd parte, APP este
implicat 1n dezvoltarea embrionarda 1n neuritogeneza(Perez RG et al.,, J Neurosci.
1997;17(24):9407-14.), sinaptogeneza (Ribaut-Barassin C et al., Neuroscience. 2003;120(2):405-
23.) si migrare neuronald (Kimmel CB.. Annu Rev Neurosci. 1993;16:707-32.). Aceste date au
fost ulterior confirmate si in creierul adult (Dawson GR et al. Neuroscience. 1999;90(1):1-13.),
majoritatea datelor fiind raportate pe biopsii provenite de la pacienti cu BA (DeKosky ST, Scheff
SW. Ann Neurol. 1990;27(5):457-64.;1.i HL, et al. J Neurobiol. 1997;32(5):469-80.).
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Desi primele studii legate de rolul fiziologic al APP sunt din anii 90, recent a reaparut
interesul pentru implicarea APP in dezvoltarea sistemului nervos.Cele mai recente rapoarte care
studiazd proteina intreagd si nu fragmente de clivaj, adreseazd implicarea APP in organizarea
nodurilor Ranvier ale axonilor (Xu DE et al. Cell Adh Migr. 2014:e28802) sau plasticitate
sinapticd(Tyan SH, et al. Mol Cell Neurosci. 2012;51(1-2):43-52.), folosind soareci de laborator
knockout pentru APP, investigdnd deci modificérile care apar in absenta proteinei.

APP are abilitatea de a dimeriza la membrana celulard, pand la momentul actual fiind propuse
doud mecanisme care implica regiunea extracelulara a proteinei (Ben Khalifa N et al.
Neurodegener Dis. 2012;10(1-4):92-5. ; Baumkotter F et al., J Neurosci. 2014;34(33):11159-72.;
Abramsson A, et al. Dev Biol. 2013;381(2):377-88) fara rol in formarea placilor neurotoxice.

Prezentarea problemei tehnice

Cercetarea In domeniu intdmpind mai multe elemente de dificultate, care se pot imparti in
elemente legate de complexitatea stiintifica a patologiei BA pe de o parte si elemente legate de
dificultatile tehnice, pe de alta parte. Unele dintre dificultatile legate de complexitatea stiintifica a
patologiei BA sunt:
- BA sporadicd - boalda multifactoriald, motiv pentru care este dificil de trasat o legétura directa
cauzi-efect, mai ales la studiile in vivo,
- in doud decenii de cercetare intensivd, cu investitii majore din partea industriei farmaceutice nu
s-a obfinut un tratament, astfel, aria de cercetare s-a extins tot mai mult — initial pe alte populatii
celulare decat cele neuronale din sistemul nervos central, ulterior la interfata dintre sistemul
nervos central si periferie, prin implicarea barierei hematoencefalice(Lyros E et al, Curr
Alzheimer Res. 2014;11(1):18-26.) pana la contextul sistemic general(Takeda S, et al. Front
Aging Neurosci. 2014;6:171).
- datoritd impactului medical, social si economic mare al acestei boli, marea majoritate a
eforturilor de cercetare se concentreaza pe studiul partii de catabolizare a proteinei, asa cum este
el prezentat in figura 1. Aceste studii se fac de obicei in vitro sau in vivo, in creier imbétranit sau
tarat, pe modele animale care reproduc boala sau pe modele knockout (KO) care nu exprima
APP. Inclusiv studiile privind potentialele functii ale proteinei se concentreaza tot pe investigarea
fragmentelor proteice rezultate din diverse procese enzimatice(Hunter S, Brayne C. Biochem

Pharmacol. 2014;88(4):652-60.) decét pe investigarea proteinei necatabolizate .

¥
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- Exista putinedate despre ce se intdmpla cu proteina inainte de metabolizarea ei (figura 1), odata
ajunsd si inseratd in membrana celulard.Desi existd cateva rapoarte in ultimii cinci ani care
studiazd Intreaga proteind si nu fragmentele ei de clivaj enzimatic(Morris JK, et al., Biochim
Biophys Acta. 2014;1842(9):1340-9.) functia ei biologica la adult este inca neelucidata.
- Investigarea proteinei se face prin metode denaturante, care izoleazd proteina din contextul
membranar $i nu permit studii in contextul unor posibile interactiunii homomerice sau
heteromerice in celuld. Un manuscris recent raporteazd prezenfa tetramerilor de amiloid, dar
conditiile experimentale folosite Impiedicé studiul oligomerilor de rang inalt(Lyros E et al., Curr
Alzheimer Res. 2014;11(1):18-26.).
Majoritatea metodelor de studiu al APP se axeaza pe metabolizarea acesteia in fragmentele
hidrofobe (peptidele AP — a caror formare este descrisd mai sus), datoritd implicarii acestora in
patologia BA, in special a speciei AP42. Astfel, majoritatea brevetelor adresate APP se refera la
noi agenti terapeutici care impiedicd, de reguld, metabolizarea patologicd a proteinei prin
interventia beta-secretazei (patente nr.US20120323214A1,W02012098461A1,
US20110065696A1), la anticorpi anti-APP, folosifi ca terapie Dbiologicd (patente
nr.US20110287005A1, W0O2012075037A1, US20130345408A1) sau in kituri de diagnostic
(patent nr. WO2003015617A2).
Diverse procedee folosesc pana in prezent un sigur produs comerical pentru electroforeza nativa,
reprezentat de un gel in gradient (cu concentratii fie intre 3-12% acrilamida, fie 4-16%), care
poate fi achizitionat ca un kit livrat cu doi detergenti de extractie. in urma folosirii acestui kit,
semnalul dat de APP la imunoblotare apare ca o ddrd in jurul greutdtii moleculare de 720
kDa.Aceasta prezintd dezavantajul unei denaturdri si pierderi a unor complexe care s-ar putea
regdsi In mod natural la nivelul membranelor celulare.
Problema tehnica pe care o rezolvd inventiaeste péstrarea intactd a complexelor moleculare
care contin APP si separarea lor optimd, in mai multe benzi, pentru identificare
ulterioard.Procedeul a fost testat si este compatibil cu analiza ulterioard prin spectrometrie de
masa, pentru identificarea proteinelor care fac parte din complexul macromolecular analizat.

Descrierea procedeului
In continuare este descris procedeul in detaliu, iar prin:

“Electroforeza“ se intelege migrarea unui amestec de proteine intr-un mediu vascos, sub

actiunea unui curent electric, caracterizat de un anumit amperaj fix

b
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- “Electroforezd nativd” se Intelege separarea proteinelor 1in conditii speciale,
nedenaturante, care pastreaza intacte caracteristicile proteinelor si legaturile stabilite intre
diversele proteine in mod fiziologic

- “Ultracentrifugare” se intelege centrifugare la viteze foarte mari, in mod specific de 100
000 g, folosita pentru separarea membranelor celulare de restul componentelor

- “Probd ” se intelege solutia de proteine extrase din membranele celulare, separate in
prelabil prin ultracentrifugare, cu formularea de detergent specificd metodei

Conform unei variante preferate de realizare a metodei conform inventiei, proba se poate obtine
preferential, dar nu exclusiv din tesut cerebelos provenit de la animale de laborator (soareci de
laborator, tulpina C57B16). Pot fi de asemenea folosite si probe de biopsie/mecropsie de la
animalele mai sus mentionate din alte organe interne (ficat, rinichi splina, pliman). Intr-o alta
variantd de realizare a metodei conform inventiei, proba se poate obtine din culturi celulare, cum
ar fi, de exemplu, dar nu limitat la, culturi de macrofage umane non-aderente (linia 9855, ATCC).
Piesa de biopsie, respectiv peletul celular se resuspendd in tamponul de separare a fractiunilor
celulare, care poate fi o formulare pe baza de 250mM sucrozd sau altd variantd de tampon de
separare prin ultracentrifugare. Solutia resuspendatd este supusd unor centrifugari repetate la
viteze din ce in ce mai mari: 700G pentru separarea fractiunii nucleare, 10.000G pentru
indepartarea componentelor citosolice, iar supernatantul rezultat se centrifugheaza 100.000G la
4°C pentru peletareca membranelor celulare. Complexele proteice se extrag din membrane
folosind un tampon cu formularea specificd inventiei — imidazol 50...75mM, NaCl 50 mM, acid
6-aminohexanoic 2mM, triton X-1000,5...1%,la care se adaugd 1% cocktail de inhibitori de
proteaze.Proba astfel obtinutd se va separa in complexe proteice mari prin migrare pe gel de

poliacrilamida, cu formularea prezentatd in tabelul de mai jos:

Reactiv Volum
Tampon de gel (imidazol 25 mM, acid 6-aminohexanoic 0,5 M) 7.5 ml
Acrilamida 37,5:1 2,5 ml
N,N,N',N-Tetrametiletilendiamina (TEMED) 7,5 ulL
Amonium persulfat 10% 100ul
Volum total 10 ml

Tabelul 1. Formula de turnare a gelului de poliacrilamida

W
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Separarea electroforeticd se realizeaza pe gheatd, la 10 mA/gel, constant, timp de 2...4 ore, intr-un
tampon de migrare care se caracterizeazd prin aceea cd are o formulare specifica, conform
revedincérii - 50mM tricing, 7,5 mM imidazol, ajustat la pH 8...10 cu granule de NaOH (0,8 g
pentru 0,1 unitati de pH).Dupa 2...4 ore gelul se pune la transfer in acelasi tampon ca mai sus, pe
membrana de PVDF sau nitrocelulozd, 1a 100 mA constant, timp de 20...22 ore, pe gheati.
Membrana de transfer se blocheazé timp de 30 de minute - 1 oré in solutie de blocare (5% solutie
de albumind serica bovina sau altd formuld de solutie de blocare), apoi se incubeazi cu anticorpul
primar dorit. Conform unei variante preferate de realizare a metodei conform inventiei, anticorpul
primar este un anticorp monoclonal dezvoltat in iepure anti APP, domeniul C terminal. Conform
unei alte variante preferate de realizare a metodei conform inventiei, acest anticorp primar este un
anticorp monoclonal dezvoltat in soarece anti domeniului N terminal al APP. Incubarea cu
anticorpul primar dureazd minim 12 ore si este urmata de 4 spalari consecutive a cite 10 minute
in TBS-Tween 20, concetratie 0,1%, iar ultima in TBS simplu. Urmeazd o ord de incubare in
anticorp secundar cuplat cu HRP si relevare cu solutie ECL prin scanare cu scannerul cDigit.

Se poate identifica astfel preferential, dar nu limitat la, APP in complexe proteice cu greutate
molculard mare. Alternativ, procedeul poate fi aplicatd si altor proteine membranare cu punct
izoelectic iIn domeniul acid, apropiat punctului izoelectric al APP (4,74).

Avantajul prezentei inventii este obtinerea unor semnale distincte (mai mult de unul), la trei
greutdti moleculare diferite, inclusiv cea obtinutd cu kitul comercial. Procedeulrealizat conform
inventiei inlatura dezavantajul mentionat mai sus prin aceea ca permite identificarea unor noi
complexe moleculare care contin APP.

Imbunatatirile pe care prezenta inventie le aduce fata de kitul comercial deja existent sunt:
mentinerea APP in complexe native, asa cum se asociazd la nivelul diverselor membrane
celulare, asigurarea unor conditii speciale de migrare, care permit patrunderea acestor complexe

in gel si separarea lor electroforeticd, urmati de evidentierea lor prin western blot.

4
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Descrierea figurilor

Fig 1.Principalele cai de metabolizare a proteinei precursoare a amiloidului (APP).
[zoformele peptidului AB (rosu) sunt principalele componente ale placilor de amiloid neurotoxice
din creierul bolnavilor cu BA si sunt generate in urma clivajului B secretazei (dreapta). o
secretaza (stinga) previne formarea lor si este consideratd a avea rol protector (stdnga). APPs —
fragmentul extracelular, solubil, N-, C-term, domeniile amino, respectiv carboxi terminale, AICD
— amiloid intracellular domain Sursa: Fita IG, Enciu AM et al., Rom J Morphol Embryol.
2011;52(3 Suppl):975-9

Fig2. Testarea diversilor detergenti si baze de tampon pentru migrarea electroforetica
nativa, pe gel de agaroza de 2,5% (a), respectiv pe gel de poliacrilamida 10% (b). Se observa
facilitarea patrunderii In gelul de agaroza a probelor tratate cu TritonX -100, indiferent de baza de
tampon si precipitarea proteinelor in godeu in probele tratate cu deoxicolat de sodiu.

Fig3. Testarea diverselor concentratii de gel si pH pentru alegerea conditiilor de separare
electroforetici.(a).S-au testat concentratii diferite de acrilamida, pe care separarea proteinelor a
fost documentata prin colorare cu Coomassie. Restul experimentelor sunt desfasurate pe geluri de
7.5%. (b).Pentru o cit mai bund separare {intd s-a testat influenta pHului asupra separarii
proteinelor cu greutate moleculard mare. (c). S-a testat distributia pe geluri cu raport diferit
acrilamida la bis-acrilamida (37,5:1, 29:1 si 19:1), modificand si timpul de migrare (d)Cresterea
timpului e migrare nu imbunatateste separarea proteinelor cu greutate moleculard mare.

Figd. Testarea metodei conform inventiei versus metoda comerciald. in partea stanga este
rezultatul migrarii folosind kitul comercial, in conditiille §i cu detergentii si tampoanele
recomandate in kit. In dreapta este testatd procedeul conform inventiei, folosind doi anticorpi
monoclonali anti APP, unul directionat catre capul Cterminal (b), care, in conditiile noastre,
detecteazd doar proteina intreagd si unul Nterminal (c), care poate surprinde si fragmente mari
posibil agregate, din domeniul extracelular.

Fig5. Testarea stabilititii complexelor proteice care contin APP la conditii denaturante
(tratament cu betamercaptoetanol si fierbere (b). Testarea distributiei complexelor
macromoleculare in cerebel (cortex si substantd albd), ficat, rinichi si spind (c) aratd utilitatea
metodei prezentate mai sus in studiul proteinei prin particularizarea distributiei ei la nivelul

cortexului cerebelos.
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Se dau in continuare cateva exemple de aplicare a inventiei.

Exemplul 1

Testarea conditiilor de separare a proteinelor folosind parametri specifici prezentei inventii
comparativ cu datele din literatura.

Material si metodd.Animale de laborator.S-a folosit cortex cerebelos de soarece C57B16 cu virste
intre 3 si 6 luni.Lizatul de proteine.10 mg de tesut cerebelos a fost lizat in tampon Tris/Hcl
50mM, Imidazol 75mM sau HEPES 20 mM, la care s-au addugat pentru extractia proteinelor
diverse tipuri de detergenti — Triton X-100 0,5% sau 1%, CHAPS 0,5%, 1%, 2%+ 8M uree si 4%
+ 8M uree, sau sodiudeoxicolat 0,5% sau 1%. Tesutul a fost omogenizat in omogenizator Potter-
Elvehjem, lasat pe gheatd 30 minute cu vortex scurt la fiecare 10 minute, apoi centrifugat 10
minute la 11.000 rpm.Supernatantul a fost recuperat si folosit la separarea
electroforetica. Electroforeza orizontald de proteine.Fiecare probd a fost rulata initial pe un gel
orizontal de agaroza, in concentratie mica (2,5%) adusi la fierbere 1-2 minute in tampon Tris
(50mM) — Glicind (192 mM). Electroforeza a fost efectuatd in tampon catodic Blx (Witting et al,
Nat Prot, voll no.1 2006), la 100 V constant, timp de 1 h. Pentru vizualizarea benzilor s-a folosit
tampon de migrare colorat cu albastru Coomassie 0,5% (fig.2a).Drept control pentru evaluarea
migrarii s-au folosit 10 ul. de solutie de anticorp policlonal (notat in fig. 2a cu Ig).Probele au fost
amestecate cu solutie de incarcare preparatd 1In laborator (5% glicerol si 1%
Coomasie).Electroforeza verticald de proteine.S-au turnat geluri de poliacrilamidd de 10% (5 ml
acrilamida, 5 ml tampon de gel cu formula prezentatd in tabelul de mai sus, 100 pl. amonium
persulfat 10% si 7,5 pL.. TEMED) si 5% (2,5 ml acrilamida, 7,5 ml tampon de gel cu formula
prezentatd in tabelul de mai sus, 100 pL. amonium persulfat 10% si 7,5 p. TEMED).
Rezultate. Am testat diverse conditii de extractie a proteinelor din lizatul de cortex cerebelos de
soarece de laborator, pentru a identifica cele mai bune variante care si nu denatureze complexele
mari, dar s permitd separarea electroforeticd. Drept standard de migrare am folosit o solutie de
anticorp monoclonal, notatd [g. Am verificat migrarea la 30 de minute si 1 ord. Am eliminat
astfel detergentul deoxicolatul de sodiu, deoarece se observd cd nu toate proteinele sau
complexele au intrat in gel nici dupd o ord de migrare. Deoarece gelul orizontal de agaroza nu
permite transferul ulterior, iar o electroforezd verticald pe agarozd a fost practic imposibila
deoarece gelurile alunecau dintre geamuri, am trecut la geluri de poliacrilamida si initial am decis

testarea unui gel cu doud concentratii, clasic, de 10% si 5% (aseméandtor celui de incarcare,
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folosit la electroforeza conventionald) (fig 2b). Cresterea concentratiei de detergent nu
imbunatiteste separarea complexelor proteice, iar addugarea unui agent denaturant - uree, chiar la
jumatate din concentratia uzuala, desface complet complexele mari (fig 2b, pozitiile 75i8). Pentru
0 mai bund separare, s-au folosit in continuare geluri de poliacrilamida de 7%, ratie 37,5:1(fig3,
dreapta jos), care asigurd acelasi grad de separare ca si gelul de 5%, dar sunt mai putin friabile si
mai usor de manipulat pentru transfer. Migrand timp de 6 ore se pierd majoritatea proteinelor din
gel, fatd de migrarea de 3 ore, iar un pH mai crescut asigurd o mai buni separare.
Concluzii.Pentru a identifica cel mai bun detergent, cea mai buna concentratie de gel si cei mai
buni timpi de separare pentru identificarea optimd a APP am testat pe membrane separate din
cortexul cerebelos de soarece C57B16 diverse combinatii de tampoane de extractie, folosind trei
baze diferite de tampon si trei tipuri de detergenti, fiecare in doud concentratii. Acest experiment
a permis alegerea detergentului de electie — Triton X 100, care a permis cea mai buni migrare a
probelor din godeuri, a timpului de migrare si a concentratiei si pH+ului gelului.

Exemplul 2

Compararea rezultatelor metodei prezentei inventii cu cele obfinute prin migrarea paraleld a unui
gel in gradient comercial, conform specificatiilor producatorului (fig. 4).

Material si metoda.Animale de laborator.Intr-un exemplu preferential s-a folosit cortex cerebelos
provenit de la soareci C57Bl6 cu varste cuprinse intre 3 si 6 luni, din care s-au separat membrane
celulare prin ultracentrifugare la 100.000g intr-un tampon pe baza de sucrozi, lizate conform
prezentei inventii in tampon pe baza de imidazol cu Triton X-100 1%. in alt exemplu materialul
biologic a fost obtinut prin folosirea detergentilor indicati in kitul comercial, cei mai folositi si in
literaturd pentru electroforeza nativa: dodecil maltozid (DDM) sau digitonina in concentratie 1%
in tamponul oferit de producator. In plus, s-a folosit tamponul oferit de producator pentru a
incérca probe extrase cu TritonX-100 1%, ca in prezenta inventie. Electroforeza proteinelor.
Probele au fost incarcate fie in gelul preparat conform prezentei inventii, fie in gelurile preturnate
oferite de producitor si migrate, in fiecare situatie, conform specificatiilor — 3 ore in gel de
poliacrilamida 7%, pH10 la 10 mA sau 150V, timp de 60 de minute, apoi 250V incd 30 de
minute. Gelurile au fost transferate pe membrane de PVDF conform prezentei inventii si incubate
cu anticorpi anti APP C-terminal (1:20.000) sau N-terminal (1:10.000), apoi anticorpi secundari

corespunzatori, cuplati cu HRP.
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Rezultate. Protocolul indicat de producator duce la obtinerea unui semnal difuz, migrat in gel, pe
cand folosirea TritonX-100 nu desface APP din complexe, dar nici nu faciliteaza intrarea in gel si
migrarea in conditiile indicate (fig.4, stdnga). Pregatirea probelor, migrarea si transferul lor
conform indicatiilor prezentei inventii permit identificarea a cel pufin doud complexe proteice de
greutate moleculard mare care contin APP, la greutdti moleculare diferite, in functie de tipul de
anticorp folosit (fig4, mijloc si dreapta).

Concluzii.imbunititirile pe care prezenta inventie le aduce fati de kitul comercial deja
existent sunt: mentinerea APP in complexe native, asa cum se asociazd la nivelul diverselor
membrane celulare, asigurarea unor condifii speciale de migrare, care permit patrunderea acestor
complexe in gel si separarea lor electroforetica, urmatd de evidentierea lor prin western
blot.Inventia poate fi deci folositi pentru obtinerea unui nou kit comercial customizat
pentru studiul proteinei precursoare a amiloidului in cercetare fundamentala i clinica.
Exemplul 3

Utilizarea metodei prezentei inventii pe diverse tipuri de preparate biologice obtinute de la
animale de laborator, respectiv soareciC57B16.

Material si metoda.Animale de laborator.S-au folosit diverse organe recoltate de la soareci de
laborator C57BI6, cu varste cuprinse intre 3 si 6 luni: cerebel, separat prin disectie sub lupa in
cortex cerebelos si substantd alba, ficat, rinichi si splind, recoltate in azot lichid si pastrate la -
80°C pana la lizare.Lizatul de proteine. 10 mg de tesut au fost lizate in tampon de
ultracentrifugare pe bazd de sucrozd si membranele celulare separate prin centrifugare la
100.000g. Peletul de membrane a fost resuspendat in tampon de lizd 75mM imidazol, cu 1%
Triton-X100, conform prezentei inventii si 1% cocktail de inhibitori de proteaze, pe gheata, 30 de
minute, cu vortexare la fiecare 10 minute. Western blot 2 pL de proba au fost amestecati cu 2 pL
de tampon de incarcare (5%glicerol si 1% PonceauRed din solutia ready-to-use comerciala) si
incarcati pe geluri de 1mm, pregitite conform prezentei inventii. Electroforeza a fost rulatd pe
gheatd, la 10 mA, timp de 3 ore, in tampon catodic Blx, fara albastru Coomassie.Transferul s-a
efectuat pe membrand de PVDF(echilibratd in prealabil in metanol)peste noapte, pe gheata, la
100mA constant, in tampon catodic B 1x proaspat. Membrana a fost blocatd 1h in BSA 5% si
incubatd peste noapte in anticorpul primar. Ziua urmétoare, dupd indepartarea anticorpului
primar, membrana a fost spalata in TBSTO0,1% de 3 ori a cate 10 minute si o spalare in TBS 10

minute, urmate de incubare 1h in anticorp secundar corespunzator. Dupa repetarea spélarilor de
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mai sus, s-a incubat membrana in solutie de chemiluminiscentd si s-a scanat cu scannerul de
membrane cDigit.

Rezultate. In primul rand, am testat efectul pe care denaturarea l-ar avea asupra complexelor
proteice identificate anterior. Addugarea de DTT 2mM in proba si incubare 30 min la temperatura
camerei scade semnalul, ceea ce demonstreazd cd doar o parte, dar nu toate legaturile proteice
sunt disulfurice (fig.4a). Fierberea, chiar si un timp foarte scurt, denatureaza complet complexele
(figdb). Pentru a stabili relevanta pentru studiul APP in creier, si extinderea metodei pentru
studiul patologiei BA, am comparat profilul de distributie a APP in complexe moleculare mari
intre lizate de cerebel (disecat in prealabil in substanta cenusie si substantd alba), ficat, splini si
rinichi.(fig.4¢).

Concluzii. Am observat cd profilul de separare obtinut cu acest procedeueste unic pentru
membranele separate din cortexul cerebelos, fatd de membranele obtinute din ficat, splind sau
rinichi, sau chiar substanta alba cerebeloasa. Procedeul isi dovedeste utilitatea pentru studierea
proteinei in contextul ei nativ, cu aplicabilitate la zone corticale vulnerabile in patologia BA, cum

ar fi cortexul frontal sau hipocampul.
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REVENDICARI
1.  Procedeu de identificare a proteinei precursoare a amiloidului in stare nativd din membrana

celulard, in asociere cu alte proteine, prin separare electroforeticd pe geluri de poliacrilamida,
urmatd de transfer si blotare cu anticorpi specifici, caracterizati prin aceea ci presupune
extragerea complexelor proteice cu detergent Triton-X 100 1n concentratie de 0,5...1% in tampon
imidazol 50...75mM, ce permite separarea complexelor proteice prin electroforeza in gel de
poliacrilamida (timp de 2...4 ore, amperajul constant de 10mA/ gel, pe gheata, In tampon de
electroforezd cu pH 8...10), transferate pe membrana de transfer timp de 20..22 de ore, la

amperaj constant de 100 mA, pe gheata, urmata de identificarea proteinei cu anticorpi specifici.
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| Legend
Tris/HCl/TritonX1001%
Tris/HCI/TritonX1000.5%
Tris/HCI/CHAPS 1%
Tris/HCI/CHAPS 0.5%
Imidazol/TritonX1001%
Imidazol/TritonX100 0.5%
Imidazol/CHAPS 1%

. Imidazol/CHAPS 0.5%

| 9. HEPES/CHAPS 1%

10. HEPES/CHAPS 0.5%

11. HEPES/NaDeoxicholate 2%
12, HEPES/NaDeoxicholate 1%

BN HWNE

Legenda

1, 3-Tampon Imidazol+3% Tx100

2, 4-Tampon Imidazol+1% Tx100
5-Tampon Imidazol+4% CHAPS
6-Tampon Imidazol+2% CHAPS
7-Tampon Imidazol+4% CHAPS+urea 8M
8-Tampon Imidazol+2% CHAPS+urea 8M

_ P2- 4h protocol de izolare a membranelor
10% P3- 1h protocol de izolare a membranelor

Figura 2
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Raport acrila

Figura 3

1:20 000 1.5% PA

Anti APP Ctermn - ;,‘ PO Ph 10
3 i

GaR 1:2000

R, - N tirm 1:10 000

(C) GaM 1:5000

14



beta marcaptoethano!
treatment

1024 kDa

Cerebellum membranocs
Nterm

GaM 110 000 L

(a)

(b)

1 min

§ min -

a 2017 00421

holied samples

10 min

APP C term 1:20000

Figura$

15

1024 kDa

720%Da

480 kDa

(c)

26/06/2017

APP ct 1: 20 000
GaR 1:10 000



	Bibliographic Data / Abstract
	Description
	Claims
	Drawings



