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SCOPUL TEZEI

În  această  lucrare  mi-am  propus  să  elucidez  contribuția  proteinei  EDEM3  (ER

Degradation-Enhancing  α-Mannosidase-like  protein  3)  în  degradarea  proteinelor  asociată

reticulului endoplasmatic (ERAD) pornind de la studierea domeniilor sale structurale. 

Descrisă de cele mai multe ori prin prisma activității sale manozidazice, EDEM3 a fost

considerată o proteină redundantă în cadrul familiei glicozil hidrolazelor 47 (GH47). Însă, câteva

studii recente îi atribuie roluri fiziologice importante, precum semnalizarea celulară dependentă

de  androgeni  sau modularea  profilului  trigliceridelor  sanguine.  La  baza  acestor  observații  ar

putea  sta  tocmai  structura  sa  unică,  ce  înglobează  trei  domenii  funcționale:  un  domeniu

manozidazic GH47, un domeniu asociat proteazelor și un domeniu intrinsec dezordonat.

Pentru a verifica relația existentă dintre structură și funcție, am folosit o serie de proteine

truncate obținute prin deleția succesivă a domeniilor proteinei EDEM3. Principalele obiective ale

acestei teze au fost atât investigarea efectului lor asupra unor substrate ERAD cunoscute, cât și

determinarea implicării lor în stabilirea de complexe funcționale cu alte proteine ERAD. Un al

treilea obiectiv a fost testarea ipotezei conform căreia EDEM3 posedă și implicații în alte funcții

celulare.  Ultimul  obiectiv  a  fost  reprezentat  de  dezvoltarea  unei  metode  cromatografice  de

schimb anionic de identificare și cuantificare a N-glicanilor atașați proteinelor. Astfel, am utilizat

diverse tehnici experimentale de culturi celulare, biologie moleculară, spectrometrie de masă și

cromatografie de schimb anionic. 

Teza  este  structurată  sub  forma  a  patru  capitole  distincte.  În  INTRODUCERE am

detaliat  mecanismele  de  control  al  calității  ce  intervin  asupra  plierii  proteinelor  în  reticulul



endoplasmatic: evaluarea activității șaperonilor clasici, evaluarea activității oxidoreductazelor și

evaluarea procesului de N-glicozilare. Ulterior, am descris principalele etape ale ERAD, de la

recunoașterea  proteinelor  incorect  pliate  până la  degradarea  lor  proteazomală.  Am evidențiat

rolul manozidazelor implicate în acest proces, subliniind proprietățile unice ale EDEM3.

Capitolul  MATERIALE ȘI METODE cuprinde două părți distincte, așa cum indică și

numele acestuia. În subcapitolul Materiale am enumerat aparatura, consumabilele de laborator,

reactivii chimici și toate ustensilele utilizate pentru realizarea studiilor prezentate. În subcapitolul

Metode  am  descris  pe  larg  metodologia  de  lucru  pentru  fiecare  tehnică  în  parte.  Toate

experimentele au fost efectuate respectând principiile de bună practică în laborator.

Am structurat capitolul REZULTATE conform scopului acestei lucrări. Pentru a elucida

rolul  domeniilor  funcționale  ale  EDEM3  în  ERAD,  studiul  debutează  cu  o  caracterizare

amănunțită a mutantelor proteinei EDEM3 în sistemul celular dezvoltat. Mai apoi, am adresat

efectul  acestor  proteine  truncate  asupra  substratelor  ERAD.  Am  evaluat  demanozilarea  și

degradarea a trei substrate ST, NHK și pCiL utilizând diverse tehnici biochimice. În continuare

am  investigat  și  asocierea  mutantelor  EDEM3  cu  substratele  ERAD  pentru  a  completa

observațiile referitoare la rolul individual al fiecărui domeniu structural. Am analizat mutantele

EDEM3 în contextul mai larg al ERAD, prin colaborarea lor cu alte manozidaze sau asocierea cu

alți  membrii  ai  ERAD.  Suplimentar,  am  descris  implicarea  EDEM3 la  nivelul  altor  funcții

celulare,  precum  migrarea  și  viabilitatea  celulară.  În  final,  am  pus  bazele  unei  metode  de

cromatografie  de  înaltă  performanță  de  schimb anionic  (HPAE-PAD) pentru  identificarea  și

cuantificarea  N-glicanilor.  Aceasta  poate  fi  folosită  în  evaluarea  activității  manozidazice  în

sisteme in vivo sau in vitro.

Ultimul  capitol,  CONCLUZII,  rezumă  principalele  observații  ale  acestui  studiu  și

încadrează proteina EDEM3 între membrii esențiali ai ERAD. 



INTRODUCERE

Controlul calității proteinelor la nivelul RE poate fi împărțit în trei categorii, în funcție de

proprietatea  care  este  evaluată:  (1)  evaluarea  caracterului  hidrofob  al  lanțului  proteic;  (2)

evaluarea  activității  oxidoreductazelor;  (3)  evaluarea  conformației  N-glicanilor.  Deși  prezintă

caracteristici diferite, cele 3 procese acționează simultan în vederea plierii și traficului eficient al

proteinelor încă din momentul inserției polipeptidelor în RE.

N-glicozilarea  este  cea  mai  întâlnită  formă  de  glicozilare  și  are  loc  în  RE.  Aceasta

conferă moleculei proteice o solubilitate crescută și o cinetică de pliere îmbunătățită [42,43]. N-

glicanii pot determina și funcția proteinei  [44–46]. Mai mult, pe măsură ce procesul de pliere

avansează, glicanul este procesat de diferite enzime și poate interacționa cu lectinele rezidente

ale RE. Evaluarea conformației nou-dobândite la fiecare etapă devine astfel mecanismul central

al controlului calității glicoproteinelor în RE.

În momentul inserției proteinei în lumenul RE la nivelul transloconului Sec61, complexul

oligozaharid-transferazei (OST) recunoaște secvența asparagină-X-serină/treonină, unde X poate

fi orice aminoacid, mai puțin prolină. La acest nivel, complexul OST realizeză transferul en bloc

al N-glicanului  [49]. Procesul poate decurge atât co- cât și post-translațional prin intermediul

subunitățillor catalitice STT3A, respectiv STT3B. 

La scurt  timp după finalizarea  N-glicozilării,  glicanul  este  supus unei  serii  de reacții

enzimatice cu rol în traficul proteinei (Figura 1). Forma triglucozilată are un timp de înjumătățire

de  câteva  secunde,  glucozidaza  I  (GI)  îndepărtând  restul  de  glucoză  terminal.  Forma

diglucozilată  (G2M9) rezultată  este ligandul  pentru malectină  [50], o lectină cu nivel celular



crescut  în  urma  stresului  RE.  Cel  de-al  doilea  rest  glucidic  este  procesat  mai  lent  de  către

glucozidaza II. Forma monoglucozilată a glicanului (G1M9) este ulterior recunoscută de cuplul

de lectine calnexină-calreticulină (CNX-CRT) [53,54]. Asocierea cu acestea mărește eficiența de

împachetare  prin  împiedicarea  agregării,  oligomerizării  sau  degradării  premature  a

intermediarilor de pliere. 

Îndepărtarea ultimului rest de glucoză de către GII conduce la disocierea substratului de

complexul CNX-CRT, acestea având afinități scăzute pentru forma neglucozilată (M9). Statusul

plierii este interogat de către UDP-glucoză glicoprotein-glucozil transferaza (exprimată ca două

izoforme:  UGGT1  și  UGGT2)  [57,58]:  dacă  proteina  este  corect  pliată,  aceasta  poate  fi

transportată anterograd către aparatul Golgi; dacă proteina este incorect pliată, UGGT reatașează

un rest de α1-3Glc ramurii A a glicanului. 

Figura 1. Rolul lectinelor în traficul proteinelor de la nivelul RE. Glucozidaza I (GI) îndepărtează primul rest de

glucoză  la  câteva  secunde  de  la  transferarea  N-glicanului  pe  suprafața  proteinei.  Forma  diglucozilată  poate

interacționa cu malectina. Glicozidaza II (GII) înlătură cel de-al doilea rest de glucoză și forma monoglucozilată

întră în ciclul calnexina-calreticulină (CNX-CRT). GII îndepărtează și ultimul rest de glucoză ceea ce conduce la

disocierea substratului de CNX-CRT și evaluarea conformației proteinei de care este atașat de către UGGT. Dacă

proteina  este  corect  pliată,  Man1B1  procesează  ramura  B  prin  tăierea  unui  rest  manozic.  Proteina  în  cauză

interacționează în continuare cu ERGIC-53 și este transportată mai departe către aparatul Golgi. Dacă proteina este

incorect pliată, UGGT îi adaugă o moleculă de glucoză și ciclul CNX-CRT poate reîncepe. În momentul în care

substratul este marcat definitv ca fiind incorect pliat, proteinele EDEM prelucrează polizaharidul și predau substratul



altor lectine,  OS-9 și XTP3-B. Acestea din urmă trimit proteina către degradare prin ERAD. Pentru simplitate, în

denumirea glicanilor s-au omis resturile de NAcGlc.

Odată reglucozilat,  substratul  poate reintra în ciclul  CNX-CRT, procesul repetându-se

până la obținerea formei native sau până la marcarea definitivă a proteinei ca fiind incorect pliată

[61].  Este   neclar  însă cum anume evenimentele  de reglucozilare-deglucozilare  iau  final.  Se

consideră că pentru fiecare glicoproteină se alocă o perioadă de timp în care aceasta se poate

plia. Această ipoteză este susținută și de acțiunea lentă a manozidazelor, comparativ cu cea a

glucozidazelor.

În  cazul  în  care  proteina  este  corect  pliată,  manozidaza  I  a  RE  (ERManI/Man1B1)

îndepărtează un rest de manoză situat pe ramura B, luând naștere forma M8B. Substratul poate

interacționa acum cu un receptor lectinic de sortare a proteinelor, ERGIC-53, situat la interfața

dintre RE și aparatul Golgi [62,63]. În final, proteinele sunt împachetate în vezicule cu ajutorul

mașinăriei COPII și sunt traficate către aparatul Golgi [64]. În schimb, proteinele incorect pliate

generează  stres  și  declanșează  mecanismul  de răspuns la  proteinele  nepliate  (UPR),  ceea  ce

conduce la degradarea proteinelor asociată reticulului endoplasmatic (ERAD). 

Degradarea  substratelor  ERAD începe cu recunoașterea  și  marcarea  acestora  ca fiind

proteine incorect pliate  [68]. Inițial,  îndepărtarea unui singur rest de manoză din structura N-

glicanului a fost considerată suficientă pentru a trimit un subtrat la degradare  [69]. Recent s-a

demonstrat că este nevoie de expunerea α1,6 manozei j de pe ramura C  [70] și că procesul de

demanozilare poate continua până la îndepărtarea a 4 reziduuri manozice  [71]. În acest proces

intervin  o  serie  de  șaperoni  (BiP),  lectine  (OS9,  XTP3-B),  manozidaze  (Man1B1,  EDEM),

complexe proteice transmembranare (Derlin1) și ubiquitin-ligaze (HRD1).

Dogma centrală  s-a  modificat  de-a  lungul  timpului,  astăzi  EDEM2  (ER degradation-

enhancing α-mannosidase-like protein 2) fiind considerată inițiatoarea degradării  enzimatice a

substratelor ERAD. Ninagawa et al.  [117] au demonstrat că EDEM2 îndepărtează primul rest

manozic  de pe ramura B,  iar  EDEM3 și  EDEM1 procesează  N-glicanul  până la  forma M5.

Autorii recunosc cele două etape ca fiind reacții limitante de viteză, debutul ERAD depinzând de

activitatea manozidazelor. Activitatea celor trei proteine EDEM a fost demonstrată atât  in vivo,

cât și in vitro [118,119]. 



Descrisă pentru prima dată în anul 2006, proteina EDEM3 a reprezentat pentru mult timp

modelul  manozidazei  clasice.  Aceasta  este  alcătuită  din  931  de  aminoacizi  (Figura  2),

conservând domeniul manozidazic GH47 și prezentând un domeniul KDEL pentru retenția la

nivelul RE. Supraexpresia EDEM3 accelerează degradarea substratelor ERAD, NHK și a TCRα.

Yu et al.  [118] au identificat proteina ERp46 ca fiind determinantul acțiunii EDEM3. Cele două

proteine  interacționează  printr-o  legătură  disulfidică,  ceea  ce  conduce  la  modificarea

conformației domeniului manozidazic al EDEM3 și declanșarea activității sale.

Pentru EDEM3 au fost descrise și câteva implicații fiziologice surprinzătoare. În structura

EDEM3 se regăsește un domeniu asociat proteazelor (PA), cuprins între aminoacizii  674-779

(Figure 2). În general, domeniile PA sunt implicate în stabilirea de interacții proteină-proteină

[141].  Xu et  al.  [142] au atribuit  însă domeniului  PA un rol  în  controlul  lipoproteinelor.  O

mutație genetică în poziția P746S conduce la scăderea concentrațiilor sanguine de trigliceride, ca

urmare a creșterii expresiei receptorului LRP1 (Low density lipoprotein Receptor-related Protein

1). 

Figura 2. Structura comparativă a proteinelor EDEM. Prescurtările indică: MLD, domeniul manozidazic GH47;

PA, domeniul  asociat  proteazelor.  Dreptunghiul  galben este  domeniul  transmembranar al  EDEM1, dreptunghiul

negru  reprezintă  secvența  semnal  al  EDEM2  și  EDEM3  iar  triunghiurile  albastre  denotă  domeniile  intrinsec

dezordonate ale EDEM1.

În celulele de adenocarcinom prostatic LNCaP, reglarea expresiei EDEM3 este modulată

de nivelul hormonilor androgeni [143]. Tratamentul cu androgeni crește atât cantitatea totală de

proteine glicozilate, cât și expresia EDEM3. Această observație are implicații directe în progresia

cancerului  de prostată,  cunoscându-se faptul  că adeziunea celulară,  migrarea,  semnalizarea și



metabolismul  celulelor  canceroase  reprezintă  procese  dependente  de  glicozilarea  proteică.

Silențierea EDEM3 afectează la rândul său viabilitatea celulelor studiate. 

Kofanova et al. [144] propun pentru gena EDEM3 o altă utilizare inedită și anume, cea de

biomarker  al  evaluării  calității  celulelor  sangvine  mononucleare  periferice  (PBMC).  Aceste

celule  sunt  folosite  în  diagnosticul  patologiilor  inflamatorii  și  infecțioase.  Pentru  a  oferi  un

răspuns  corect  investigatorului,  ele  trebuie  să  fie  menținute  în  condiții  optime  înaintea

manipulării experimentale. Astfel, autorii indică sistemul EDEM3-interleukina 8 (IL8) ca posibil

biomarker  în aprecierea calității  PBMC menținute timp îndelungat  la temperatura camerei  în

diverse sisteme anticoagulante.

Se înțelege astfel că EDEM3 ocupă un loc unic în ERAD, fiind atât o manozidază activă

cât  și  un  modulator  al  stresului  RE.  Structura  EDEM3  ghidează  accelerarea  degradării

proteinelor  incorect pliate  și contribuie la implicațiile fiziologice descrise recent.  Din această

cauză, în acest studiu am adresat rolul EDEM3 în ERAD prin investigarea efectelor domeniilor

sale funcționale.

REZULTATE

Principalul obiectiv al acestei lucrări a fost acela de a descifra relația dintre domeniile

funționale ale proteinei EDEM3 și rolul fiziologic al acesteia în contextul ERAD. În acest scop,

am studiat o serie de proteine truncate ale EDEM3 obținute anterior în cadrul laboratorului. Prin

deleția succesivă a domeniilor structurale ale EDEM3 s-au obținut următoarele proteine: ΔPA, cePA, ce

nu exprimă domeniul PA; ΔPA, ceIDD, ce nu exprimă domeniul IDD; ΔPA, ceMAN, ce nu exprimă domeniul

MAN și MAN, ce nu posedă PA și IDD, exprimând selectiv domeniul manozidazic. În cazul

tuturor, s-a menținut secvența semnal și domeniul KDEL. Suplimentar, s-a introdus și un tag

(HA) cu scopul facilitării identificării proteinelor prin diverse metode biochimice.

CARACTERIZAREA MUTANTELOR PROTEINEI EDEM3

Pentru început, am caracterizat mutantele EDEM3 ca fiind proteine cu o expresie stabilă

la  nivelul  a  două  linii  celulare,  la  masa  moleculară  prezisă.  De  asemenea,  acestea  prezintă



modificări  post  translaționale  caracteristice  RE,  precum N-glicozilarea  și  formarea  de  punți

disulfidice.  Mai  mult,  toate  mutantele  EDEM3 co-localizează  cu  proteine  rezidente  ale  RE,

calnexina și SeL1L.

EFECTELE  MUTANTELOR  EDEM3  ASUPRA  DEGRADĂRII  SUBSTRATELOR

ERAD

În  continuare  am  studiat  efectul  mutantelor  EDEM3  asupra  procesării  a  3  substrate

ERAD.  Primul  substrat  investigat  a  fost  tirozinaza  solubilă  (ST),  astfel  că  la  nivelul  liniei

EDEM3-KO am co-transfectat proteinele de interes pentru 48h. În urma analizelor Western blot

sau pulse chase (Figura 3),  am reușit  să  identific  domeniul  manozidazic  ca fiind principalul

responsabil  în  demanozilarea  și  degradarea  substratului  ST.  În  mod  suprinzător,  deleția

secvențială a domeniilor PA și IDD nu a fost vitală funcției proteinei. Se observă totuși o creștere

a timpului de înjumătățire a ST în prezența ΔPA, cePA, comparativ cu proteina WT.  Expresia singulară

a domeniului manozidazic a condus la un fenomen neașteptat: o mutantă capabilă să degradeze

un subtrat ERAD chiar și în lipsa unei activități manozidazice evidente.



Figura 3. Degradarea ST în prezența mutantelor EDEM3.  Celulele EDEM3-KO au fost transfectate astfel încât

să exprime ST și mutantele EDEM3. Acestea au fost  marcate radioactiv cu [S35] și lizate corespunzător. Lizatele

celulare au fost incubate cu anticorpi anti-TYR iar complexele rezultate au fost separate prin electroforeză în gel de

poliacrilamidă. Rezultatele au fost vizualizate prin autoradiografie. Graficul reprezintă degradarea ST în funcție de

timp ca medie ± DS a 3 experimente individuale.

Un al doilea substrat supus investigării a fost  Null Hong Kong (NHK), varianta truncată a

alfa-1-antitripsinei  (Figura  4).  Nivelul  atins  de  substratul  ERAD în  afara  celulelor  este  în

concordanță cu activitatea degradativă a mutantelor EDEM3. Se pare că domeniul IDD are un rol

important în degradarea și secreția NHK, conferind un feedback negativ asupra prelucării acestui

substrat. În absența sa, NHK este reținut mai eficient la nivelul RE, cantitatea disponibilă pentru

secreție scăzând considerabil. Mai mult, rata de secreție scade semnificativ statistic comparativ

cu  proba  control.  Asemănător,  și  formele  WT,  ΔPA, cePA și  MAN scad secreția  NHK,  susținând

activitatea lor degradativă și capacitatea de a reține substratul în RE. Numai constructul ΔPA, ceMAN

permite secreția NHK, fenomen așteptat având în vedere inactivitatea acestei proteine. Dimerii

NHK se formează indiferent de activitatea enzimatică a proteinei EDEM3. Aceștia sunt prezenți

încă de la punctul 0h al experimentului și își păstrează expresia pe durata întregului interval de

timp.



 

Figura 4.  Influența  mutantelor  EDEM3 asupra degradării  și  secreției  NHK.  Celulele EDEM3-KO au fost

transfectate pentru 48h cu plasmidele indicate. Acestea au fost înfometate, marcate metabolic și urmărite conform

punctelor  de  timp  prezentate.  S-a  colectat  inclusiv  mediul  celular  corespunzător  fiecărui  punct.  Lizatele  (IC,

intracelular) și mediul colectat au fost imunoprecipitate cu anticorpi anti-A1AT și au fost analizate atât în condiții

reducătoare (R) cât și nereducătoare (NR). Secreția NHK (EC, extracelular) a fost cuantificată și reprezentată sub

formă grafică ca (media ± DS) a trei experimente biologic independente.



ASOCIEREA MUTANTELOR EDEM3 CU SUBSTRATELE ERAD

Prin analiza Figurilor 3 și 4 am decelat asocierea timpurie a mutantelor EDEM3 cu ST

sau NHK, cu excepția mutantei ΔPA, ceMAN. Se pare că există un trend ascendent al asocierii dintre

cele două substrate ERAD și WT, ΔPA, cePA sau ΔPA, ceIDD. Interacția dintre enzimă și substrat crește în

intensitate odată cu trecerea timpului. Aceleași observații au fost făcute în trecut și de alți autori

pentru proteina EDEM1. În schimb, mutanta MAN posedă o capacitate diferită de asociere cu

substratele  ERAD,  interacția  atingând  un  maxim  la  punctul  de  o  oră  și  scăzând  apoi  în

magnitudine.  În  consecință,  am  studiat  acest  profil  de  asociere  și  prin  imunoprecipitare  și

Western blot (Figura 5). 

Figura 5. Determinarea asocierii ST și NHK cu mutantele EDEM3 prin imunoprecipitare și Western blot.

Celulele EDEM3-KO au fost transfectate corespunzător, lizate și procesate pentru imunoprecipitare fie cu anticorpi

anti-HA și anti-TYR (A) sau anticorpi anti-EDEM3 și anti-A1AT (B). Rezultatele au fost vizualizate prin Western

blot cu anticorpii indicați. LT indică lizate totale.

Cumulând observațiile tuturor acestor experimente, am identificat domeniul manozidazic

ca  fiind  principalul  responsabil  de  asocierea  EDEM3  cu  proteinele  incorect  pliate.  Deleția

secvențială a PA și IDD nu influențează capacitatea mutantelor de a interacționa cu substratele

ERAD. Mai mult, domeniul manodazic de sine stătător se poate angaja în stabilirea de interacții

proteină-proteină. Există totuși o diferență în ceea ce privește dinamica acestui proces, susținând

o asociere de tip lectinic mediată de EDEM3. Procesarea avansată a resturilor manozice conduce



la creșterea intensității interacțiilor, ceea ce sugerează importanța activității enzimatice a EDEM3

asupra stabilirii de complexe stabile în cadrul ERAD.

EDEM3 ȘI MUTANTELE SALE ÎN CONTEXTUL ERAD

În  continuare  mi-am  propus  să  studiez  implicarea  EDEM3 în  contextul  mai  larg  al

ERAD. Am investigat atât colaborarea sa cu alte manozidaze ale familiei GH47, cât și asocierea

cu proteine cheie ale ERAD utilizând spectrometria de masă.

În  mod  surprinzător,  co-expresia  EDEM3  și  Man1B1  nu  a  condus  la  accelerarea

degradării  substratelor  ERAD  (Figura  6),  comparativ  cu  expresia  singulară  a  lui  EDEM3.

Mutanta ΔPA, ceMAN nu cooperează cu Man1B1, sugerând faptul că activitatea enzimatică a EDEM3

contribuie la funcționalitatea acestui sistem. Mai degrabă se observă o secreție îmbunătățită a

NHK . 

Figura 6. Analiza pulse-chase a procesării NHK în prezența EDEM3 și Man1B1. (A) Celulele EDEM3-KO și

MAN1B1 au fost co-transfectate cu plasmidele corespunzătoare.  Acestea au fost tratate conform protocolului de

pulse-chase. Substratul a fost imunoprecipitat cu anticorpi anti-A1AT și rezultatele vizualizate prin autoradiografie.

(B) Nivelul intracelular al NHK din (A) a fost cuantificat și reprezentat ca (medie ± DS) a 3 experimente biologic

independente.  (C) Mediul de cultură al celulelor din (A) a fost recoltat și tratat identic ca lizatele celulare.  (D)



Nivelul extracelular al NHK din (C) a fost cuantificat și reprezentat ca și (media ± DS) a 3 experimente biologic

independente.

EDEM3  prezintă  un  profil  neobișnuit  de  interactori.  În  primul  rând,  condițiile

experimentale  utilizate  au influențat  capacitatea  de extracție  a  proteinelor  din lizatul  celular.

Suplimentar, tăria tamponului de liză a condus la menținerea sau pierderea interacțiilor proteice.

Cu ajutorul spectrometriei de masă am identificat interactori ai EDEM3 implicați mai degrabă în

plierea proteinelor. Asocierea cu SeL1L sau CNX rămâne neclară, EDEM3 putând avea un rol

specific  în  ERAD.  Mai  mult,  experimentele  de  co-imunoprecipitare  au  întărit  observațiile

anterioare referitoare la impredictibilitatea asocierilor observate. 

DEZVOLTAREA  UNEI  METODE  HPAE-PAD  PENTRU  IDENTIFICAREA  ȘI

CUANTIFICAREA N-GLICANILOR

Ultimul obiectiv al lucrării de față a fost dezvoltarea unei tehnici de analiză rapidă a N-

glicanilor atașați la suprafața polipeptidelor, cu scopul de a caracteriza în amănunt activitatea

enzimatică a proteinei EDEM3. Astfel am pus bazele unei metode de cromatografie de lichide de

înaltă performanță de schimb anionic, cuplată cu detecție puls-amperometrică (HPAE-PAD). 

Cu ajutorul protocolului dezvoltat am reușit să separ N-glicanii unei proteine purificate și

anume, lactoferina bovină (Figura 7). Am testat aceeași metodologie și asupra unui lizat celular,

în încercarea de a determina profilul glicozilării unei linii celulare. Este necesară însă o serie de

optimizări în ceea ce privește metodologie de extracție a N-glicanilor din lizatele celulare.



Figura 7.  Identificarea glicanilor lactoferinei bovine prin HPAE-PAD.

CONCLUZII (teza in extenso)

Dobândirea  unei  conformaţii  native  este  indispensabilă  funcţionalităţii  proteinelor.  În

ciuda  unui  efort  celular  susţinut,  o mare parte  dintre  proteinele  ce străbat  RE nu reuşesc să

adopte  o  formă  stabilă.  Pentru  a  evita  acumularea  sau  agregarea  proteinelor  incorect  pliate,

acestea sunt eliminate prin ERAD, în urma unui proces de selecție, transport şi dislocare către

citosol. 

În această lucrare mi-am propus să elucidez contribuția manozidazei EDEM3 în procesul

ERAD. Deși a fost descrisă ca o proteină redundantă, aceasta prezintă câteva particularități față

de ceilalți  membrii  ai familiei  GH47. În structura sa s-au identificat  trei  domenii  funcționale

distincte:  un  domeniu  manozidazic  GH47,  un  domeniu  asociat  proteazelor  și  un  domeniu

intrinsec dezordonat. Mai mult, este singura manozidază GH47 care posedă un domeniu KDEL. 

Astfel, pentru a atinge scopul acestei lucrări, am utilizat o serie de proteine truncate ale

EDEM3 obținute prin deleția secvențială a domeniilor sale structurale. Construcții rezultați au

fost următorii: ΔPA, cePA, ce nu exprimă domeniul PA; ΔPA, ceIDD, ce nu exprimă domeniul IDD; ΔPA, ceMAN,

ce nu exprimă domeniul MAN, și MAN, ce nu posedă PA și IDD, exprimând selectiv domeniul

manozidazic.  În cazul tuturor, s-a menținut secvența semnal,  domeniul KDEL și s-a introdus

suplimentar un tag molecular (HA).

Primul pas al studiului a fost caracterizarea mutantelor EDEM3. Pentru a putea decela

între efectele proteinei sălbatice, exprimate endogen de către sistemul celular utilizat, și efectele

proteinelor mutante, exprimate exogen prin transfecție tranzientă, am recurs la generarea unei

linii  depletate de proteina EDEM3 (EDEM3-KO). La nivelul acesteia am arătat  că mutantele

EDEM3 se  exprimă  la  masa  moleculară  așteptată  și  posedă  nivele  de  expresie  similare,  cu

excepția ΔPA, ceMAN și MAN. Diferențele observate pot fi atribuite însă unei erori de recunoaștere a

anticorpului folosit, întrucât plierea proteinelor decurge cu aceeași eficiență. Mai mult, am adus

dovezi ce susțin capacitatea domeniului manozidazic de a forma punți disulfidice. 

Am reușit să demonstrez că toți construcții EDEM3 sunt degradați pe cale proteazomală,

fiind  totodată  și  proteine  glicozilate.  Acestea  sunt  reținute  la  nivelul  RE,  fiind  sensibile  la

acțiunea EndoH și colocalizând cu două proteine rezidente în RE, calnexina și SeL1L.



În  continuare,  pentru  a  atinge  unul  dintre  obiectivele  principale  ale  studiului,  am

investigat efectele mutantelor EDEM3 asupra degradării a trei substrate ERAD. Proteinele WT,

ΔPA, cePA  și  ΔPA, ceIDD  au  activitate  manozidazică  și  degradativă  asemănătoare,  în  timp  ce  mutanta

ΔPA, ceMAN are o acțiune  net  diminuată.  Surprinzător,  proteina MAN, deși  își  pierde  capacitatea

enzimatică,  o păstrează pe cea degradativă.  Mai mult,  se pare că există și o acțiune substrat-

dependentă ce evidențiează rolurile subtile ale domeniilor structurale în degradarea proteinelor

incorect pliate. Mai exact, domeniul manozidazic devine principalul responsabil de activitatea

EDEM3 în  ERAD.  Deleția  sa  conduce  la  inactivitatea  moleculei.  Domeniul  PA pare  să  fie

necesar pentru degradarea ST, întrucât eliminarea sa crește timpul de înjumătățire al substratului

cu 30 de minute. În schimb, domeniul IDD conferă un feedback negativ asupra degradării NHK,

deleția sa accelerând și secreția subtratului.

Domeniul manozidazic este și principalul responsabil de asocierea EDEM3 cu proteinele

incorect pliate, constructul ΔPA, ceMAN pierzând orice capacitate de a se angaja într-un complex cu

acestea. Deleția secvențială a PA și IDD nu influențează capacitatea mutantelor de a interacționa

cu  NHK  sau  ST.  Domeniul  manodazic  ca  atare  se  poate  angaja  în  stabilirea  de  interacții

tranziente proteină-proteină dar cu o dinamică diferită de proteina WT. Constructul MAN atinge

un  maxim  de  asociere,  după  care  intensitatea  scade,  sugerând  proprietatea  EDEM3  de  a

interacționa preferențial cu formele prelucrate enzimatic.

Cel  de-al  doilea  obiectiv  principal  al  acestei  lucrări  a  fost  evidențierea  relației  dintre

mutantele  EDEM3 și  ceilalți  membrii  ai  ERAD.  În  ceea  ce  privește  cooperarea  sa  cu  alte

manozidaze,  am observat  că  supraexpresia  Man1B1  și  EDEM3 poate  conduce  la  pierderea

accelerării  degradării  proteinelor  incorect  pliate.  Acest  fenomen  poate  decurge  din  blocarea

transportului retrograd către RE, ținând cont de localizarea Man1B1 la nivelul aparatului Golgi.

Mai mult, am demonstrat că proteina EDEM3 nu este redundantă prin comparație cu EDEM1 și

EDEM2, manozidazele colaborând în degradarea și demanozilarea NHK.

EDEM3  prezintă  însă  un  profil  neobișnuit  de  interactori.  Condițiile  experimentale

utilizate au influențat capacitatea de extracție a proteinelor din lizatul celular, tăria tamponului de

liză conducând la menținerea sau pierderea interacțiilor proteice. Cu ajutorul spectrometriei de

masă am identificat proteine neașteptate ca și posibili interactori ai EDEM3, precum BiP, ERdj6

sau  riboforina  1.  În  schimb,  proteinele  SeL1L  sau  CNX  au  prezentat  profile  de  interacții

instabile. 



Al treilea obiectiv, și anume studierea implicării EDEM3 la nivelul altor procese celulare,

a  fost  realizat  prin utilizarea liniei  celulare de melanom amelanotic  A375. Expresia  EDEM3

scade în hipoxie, contrar EDEM2, influențând în același timp și nivelul de HIF1α. Mai mult,

supraexpresia de EDEM3 conferă celulelor o migrare îmbunătățită, ce poate sugera implicarea

EDEM3 în modularea semnalizării invazivității celulelor canceroase.

Ultimul obiectiv a fost reprezentat de dezvoltarea unei metode de cromatografie de înaltă

performanță de schimb anionic pentru studiul N-glicanilor. Am reușit să pun bazele unei astfel

de  metodologii  ce  ar  putea  fi  utilizată  cu  succes  în  caracterizarea  glicozilării  proteinelor

purificate și a activității in vivo a manozidazelor.

În  concluzie,  rezultatele  prezentate  în  această  lucrare  aduc o nouă contribuție  asupra

rolului proteinei EDEM3 în ERAD. Domeniile funcționale ale proteinei au proprietăți diferite,

fiecare  reglând  activitatea  EDEM3 corespunzător.  Principalele  observații  originale  aduse  de

acest studiu sunt:

- Mutantele  EDEM3  se  exprimă  stabil  la  nivelul  unei  linii  celulare  EDEM3-KO,

localizându-se la nivelul reticulului endoplasmatic;

- Domeniul  manozidazic  poate  stabili  legături  disulfidice  mixte,  plierea  sa  fiind

afectată de prezența agenților reducători;

- Domeniul  manozidazic  al  EDEM3  este  principalul  responsabil  de  activitatea

manozidazică și degradativă a proteinei;

- Domeniul manozidazic poate trimite la degradare substratele ERAD chiar și în lipsa

unei activități manozidazice evidente;

- Domeniile PA și IDD nu sunt vitale pentru funcția proteinei, dar modulează procesul

ERAD în funcție de substratul de degradat;

- EDEM3 stabilește interacții cu subtratele ERAD strict prin intermediul domeniului

manozidazic;

- EDEM3  se  poate  asocia  cu  subtratele  ERAD  printr-o  interacție  de  tip  lectinic,

interacția crescând o dată cu procesarea manozidazică a proteinelor incorect pliate;

- EDEM3 și Man1B1 au un efect cumulativ în degradarea mutantei alfa1-antitripsinei

NHK  deși  nu  facilitează  degradarea  acesteia;  se  observă  mai  degrabă  secreția

accelerată a NHK în mediul extracelular;

- EDEM3 prezintă un răspuns distinct la hipoxie, comparativ cu EDEM2;



- EDEM3 modulează migrarea și viabilitatea celulelor de melanom uman A375;

- Metoda  HPAE-PAD  dezvoltată  în  această  lucrare  poate  fi  utilizată  cu  succes  în

caracterizarea N-glicozilării proteinelor.
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