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SCOPUL TEZEI

In aceastd lucrare mi-am propus si elucidez contributia proteinei EDEM3 (ER
Degradation-Enhancing a-Mannosidase-like protein 3) in degradarea proteinelor asociata
reticulului endoplasmatic (ERAD) pornind de la studierea domeniilor sale structurale.

Descrisa de cele mai multe ori prin prisma activitatii sale manozidazice, EDEM3 a fost
considerata o proteini redundanta in cadrul familiei glicozil hidrolazelor 47 (GH47). Ins&, cateva
studii recente 1i atribuie roluri fiziologice importante, precum semnalizarea celulara dependenta
de androgeni sau modularea profilului trigliceridelor sanguine. La baza acestor observatii ar
putea sta tocmai structura sa unica, ce Inglobeaza trei domenii functionale: un domeniu
manozidazic GH47, un domeniu asociat proteazelor si un domeniu intrinsec dezordonat.

Pentru a verifica relatia existenta dintre structura si functie, am folosit o serie de proteine
truncate obtinute prin deletia succesivd a domeniilor proteinei EDEM3. Principalele obiective ale
acestei teze au fost atat investigarea efectului lor asupra unor substrate ERAD cunoscute, cat si
determinarea implicarii lor Tn stabilirea de complexe functionale cu alte proteine ERAD. Un al
treilea obiectiv a fost testarea ipotezei conform careia EDEM3 poseda si implicatii in alte functii
celulare. Ultimul obiectiv a fost reprezentat de dezvoltarea unei metode cromatografice de
schimb anionic de identificare si cuantificare a N-glicanilor atasati proteinelor. Astfel, am utilizat
diverse tehnici experimentale de culturi celulare, biologie moleculara, spectrometrie de masa si
cromatografie de schimb anionic.

Teza este structurati sub forma a patru capitole distincte. In INTRODUCERE am

detaliat mecanismele de control al calitatii ce intervin asupra plierii proteinelor in reticulul



endoplasmatic: evaluarea activitdtii saperonilor clasici, evaluarea activitatii oxidoreductazelor si
evaluarea procesului de N-glicozilare. Ulterior, am descris principalele etape ale ERAD, de la
recunoasterea proteinelor incorect pliate pana la degradarea lor proteazomald. Am evidentiat
rolul manozidazelor implicate in acest proces, subliniind proprietatile unice ale EDEM3.

Capitolul MATERIALE SI METODE cuprinde doua parti distincte, asa cum indica si
numele acestuia. In subcapitolul Materiale am enumerat aparatura, consumabilele de laborator,
reactivii chimici si toate ustensilele utilizate pentru realizarea studiilor prezentate. In subcapitolul
Metode am descris pe larg metodologia de lucru pentru fiecare tehnica Tn parte. Toate
experimentele au fost efectuate respectand principiile de buna practica in laborator.

Am structurat capitolul REZULTATE conform scopului acestei lucrdri. Pentru a elucida
rolul domeniilor functionale ale EDEM3 in ERAD, studiul debuteaza cu o caracterizare
amanuntitd a mutantelor proteinei EDEM3 1n sistemul celular dezvoltat. Mai apoi, am adresat
efectul acestor proteine truncate asupra substratelor ERAD. Am evaluat demanozilarea si
degradarea a trei substrate ST, NHK si pCiL utilizand diverse tehnici biochimice. In continuare
am investigat si asocierea mutantelor EDEM3 cu substratele ERAD pentru a completa
observatiile referitoare la rolul individual al fiecarui domeniu structural. Am analizat mutantele
EDEMS3 in contextul mai larg al ERAD, prin colaborarea lor cu alte manozidaze sau asocierea cu
alti membrii ai ERAD. Suplimentar, am descris implicarea EDEM3 la nivelul altor functii
celulare, precum migrarea si viabilitatea celulard. In final, am pus bazele unei metode de
cromatografie de Tnalta performantd de schimb anionic (HPAE-PAD) pentru identificarea si
cuantificarea N-glicanilor. Aceasta poate fi folositd in evaluarea activitdtii manozidazice in
sisteme in vivo sau in vitro.

Ultimul capitol, CONCLUZII, rezuma principalele observatii ale acestui studiu si

incadreaza proteina EDEM3 intre membrii esentiali ai ERAD.



INTRODUCERE

Controlul calitdtii proteinelor la nivelul RE poate fi Tmpartit Tn trei categorii, in functie de
proprietatea care este evaluata: (1) evaluarea caracterului hidrofob al lantului proteic; (2)
evaluarea activitatii oxidoreductazelor; (3) evaluarea conformatiei N-glicanilor. Desi prezinta
caracteristici diferite, cele 3 procese actioneaza simultan in vederea plierii si traficului eficient al
proteinelor Inca din momentul insertiei polipeptidelor in RE.

N-glicozilarea este cea mai intdlnitd formd de glicozilare si are loc in RE. Aceasta
confera moleculei proteice o solubilitate crescuta si o cinetica de pliere Tmbunatatita [42,43]. N-
glicanii pot determina si functia proteinei [44-46]. Mai mult, pe mdsura ce procesul de pliere
avanseaza, glicanul este procesat de diferite enzime si poate interactiona cu lectinele rezidente
ale RE. Evaluarea conformatiei nou-dobandite la fiecare etapa devine astfel mecanismul central
al controlului calitatii glicoproteinelor in RE.

In momentul insertiei proteinei in lumenul RE la nivelul transloconului Sec61, complexul
oligozaharid-transferazei (OST) recunoaste secventa asparagind-X-serind/treonina, unde X poate
fi orice aminoacid, mai putin prolina. La acest nivel, complexul OST realizeza transferul en bloc
al N-glicanului [49]. Procesul poate decurge atat co- cat si post-translational prin intermediul
subunitatillor catalitice STT3A, respectiv STT3B.

La scurt timp dupa finalizarea N-glicozilarii, glicanul este supus unei serii de reactii
enzimatice cu rol in traficul proteinei (Figura 1). Forma triglucozilatd are un timp de injumatatire
de cateva secunde, glucozidaza I (GI) indepartand restul de glucoza terminal. Forma

diglucozilata (G2M9) rezultata este ligandul pentru malectind [50], o lectina cu nivel celular



crescut in urma stresului RE. Cel de-al doilea rest glucidic este procesat mai lent de cdtre
glucozidaza II. Forma monoglucozilatd a glicanului (G1M9) este ulterior recunoscuta de cuplul
de lectine calnexina-calreticulina (CNX-CRT) [53,54]. Asocierea cu acestea mareste eficienta de
impachetare prin Tmpiedicarea agregdrii, oligomerizdrii sau degraddrii premature a
intermediarilor de pliere.

Indepartarea ultimului rest de glucozi de citre GII conduce la disocierea substratului de
complexul CNX-CRT, acestea avand afinitdti scazute pentru forma neglucozilata (M9). Statusul
plierii este interogat de catre UDP-glucoza glicoprotein-glucozil transferaza (exprimata ca doua
izoforme: UGGT1 si UGGT2) [57,58]: daca proteina este corect pliatd, aceasta poate fi
transportatd anterograd catre aparatul Golgi; daca proteina este incorect pliata, UGGT reataseaza
un rest de a1-3Glc ramurii A a glicanului.
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Figura 1. Rolul lectinelor in traficul proteinelor de la nivelul RE. Glucozidaza I (GI) Indeparteaza primul rest de
glucoza la cateva secunde de la transferarea N-glicanului pe suprafata proteinei. Forma diglucozilata poate
interactiona cu malectina. Glicozidaza II (GII) Inlatura cel de-al doilea rest de glucoza si forma monoglucozilata
ntra Tn ciclul calnexina-calreticulind (CNX-CRT). GII indeparteaza si ultimul rest de glucoza ceea ce conduce la
disocierea substratului de CNX-CRT si evaluarea conformatiei proteinei de care este atasat de catre UGGT. Daca
proteina este corect pliatd, Man1B1 proceseaza ramura B prin tdierea unui rest manozic. Proteina in cauza
interactioneaza in continuare cu ERGIC-53 si este transportata mai departe catre aparatul Golgi. Daca proteina este
incorect pliatd, UGGT {i adaugd o moleculd de glucozi si ciclul CNX-CRT poate reincepe. In momentul in care

substratul este marcat definitv ca fiind incorect pliat, proteinele EDEM prelucreaza polizaharidul si predau substratul



altor lectine, OS-9 si XTP3-B. Acestea din urma trimit proteina catre degradare prin ERAD. Pentru simplitate, in

denumirea glicanilor s-au omis resturile de NAcGlc.

Odata reglucozilat, substratul poate reintra in ciclul CNX-CRT, procesul repetandu-se
pana la obtinerea formei native sau pana la marcarea definitiva a proteinei ca fiind incorect pliata
[61]. Este neclar Tnsa cum anume evenimentele de reglucozilare-deglucozilare iau final. Se
considerd ca pentru fiecare glicoproteind se aloca o perioada de timp Tn care aceasta se poate
plia. Aceasta ipoteza este sustinutd si de actiunea lenta a manozidazelor, comparativ cu cea a
glucozidazelor.

In cazul in care proteina este corect pliati, manozidaza I a RE (ERManl/Man1B1)
Indepadrteaza un rest de manoza situat pe ramura B, luand nastere forma M8B. Substratul poate
interactiona acum cu un receptor lectinic de sortare a proteinelor, ERGIC-53, situat la interfata
dintre RE si aparatul Golgi [62,63]. In final, proteinele sunt impachetate in vezicule cu ajutorul
masindriei COPII si sunt traficate citre aparatul Golgi [64]. In schimb, proteinele incorect pliate
genereaza stres si declanseaza mecanismul de raspuns la proteinele nepliate (UPR), ceea ce
conduce la degradarea proteinelor asociata reticulului endoplasmatic (ERAD).

Degradarea substratelor ERAD incepe cu recunoasterea si marcarea acestora ca fiind
proteine incorect pliate [68]. Initial, Indepdrtarea unui singur rest de manozad din structura N-
glicanului a fost considerata suficienta pentru a trimit un subtrat la degradare [69]. Recent s-a
demonstrat ca este nevoie de expunerea al,6 manozei j de pe ramura C [70] si ca procesul de
demanozilare poate continua pand la indepirtarea a 4 reziduuri manozice [71]. In acest proces
intervin o serie de saperoni (BiP), lectine (OS9, XTP3-B), manozidaze (Man1B1, EDEM),
complexe proteice transmembranare (Derlin1) si ubiquitin-ligaze (HRD1).

Dogma centrala s-a modificat de-a lungul timpului, astaizi EDEM2 (ER degradation-
enhancing a-mannosidase-like protein 2) fiind considerata initiatoarea degradarii enzimatice a
substratelor ERAD. Ninagawa et al. [117] au demonstrat ca EDEM2 indeparteaza primul rest
manozic de pe ramura B, iar EDEM3 si EDEM1 proceseazd N-glicanul pand la forma M5.
Autorii recunosc cele doua etape ca fiind reactii limitante de viteza, debutul ERAD depinzand de
activitatea manozidazelor. Activitatea celor trei proteine EDEM a fost demonstrata atat in vivo,

cat si in vitro [118,119].



Descrisa pentru prima data in anul 2006, proteina EDEM3 a reprezentat pentru mult timp
modelul manozidazei clasice. Aceasta este alcatuitd din 931 de aminoacizi (Figura 2),
conservand domeniul manozidazic GH47 si prezentand un domeniul KDEL pentru retentia la
nivelul RE. Supraexpresia EDEM3 accelereaza degradarea substratelor ERAD, NHK si a TCRa.
Yu et al. [118] au identificat proteina ERp46 ca fiind determinantul actiunii EDEM3. Cele doua
proteine interactioneaza printr-o legdtura disulfidica, ceea ce conduce la modificarea
conformatiei domeniului manozidazic al EDEM3 si declansarea activitatii sale.

Pentru EDEM3 au fost descrise si cateva implicatii fiziologice surprinzatoare. In structura
EDEM3 se regaseste un domeniu asociat proteazelor (PA), cuprins intre aminoacizii 674-779
(Figure 2). In general, domeniile PA sunt implicate in stabilirea de interactii proteina-proteina
[141]. Xu et al. [142] au atribuit Tnsa domeniului PA un rol in controlul lipoproteinelor. O
mutatie genetica in pozitia P746S conduce la scaderea concentratiilor sanguine de trigliceride, ca

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

1).
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Figura 2. Structura comparativa a proteinelor EDEM. Prescurtdrile indica: MLD, domeniul manozidazic GH47;
PA, domeniul asociat proteazelor. Dreptunghiul galben este domeniul transmembranar al EDEM1, dreptunghiul
negru reprezinta secventa semnal al EDEM2 si EDEMS3 iar triunghiurile albastre denota domeniile intrinsec

dezordonate ale EDEM1.

In celulele de adenocarcinom prostatic LNCaP, reglarea expresiei EDEM3 este modulati
de nivelul hormonilor androgeni [143]. Tratamentul cu androgeni creste atat cantitatea totala de
proteine glicozilate, cat si expresia EDEM3. Aceasta observatie are implicatii directe Tn progresia

cancerului de prostatd, cunoscandu-se faptul ca adeziunea celulara, migrarea, semnalizarea si



metabolismul celulelor canceroase reprezintd procese dependente de glicozilarea proteica.
Silentierea EDEM3 afecteazad la randul sdu viabilitatea celulelor studiate.

Kofanova et al. [144] propun pentru gena EDEM3 o alta utilizare inedita si anume, cea de
biomarker al evaluarii calitatii celulelor sangvine mononucleare periferice (PBMC). Aceste
celule sunt folosite In diagnosticul patologiilor inflamatorii si infectioase. Pentru a oferi un
raspuns corect investigatorului, ele trebuie sa fie mentinute in conditii optime inaintea
manipuldrii experimentale. Astfel, autorii indica sistemul EDEM3-interleukina 8 (IL8) ca posibil
biomarker in aprecierea calitatii PBMC mentinute timp Tndelungat la temperatura camerei In
diverse sisteme anticoagulante.

Se ntelege astfel cd EDEM3 ocupa un loc unic in ERAD, fiind atat o manozidaza activa
cat si un modulator al stresului RE. Structura EDEM3 ghideaza accelerarea degradarii
proteinelor incorect pliate si contribuie la implicatiile fiziologice descrise recent. Din aceasta
cauza, In acest studiu am adresat rolul EDEM3 in ERAD prin investigarea efectelor domeniilor

sale functionale.

REZULTATE

Principalul obiectiv al acestei lucrari a fost acela de a descifra relatia dintre domeniile
funtionale ale proteinei EDEM3 si rolul fiziologic al acesteia in contextul ERAD. In acest scop,
am studiat o serie de proteine truncate ale EDEM3 obtinute anterior in cadrul laboratorului. Prin
deletia succesiva a domeniilor structurale ale EDEM3 s-au obtinut urmatoarele proteine: APA, ce
nu exprimad domeniul PA; AIDD, ce nu exprima domeniul IDD; AMAN, ce nu exprima domeniul
MAN si MAN, ce nu posedd PA si IDD, exprimand selectiv domeniul manozidazic. In cazul

tuturor, s-a mentinut secventa semnal si domeniul KDEL. Suplimentar, s-a introdus si un tag

......

CARACTERIZAREA MUTANTELOR PROTEINEI EDEM3

Pentru inceput, am caracterizat mutantele EDEM3 ca fiind proteine cu o expresie stabila

la nivelul a doua linii celulare, la masa moleculara prezisd. De asemenea, acestea prezinta



modificari post translationale caracteristice RE, precum N-glicozilarea si formarea de punti
disulfidice. Mai mult, toate mutantele EDEM3 co-localizeaza cu proteine rezidente ale RE,

calnexina si SeL.1L.

EFECTELE MUTANTELOR EDEM3 ASUPRA DEGRADARII SUBSTRATELOR
ERAD

In continuare am studiat efectul mutantelor EDEM3 asupra procesirii a 3 substrate
ERAD. Primul substrat investigat a fost tirozinaza solubild (ST), astfel ca la nivelul liniei
EDEM3-KO am co-transfectat proteinele de interes pentru 48h. In urma analizelor Western blot
sau pulse chase (Figura 3), am reusit sa identific domeniul manozidazic ca fiind principalul
responsabil in demanozilarea si degradarea substratului ST. In mod suprinzitor, deletia
secventiald a domeniilor PA si IDD nu a fost vitala functiei proteinei. Se observa totusi o crestere
a timpului de Tnjumatatire a ST in prezenta APA, comparativ cu proteina WT. Expresia singulara
a domeniului manozidazic a condus la un fenomen neasteptat: o mutanta capabila sa degradeze

un subtrat ERAD chiar si in lipsa unei activitati manozidazice evidente.
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Figura 3. Degradarea ST in prezenta mutantelor EDEM3. Celulele EDEM3-KO au fost transfectate astfel incat
sd exprime ST si mutantele EDEM3. Acestea au fost marcate radioactiv cu [S*] si lizate corespunzitor. Lizatele
celulare au fost incubate cu anticorpi anti-TYR iar complexele rezultate au fost separate prin electroforeza in gel de
poliacrilamida. Rezultatele au fost vizualizate prin autoradiografie. Graficul reprezinta degradarea ST in functie de

timp ca medie + DS a 3 experimente individuale.

Un al doilea substrat supus investigdrii a fost Null Hong Kong (NHK), varianta truncata a
alfa-1-antitripsinei (Figura 4). Nivelul atins de substratul ERAD in afara celulelor este in
concordanta cu activitatea degradativa a mutantelor EDEM3. Se pare ca domeniul IDD are un rol
important in degradarea si secretia NHK, conferind un feedback negativ asupra prelucarii acestui
substrat. In absenta sa, NHK este retinut mai eficient la nivelul RE, cantitatea disponibild pentru
secretie scazand considerabil. Mai mult, rata de secretie scade semnificativ statistic comparativ
cu proba control. Asemanator, si formele WT, APA si MAN scad secretia NHK, sustinand
activitatea lor degradativa si capacitatea de a retine substratul In RE. Numai constructul AMAN
permite secretia NHK, fenomen asteptat avand in vedere inactivitatea acestei proteine. Dimerii
NHK se formeaza indiferent de activitatea enzimatica a proteinei EDEM3. Acestia sunt prezenti
Tncad de la punctul Oh al experimentului si isi pastreaza expresia pe durata intregului interval de

timp.
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Figura 4. Influenta mutantelor EDEM3 asupra degradarii si secretiei NHK. Celulele EDEM3-KO au fost
transfectate pentru 48h cu plasmidele indicate. Acestea au fost Infometate, marcate metabolic si urmdrite conform
punctelor de timp prezentate. S-a colectat inclusiv mediul celular corespunzator fiecarui punct. Lizatele (IC,
intracelular) si mediul colectat au fost imunoprecipitate cu anticorpi anti-A1AT si au fost analizate atdt in conditii
reducatoare (R) cét si nereducatoare (NR). Secretia NHK (EC, extracelular) a fost cuantificata si reprezentata sub

forma grafica ca (media + DS) a trei experimente biologic independente.



ASOCIEREA MUTANTELOR EDEM3 CU SUBSTRATELE ERAD

Prin analiza Figurilor 3 si 4 am decelat asocierea timpurie a mutantelor EDEM3 cu ST
sau NHK, cu exceptia mutantei AMAN. Se pare ca exista un trend ascendent al asocierii dintre
cele doua substrate ERAD si WT, APA sau AIDD. Interactia dintre enzima si substrat creste in
intensitate odata cu trecerea timpului. Aceleasi observatii au fost facute in trecut si de alti autori
pentru proteina EDEM1. In schimb, mutanta MAN posedi o capacitate diferiti de asociere cu
substratele ERAD, interactia atingdnd un maxim la punctul de o ora si scazand apoi Tn

magnitudine. In consecinta, am studiat acest profil de asociere si prin imunoprecipitare si

Western blot (Figura 5).
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Figura 5. Determinarea asocierii ST si NHK cu mutantele EDEM3 prin imunoprecipitare si Western blot.
Celulele EDEM3-KO au fost transfectate corespunzator, lizate si procesate pentru imunoprecipitare fie cu anticorpi
anti-HA si anti-TYR (A) sau anticorpi anti-EDEM3 si anti-A1AT (B). Rezultatele au fost vizualizate prin Western

blot cu anticorpii indicati. LT indica lizate totale.

Cumuland observatiile tuturor acestor experimente, am identificat domeniul manozidazic
ca fiind principalul responsabil de asocierea EDEM3 cu proteinele incorect pliate. Deletia
secventiala a PA si IDD nu influenteaza capacitatea mutantelor de a interactiona cu substratele
ERAD. Mai mult, domeniul manodazic de sine statator se poate angaja in stabilirea de interactii
proteina-proteind. Exista totusi o diferenta in ceea ce priveste dinamica acestui proces, sustinand

o0 asociere de tip lectinic mediata de EDEM3. Procesarea avansata a resturilor manozice conduce



la cresterea intensitatii interactiilor, ceea ce sugereaza importanta activitdtii enzimatice a EDEM3
asupra stabilirii de complexe stabile Tn cadrul ERAD.

EDEM3 SI MUTANTELE SALE IN CONTEXTUL ERAD

In continuare mi-am propus si studiez implicarea EDEM3 in contextul mai larg al
ERAD. Am investigat atat colaborarea sa cu alte manozidaze ale familiei GH47, cat si asocierea
cu proteine cheie ale ERAD utilizand spectrometria de masa.

In mod surprinzitor, co-expresia EDEM3 si ManlB1 nu a condus la accelerarea
degradarii substratelor ERAD (Figura 6), comparativ cu expresia singulara a lui EDEM3.
Mutanta AMAN nu coopereaza cu Man1B1, sugerand faptul ca activitatea enzimatica a EDEM3

contribuie la functionalitatea acestui sistem. Mai degraba se observa o secretie imbunatdtita a
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Figura 6. Analiza pulse-chase a procesarii NHK in prezenta EDEM3 si Man1B1. (A) Celulele EDEM3-KO si
MAN1BI1 au fost co-transfectate cu plasmidele corespunzatoare. Acestea au fost tratate conform protocolului de
pulse-chase. Substratul a fost imunoprecipitat cu anticorpi anti-A1AT si rezultatele vizualizate prin autoradiografie.
(B) Nivelul intracelular al NHK din (A) a fost cuantificat si reprezentat ca (medie + DS) a 3 experimente biologic

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



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

independente.

EDEM3 prezintd un profil neobisnuit de interactori. In primul rand, conditiile
experimentale utilizate au influentat capacitatea de extractie a proteinelor din lizatul celular.
Suplimentar, taria tamponului de liza a condus la mentinerea sau pierderea interactiilor proteice.
Cu ajutorul spectrometriei de masa am identificat interactori ai EDEM3 implicati mai degraba in
plierea proteinelor. Asocierea cu SeL.1L sau CNX ramane neclara, EDEM3 putand avea un rol
specific in ERAD. Mai mult, experimentele de co-imunoprecipitare au Intarit observatiile

anterioare referitoare la impredictibilitatea asocierilor observate.

DEZVOLTAREA UNEI METODE HPAE-PAD PENTRU IDENTIFICAREA SI
CUANTIFICAREA N-GLICANILOR

Ultimul obiectiv al lucrarii de fatd a fost dezvoltarea unei tehnici de analiza rapida a N-
glicanilor atasati la suprafata polipeptidelor, cu scopul de a caracteriza in amanunt activitatea
enzimatica a proteinei EDEM3. Astfel am pus bazele unei metode de cromatografie de lichide de
nalta performanta de schimb anionic, cuplata cu detectie puls-amperometrica (HPAE-PAD).

Cu ajutorul protocolului dezvoltat am reusit sa separ N-glicanii unei proteine purificate si
anume, lactoferina bovina (Figura 7). Am testat aceeasi metodologie si asupra unui lizat celular,
n Tncercarea de a determina profilul glicozilarii unei linii celulare. Este necesara insa o serie de

optimizari In ceea ce priveste metodologie de extractie a N-glicanilor din lizatele celulare.

nC

es.0

- LFb, + EndoH
10.0} LFb, - EndoH
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Coloana: Pre-coloani si coloani analitica Dionex CarboPac PA100, 22 mm. Eluent: 100 mM NaOH +
250 mM NaOAc in 100 mM NaOH, 20 °C, 0.3 mL/min. Volum de injectie: 10 uL. Detectie: Electrod
indicator detagabil de Au-PTFE, cuplat cu eletrod de referinti de Ag/AgCl. Detectie puls-
amperometricd integratd cu serie de potential cvadruplu standard. Sistem cromatografic: ICS-5000
HPIC, software Chromeleon 6.8.




Figura 7. Identificarea glicanilor lactoferinei bovine prin HPAE-PAD.
CONCLUZII (teza in extenso)

Dobandirea unei conformatii native este indispensabild functionalitdtii proteinelor. In
ciuda unui efort celular sustinut, o mare parte dintre proteinele ce strdbat RE nu reusesc sa
adopte o forma stabild. Pentru a evita acumularea sau agregarea proteinelor incorect pliate,
acestea sunt eliminate prin ERAD, in urma unui proces de selectie, transport si dislocare cdtre
citosol.

In aceastd lucrare mi-am propus si elucidez contributia manozidazei EDEM3 in procesul
ERAD. Desi a fost descrisa ca o proteind redundantd, aceasta prezintd cateva particularitati fata
de ceilalti membrii ai familiei GH47. In structura sa s-au identificat trei domenii functionale
distincte: un domeniu manozidazic GH47, un domeniu asociat proteazelor si un domeniu
intrinsec dezordonat. Mai mult, este singura manozidaza GH47 care poseda un domeniu KDEL.

Astfel, pentru a atinge scopul acestei lucrdri, am utilizat o serie de proteine truncate ale
EDEM3 obtinute prin deletia secventiala a domeniilor sale structurale. Constructii rezultati au
fost urmatorii: APA, ce nu exprima domeniul PA; AIDD, ce nu exprima domeniul IDD; AMAN,
ce nu exprima domeniul MAN, si MAN, ce nu poseda PA si IDD, exprimand selectiv domeniul
manozidazic. In cazul tuturor, s-a mentinut secventa semnal, domeniul KDEL si s-a introdus
suplimentar un tag molecular (HA).

Primul pas al studiului a fost caracterizarea mutantelor EDEM3. Pentru a putea decela
intre efectele proteinei salbatice, exprimate endogen de catre sistemul celular utilizat, si efectele
proteinelor mutante, exprimate exogen prin transfectie tranzientd, am recurs la generarea unei
linii depletate de proteina EDEM3 (EDEM3-KO). La nivelul acesteia am aratat ca mutantele
EDEMS3 se exprima la masa moleculara asteptata si poseda nivele de expresie similare, cu
exceptia AMAN si MAN. Diferentele observate pot fi atribuite Tnsa unei erori de recunoastere a
anticorpului folosit, Tntrucat plierea proteinelor decurge cu aceeasi eficienta. Mai mult, am adus
dovezi ce sustin capacitatea domeniului manozidazic de a forma punti disulfidice.

Am reusit sa demonstrez ca toti constructii EDEM3 sunt degradati pe cale proteazomala,
fiind totodata si proteine glicozilate. Acestea sunt retinute la nivelul RE, fiind sensibile la

actiunea EndoH si colocalizand cu doua proteine rezidente in RE, calnexina si Sel.1L.



In continuare, pentru a atinge unul dintre obiectivele principale ale studiului, am
investigat efectele mutantelor EDEM3 asupra degradarii a trei substrate ERAD. Proteinele WT,
APA si AIDD au activitate manozidazica si degradativa asemandtoare, in timp ce mutanta
AMAN are o actiune net diminuata. Surprinzator, proteina MAN, desi 1si pierde capacitatea
enzimatica, o pastreaza pe cea degradativd. Mai mult, se pare ca existd si o actiune substrat-
dependentd ce evidentieaza rolurile subtile ale domeniilor structurale in degradarea proteinelor
incorect pliate. Mai exact, domeniul manozidazic devine principalul responsabil de activitatea
EDEM3 in ERAD. Deletia sa conduce la inactivitatea moleculei. Domeniul PA pare sa fie
necesar pentru degradarea ST, intrucat eliminarea sa creste timpul de injumatdtire al substratului
cu 30 de minute. In schimb, domeniul IDD confera un feedback negativ asupra degradarii NHK,
deletia sa accelerand si secretia subtratului.

Domeniul manozidazic este si principalul responsabil de asocierea EDEM3 cu proteinele
incorect pliate, constructul AMAN pierzand orice capacitate de a se angaja intr-un complex cu
acestea. Deletia secventialda a PA si IDD nu influenteaza capacitatea mutantelor de a interactiona
cu NHK sau ST. Domeniul manodazic ca atare se poate angaja in stabilirea de interactii
tranziente proteina-proteind dar cu o dinamica diferita de proteina WT. Constructul MAN atinge
un maxim de asociere, dupa care intensitatea scade, sugerand proprietatea EDEM3 de a
interactiona preferential cu formele prelucrate enzimatic.

Cel de-al doilea obiectiv principal al acestei lucrari a fost evidentierea relatiei dintre
mutantele EDEM3 si ceilalti membrii ai ERAD. In ceea ce priveste cooperarea sa cu alte
manozidaze, am observat cd supraexpresia ManlB1 si EDEM3 poate conduce la pierderea
accelerdrii degradarii proteinelor incorect pliate. Acest fenomen poate decurge din blocarea
transportului retrograd catre RE, tinand cont de localizarea Man1B1 la nivelul aparatului Golgi.
Mai mult, am demonstrat ca proteina EDEM3 nu este redundanta prin comparatie cu EDEM1 si
EDEM2, manozidazele colaborand in degradarea si demanozilarea NHK.

EDEM3 prezinta Tnsda un profil neobisnuit de interactori. Conditiile experimentale
utilizate au influentat capacitatea de extractie a proteinelor din lizatul celular, taria tamponului de
liza conducand la mentinerea sau pierderea interactiilor proteice. Cu ajutorul spectrometriei de
masa am identificat proteine neasteptate ca si posibili interactori ai EDEM3, precum BiP, ERdj6
sau riboforina 1. In schimb, proteinele SeL1L sau CNX au prezentat profile de interactii

instabile.



Al treilea obiectiv, si anume studierea implicarii EDEM3 la nivelul altor procese celulare,
a fost realizat prin utilizarea liniei celulare de melanom amelanotic A375. Expresia EDEM3
scade in hipoxie, contrar EDEM2, influentdnd in acelasi timp si nivelul de HIF1a. Mai mult,
supraexpresia de EDEM3 confera celulelor o migrare imbunatatita, ce poate sugera implicarea
EDEM3 1n modularea semnalizarii invazivitatii celulelor canceroase.

Ultimul obiectiv a fost reprezentat de dezvoltarea unei metode de cromatografie de inalta
performantd de schimb anionic pentru studiul N-glicanilor. Am reusit sa pun bazele unei astfel
de metodologii ce ar putea fi utilizatd cu succes in caracterizarea glicozilarii proteinelor

In concluzie, rezultatele prezentate in aceastd lucrare aduc o noui contributie asupra
rolului proteinei EDEM3 in ERAD. Domeniile functionale ale proteinei au proprietati diferite,
fiecare regland activitatea EDEM3 corespunzator. Principalele observatii originale aduse de
acest studiu sunt:

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

localizandu-se la nivelul reticulului endoplasmatic;

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

afectata de prezenta agentilor reducatori;

- Domeniul manozidazic al EDEM3 este principalul responsabil de activitatea

manozidazica si degradativa a proteinei;

- Domeniul manozidazic poate trimite la degradare substratele ERAD chiar si Tn lipsa

unei activitati manozidazice evidente;

- Domeniile PA si IDD nu sunt vitale pentru functia proteinei, dar moduleaza procesul

ERAD in functie de substratul de degradat;

- EDEMS stabileste interactii cu subtratele ERAD strict prin intermediul domeniului

manozidazic;

- EDEMS3 se poate asocia cu subtratele ERAD printr-o interactie de tip lectinic,

interactia crescand o data cu procesarea manozidazica a proteinelor incorect pliate;

- EDEMS3 si Man1B1 au un efect cumulativ in degradarea mutantei alfal-antitripsinei

NHK desi nu faciliteaza degradarea acesteia; se observa mai degraba secretia
accelerata a NHK in mediul extracelular;

- EDEMS3 prezinta un raspuns distinct la hipoxie, comparativ cu EDEM2;



- EDEM3 moduleaza migrarea si viabilitatea celulelor de melanom uman A375;
- Metoda HPAE-PAD dezvoltatd in aceasta lucrare poate fi utilizatd cu succes n

caracterizarea N-glicozildrii proteinelor.
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