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Scopul lucrării 
 
Scopul studiilor prezentate în această lucrare a fost acela de a investiga rolul EDEM1 

(ER Degradation-Enhancer alpha-Mannosidase like 1) în mecanismele moleculare ale căii de 

degradare asociate Reticulului Endoplasmic (ERAD) - în cazul particular al liniilor pancreatice 

INS-1, pentru a înţelege cadrul generic în care disfuncţiile sintezei şi secreţiei insulinei conduc 

la instalarea diabetului zaharat. Principalele obiective pe care le-am urmărit au fost 

identificarea interactorilor EDEM1, cu precădere a celor rezidenţi în ER, precum și 

determinarea modului prin care EDEM1 selecționează și transportă proteinele pliate incorect.  

În timp ce proteinele corect pliate pot să părăsească reticulul endoplasmic, fiind 

direcţionate pe calea secretorie spre situsurile de destinaţie, copiile incorect pliate sunt 

recunoscute și trimise spre degradare direct din ER pe calea ERAD. Datorită acumulării 

proteinelor pliate greșit în ER, perturbațiile de-a lungul acestei căi pot conduce la multiple boli 

precum fibroza cistică, Parkinson şi diabetul.  

Pentru a fi secretate sau degradate proteinele trec printr-o etapă de control al calității ER 

în care starea lor de pliere este testată. Una din principalele proteine implicate în primele etape 

ale ERAD în recunoașterea proteinelor pliate greșit este considerată a fi EDEM1. 

Prin utilizarea unei palete largi de metode precum cele de culturi celulare, biologie 

moleculară, biochimie analitică şi preparativă și spectrometrie de masă - prezentele studii s-au 

concentrat pe identificarea complexelor ERAD formate de EDEM1 în linia β pancreatice INS-1 

în comparaţie cu alte linii celulare precum HEK293T și  linia de melanom uman A375, în 

condiţii normale şi de supraexprimare. Proteina EDEM1 endogenă sau supraexprimată a fost 

imunoprecipitată cu anticorpi specifici iar proteinele co-imunoprecipitate au fost identificate 

prin spectrometrie de masă (MS), urmărindu-se în special nivelul celor implicate în ERAD.  

Ţinând cont de rezultatele recente care au demonstrat implicarea domeniului de 

dezordine intrinsecă al EDEM1 în recunoaşterea proteinelor trimise spre degradare - au fost 

investigate comparativ seturile de interactori specifici formelor EDEM1 sălbatică (wt) si cea   

mutantă (Δ) - construită în laborator prin eliminarea domeniului de dezordine intrinsecă. Şi în 

acest caz a fost folosită spectrometria de masă pentru a compara seturi de interactori pentru wt-

EDEM1 și Δ-EDEM1 implicați în recunoașterea și dislocarea proteinelor pliate greșit din ER în 

citosol. Prin identificarea și validarea interactorilor proteinei EDEM1 în contexte celulare cu 

funcții specifice în patologia secreției insulinei comparativ cu alte tipuri de celule, lucrarea 

aduce contribuții în domeniul clarificării funcției acestei proteine în procesele de sinteză și 

degradare a proteinelor în condiții normale și patologice.  
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INTRODUCERE  
 

Proteinele destinate căii secretorii sunt pliate în ER, procesate în aparatul Golgi şi apoi 

trimise prin transport vezicular spre compartimentul celular de destinaţie. Plierea și degradarea 

proteinelor în ER este mediată de sistemul de control al calității ER (ERQC). Plierea corectă în 

ER este asigurată de numeroase chaperoane iar controlul plierii este asigurat prin aşa numitul 

ciclu al calnexinei în care N-glicanii ataşaţi contanslaţional joacă un rol esenţial (Guerriero and 

Brodsky, 2012; Helenius and Aebi, 2004). Proteinele care nu pot fi reglicozilate de UGGT1 

pentru a se plia corect în ER sunt separate ireversibil din ciclul CNX/CTR și devin substrate 

ERAD, fiind trimise în calea ERAD. Degradarea substratelor ERAD pare a implica tăierea 

manozei extinse a substratelor până la Man5-6 (Hosokawa et al., 2009; Quan et al., 2008).  

În calea ERAD este implicată și proteina EDEM1 omoloagă cu manozidazele din ER cu 

rol în semnalizarea și recunoașterea substratelor ERAD (Marin et al., 2012). EDEM1 se leagă 

la substratele ERAD fără a fi nevoie de tăierea glicanilor substrat sau glicozilarea substratului 

(Cormier et al., 2009). EDEM1 se leagă la proteine non-native și direcționează proteine 

aberante la complexul de dislocare și ubicuitinare din membrana ER care conține SEL1L, prin 

interacția de tip lectinic cu SEL1L (Cormier et al., 2009). Proteinele incomplet pliate care 

transportă N-glicani sunt extrase din ciclul CNX/CTR prin intervenția EDEM1, EDEM2 și 

EDEM3 care induc stres în ER (Olivari and Molinari, 2007). Inhibiția tăierii manozei de către 

ER ManI previne acumularea de substrate ERAD în ERQC, posibil ca urmare a inhibării 

recunoașterii de către OS-9 și XTP3-B (ERLEC). 

Mașinăria responsabilă de recunoașterea substratelor ERAD trebuie să fie capabilă să 

recunoască defectele din timpul plierii. Disfuncţionalităţile ERAD duc la acumularea 

proteinelor pliate greșit în ER ceea ce conduce la multiple boli grave precum fibroza cistică, 

Parkinson şi diabetul.   

Celulele β-pancreatice sunt cele mai abundente celulele endocrine din insulele lui 

Langerhans, la nivelul lor având loc sinteza și secreția insulinei. Atunci când procesele de 

sinteză și secreție ale insulinei sunt perturbate, apare diabetul. Insulina este un hormon peptidic 

cu 51 de aminoacizi, având un rol cheie in reglarea homeostaziei glucozei. Sinteza insulinei 

începe cu transcripţia genei pentru insulină și se termină cu formarea insulinei și a peptidului C. 

Secreția insulinei și absorbția glucozei sunt mediate de complexelele miezului proteinelor 

SNARE alcătuite din sintaxină, SNAP-23/25 și VAMP (Jewell et al., 2010).    
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Deoarece identificarea interactorilor EDEM1 în diversele linii celulare se bazează în 

mare parte pe spectrometria de masă, tehnică proteomică de ultimă generaţie, un subcapitol a 

fost dedicat spectrometriei de masă. MS a devenit în ultimii ani o tehnică din ce în ce mai 

folosită în analiza proteoamelor şi interactoamelor în condiţii normale şi patologice. MS 

implică mai multe metode de ionizare iar dintre acestea am folosit ionizarea prin 

electropulverizare (ESI: ElectroSpray Ionisation) care presupune trecerea ionilor unui analit 

dintr-un lichid în ioni în fază gazoasă. În această lucrare am folosit cromatograful nano-lichid 

EASY - nLC II cuplat direct cu un instrument LTQ Orbitrap Velos Pro (Thermo Fisher 

Scientific) din Institutul de Biochimie al Academiei Române (IBAR). MS presupune separarea 

ionilor in funcție de raportul m/z, iar pe lângă acest lucru poate realiza fragmentarea analiților, 

procedeu cunoscut sub numele de spectrometrie de masă în tandem (MS/MS) în care se pot 

obține informații despre secvenţa de aminoacizi. Studiile s-au bazat pe proteomica bottom-up, 

tehnică prin care proteoliza completă a proteomului de studiat în peptide are loc cel mai adesea 

cu tripsină (Gundry et al., 2009).   

Etapele premergătoare proteomicii bottom-up bazată pe MS/MS sunt: extragerea 

materialului proteic din proba biologică, pregătirea proteinelor ce urmează a fi supuse digestiei, 

digestia propriu-zisă și analiza peptidelor obținute. În proteomica bottom-up mai întâi sunt 

identificate peptidele din probă, iar apoi din peptidele identificate se asamblează o listă cu o 

minimă redundanță a proteinelor ce se pot regăsi în proba respectivă. 

Foarte multe programe folosite la identificarea peptidelor și proteinelor în tehnica 

bottom-up pot prelua diverse informații din baze de date de pe web: adnotările GO (Gene 

Ontology) oferă informații despre compartimentele celulare, funcțiile moleculare și procesele 

biologice (Ashburner et al., 2000; Gene Ontology, 2015), Pfam (Protein Families) sunt adnotări 

ale familiilor de proteine care au secvențe și funcții biologice similare (Finn et al., 2014), 

Entrez gene atribuie o identificare tuturor proteinelor transcrise de la gena corespondentă 

(Maglott et al., 2011) și modificările postranslaționale de la UniProt (UniProt, 2015) care pot fi 

comparate cu modificările posttranslaționale găsite.  

În proteomica bottom-up, abundența proteinelor poate fi determinată fie folosind 

numărul total de spectre MS2 asociate unei proteine (sau numărul de peptide), fie folosind aria 

integrată de sub peak pentru fiecare peptidă.  
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REZULTATE  
 

Experimentele s-au concentrat asupra studiilor de proteomică şi interactomică efectuate 

pentru identificarea prin MS a interactorilor EDEM1 în liniile INS-1 (celule β-pancreatice de 

șobolan), A375 (celule de melanom uman amelanotic) și HEK293T (celule embrionare de 

rinichi uman), precum și a interactorilor tirozinazei în A375. Am folosit celule recoltate la 

pasaje diferite pentru eliminarea eventualelor erori generate de cultivarea celulelor.   

În experimentele de MS pentru proteina EDEM1 am folosit INS-1 transfectate stabil cu 

wt-EDEM1 și vector retroviral pLPCX cu rol de control negativ, A375 transfectate stabil cu 

wt-EDEM1 și vector retroviral pLNCX cu rol de control negativ și HEK293T transfectate 

tranzient cu plasmid Δ-EDEM1, plasmid wt-EDEM1 și vector mamalian pTriEx cu rol de 

control negativ. După transfecții, liza celulelor a fost făcută cu tampoane de liză care conțin 

detergenții 2% Chaps, 1% Triton X-100 sau 1% digitonină. Pentru imunoprecipitări am folosit 

anticorpi policlonali de iepure față de proteina EDEM1, ser preimun de iepure cu rol de control 

negativ și anticorpi policlonali de iepure față de proteina tirozinază cu rol de control nespecific 

pentru imunoprecipitare (IP), toți fiind produși în Departamentului Biologia Moleculară a 

Celulei (DBMC) din cadrul IBAR. Imunocomplexele au fost eluate de pe rășina proteină A cu 

tampoanele de eluție SEB sau Gly.   

În experimentele de MS pentru proteina tirozinază, am folosit celule A375 transfectate 

stabil cu WT-TYR, ST-TYR și pLNCX. Liza celulelor a fost făcută cu PBS-T1%, IP cu 

anticorpi policlonali de iepure și anticorpi monoclonali de șoarece față de proteina tirozinază 

iar eluarea imnunocomplexelor de pe rășini de proteină A sau G cu SEB și Gly.  

Probele au fost denaturate în condiții reducătoare, separate prin SDS-PAGE și folosite 

în Western blotting pentru detecția proteinelor și Coomassie blue pentru analiza MS. Gelurile 

colorate cu CCB R-250 au fost prelucrate conform protocolului MS care presupune fracționarea 

gelului, reducerea, alchilarea și digestia proteinelor cu 5-10 ng/µL tripsină, urmată de extracția 

peptidelor și injecția acestora în spectrometrul de masă. Achiziția datelor a fost realizată cu 

programul Xcalibur v.2.2 iar analiza datelor cu programele Proteome Discoverer v.1.4 și 

MaxQuat v.1.412.  

Experimentele au fost realizate în cadrul DBMC și Departamentului Bioinformatică și 

Biochimie Structurală (DBBS) din cadrul IBAR. Înaintea rezultatelor pe care le prezint mai jos, 

menționez faptul că am făcut mai multe teste de optimizări.   
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Rolul EDEM1 în ER şi transportul vezicular în celula β pancreatică 
Identificarea interactorilor din ER şi transportul vezicular al EDEM1 în linia INS-1 

 

Mai multe studii din ultimii ani au arătat că EDEM1 se leagă de proteinele pliate greșit 

(Hosokawa et al., 2010; Marin et al., 2012). Rolul EDEM1 în calea ERAD nu este însă pe 

deplin înţeles iar această lucrare îşi propune să contribuie la înţelegerea rolului EDEM1 prin 

metode proteomice şi interactomice bazate pe spectrometria de masă în celulele β-pancreatice 

INS-1 implicate în diabet, prin comparaţie cu alte linii celulare în care procesele de degradare 

s-au dovedit de asemenea a fi esenţiale precum cele melanotice.  

În primul subcapitol, studiile de proteomică şi interactomică s-au axat pe identificarea 

prin MS a interactorilor wt-EDEM1 în linia INS-1. Pentru realizarea studiilor de MS am 

realizat două experimente de imunoprecipitare, folosind câte un control negativ diferit: ser 

preimun de iepure și vector gol pLPCX (Fig. 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

După cum se poate observa în figura 1A, wt-EDEM1 a fost exprimată foarte bine în 

linia stabilă cu wt-EDEM1 în lizatele totale și în eluatele în cazul imunoprecipitării cu EDEM1. 

 

Figura 1.  
Identificarea wt-EDEM1 în imunoprecipitate 
prin Western blotting și Coomassie blue.  
Celulele β-pancreatice INS-1 transfectate stabil cu 
wt-EDEM1 și pLPCX, aflate la pasajele 4, 5 și 6, 
au fost lizate cu Hepes Chaps 2%, imunoprecipitate 
cu anticorpi policlonali de iepure față de proteinele 
EDEM1 și tirozinază (drept control negativ) iar 
imunocomplexele au fost eluate cu SEB. Probele 
au fost denaturate în condiții reducătoare și 
separate prin SDS-PAGE.  
(A) Lizatele totale și eluatele separate prin SDS-
PAGE au fost transferate în sistem semiuscat pe 
membrană de nitroceluloză. Membrana a fost 
incubată cu anticorpi specifici pentru a detecta 
proteina wt-EDEM1.  
(B) Eluatele au fost separate în gel de 10% 
poliacrilamidă. Gelul a fost colorat cu CBB R-250 
apoi excizat în 4 fracții. Proteinele au fost reduse, 
alchilate și supuse digestiei cu 5 ng/µL tripsină iar 
amestecul de peptide a fost injectat în 
spectrometrul de masă din IBAR. Pentru a valida 
identificarea unei proteine am luat în considerare 
cel puțin 1 - 2 peptide unice cu încredere mare și 5 
ppm pentru acuratețea masei. 



 
9 

 

Prin MS am identificat wt-EDEM1 și o parte din interactorii săi cunoscuți, precum și 

posibili interactori identificați cu Proteome Discoverer (Tabel 1) și MaxQuant (Fig. 2) a tezei.  

Proteinele specifice wt-EDEM1 din experimentul cu pLPCX, drept control negativ, au 

fost mai multe decât în experimentul cu controlul negativ de ser preimun, identificându-se 922 

proteine din 1716 proteine totale, respectiv 399 din 1027 față de 630 din 2217, respectiv 176 

din 1361 în cazul filtrării cu minim 1, respectiv 2 peptide unice. Cele mai semnificative 

rezultate în ceea ce privește valorile de la cuantificare și numărul de proteine identificate 

specific pentru wt-EDEM1 au fost în experimentul cu controlul negativ pLPCX. Din rezultatele 

mele se pare că imunoprecipitările cu ser preimun conduc la obținerea unor rezultate fals 

pozitive datorate interacțiilor nespecifice.  

În urma distribuirii proteinelor specifice wt-EDEM1 din experimentul cu controlul 

negativ pLPCX după compartimente celulare, funcții moleculare și procese biologice, atunci 

când am filtrat cu minim 2 peptide unice (Fig. 3), am observat că cele mai multe proteine 

specifice wt-EDEM1 sunt implicate în activitatea catalitică și legarea proteinelor și participă în 

procesele metabolice și în reglarea proceselor biologice, iar cele din ER și Golgi au fost 7%, 

respectiv 4%. Cele mai multe proteine specifice wt-EDEM1 au fost în pasajul 4 prin 

comparație cu pasajele 5 și 6. 

Studiile de validare au dus la confirmarea interacțiilor între wt-EDEM1 și CALX, 

PDIA1, ERLEC și ERGIC-53. Este important de subliniat faptul că prin LC-MS/MS am 

demonstrat în premieră pe plan internaţional asocierea directă dintre wt-EDEM1 și interactori 

cunoscuţi din ERAD precum SEL1L, OS-9, ERLEC și SYVN1 (HRD1). Cu exceptia 

proteinelor din familia PDI, studiile proteomice anterioare (Jansen et al., 2012) nu au reuşit 

identificarea interactorilor wt-EDEM1 de mai sus. 

Un alt set important de interactori ai wt-EDEM1 identificat în premieră internaţională 

prin studiile întreprinse în cadrul prezentei lucrări este format din grupul de proteine AUP1, 

ERD2, ERLIN1 ERLIN2, HYOU1, Rab18, DNAJ 13 și UBA1. Aceste proteine au fost 

identificate foarte recent, practic acum 2 luni, prin metode proteomice ca fiind componente ale 

veziculelor lipidice cunoscute sub numele de lipid droplets (Wang et al., 2015). Acești 

interactori indică asocierea wt-EDEM1 cu vezicule derivate din membrana ER, inclusiv ERLIN 

si Rab18 asociate cu regiunile lipid raft sau zone bogate în colesterol din membrana ER. 

Semnalarea acestor interacții deschide perspective noi în înțelegerea funcţiei wt-EDEM1 prin 

asocierea acesteia cu transportul vezicular derivat din ER. 
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Figura 3. Adnotarea ontologiei genei a compartimentelor celulare (A), funcțiilor moleculare (B) și 

proceselor biologice (C) pentru proteinele identificate specific cu wt-EDEM1 în experimentul cu pLPCX. 

 

 

Investigarea rolului EDEM1 în alte linii celulare în condiţii normale şi sub 

efectul unor inhibitori ai glicozilării 
 

Dacă în celula pancreatică reticulul endoplasmic este foarte activ în sinteza insulinei, 

fiind afectat puternic de stresul generat de abundența insulinei, în celulele canceroase se pare că 

există mecanisme adaptative la stresul de la nivelul ER, celulele find mai puțin afectate. În 
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acest context celular diferit, procesele în care este implicat EDEM1 pot fi asociate în diferite 

tipuri celulare cu actori celulari specifici. Pentru a discrimina între procesele în care este 

implicat EDEM1 în diferite tipuri de țesut, studiile au urmărit identificarea interactorilor lui wt-

EDEM1 din linia metastatică de melanom uman A375, respectiv HEK293T.   

 

Studii în linii de melanom. Identificarea interactorilor lui wt-EDEM1 în linia A375 

 

În acest subcapitol, pentru analiza MS am efectuat 3 experimente de IP pe linia A375 

pentru a identifica interactorii wt-EDEM1. 

Proteina wt-EDEM1 a fost exprimată foarte bine în toate experimentele în linia 

transdusă cu wt-EDEM1. Prin MS am identificat 544 proteine specifice wt-EDEM1 din 3718 

proteine totale și 156 din 2471 în cazul filtrării cu minim 1, respectiv 2 peptide unice.  

Proteinele specifice wt-EDEM1 au fost într-un procent relativ mic, ceea ce înseamnă 

probabil o calitate mai slabă a controlului pLNCX2. Pe de altă parte, este posibil ca în această 

linie de melanom să existe un număr mai mic de interactori ai wt-EDEM1 ținând cont că 

proteinele identificate în ER au fost într-un procent de 2%. Este de remarcat prezența 

interactorilor SEL1L, ERLEC și OS-9, ceea ce indică un complex asemăntor celui întâlnit la 

celula β-pancreatică INS-1. 

Studiile de validare au dus la confirmarea interacțiilor între wt-EDEM1 și SEL1L, OS-

9, CALX , ERLEC, ERGIC-53, SEC31A, PDIA1, DERL-1, ERAP1, CALR și SEC23A și 

variabil cu UBA1. Prezența proteinelor SEC31A si SEC23A sugerează existența unui trafic al 

lui EDEM1 dincolo de ER, în aparatul Golgi. Am identificat noi interacții: între SEC23A și 

SEL1L, precum și între UBA1 și PDIA1; semnificația biologică a acestor interacții va necesita 

studii aprofundate de biologie celulară și moleculară pentru înțelegerea rolului acestor asocieri 

moleculare în traficul intracelular al proteinelor. 

 

Studii în linii de melanom. Identificarea interactorilor tirozinazei în celulele A375 

 

Tirozinaza este o proteină importantă în melanom prin rolul său dovedit ca antigen 

tumoral. Tirozinaza şi mutante solubile de tirozinază au fost intens studiate în laboratorul 

nostru, studiile demonstrând faptul că aceşti produşi sunt interactori ai EDEM1 pe parcursul 

degradării lor in ER (Marin et al., 2012).  
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Scopul acestui subcapitol a fost de a identifica și a diferenția prin studii de MS între 

interactorii tirozinazei tipul sălbatic (WT-TYR) și mutanta sa solubilă (ST-TYR) 

supraexprimată în celulele A375 de melanom amelanotic. În acest studiu am făcut două 

experimente de IP cu 2 anticorpi, iar rezultatele cele mai semnificative au fost cele cu anticorpii 

monoclonali de șoarece.  

În cazul probelor în care IP a avut loc cu anticorpi de șoarece, am identificat 203 

proteine dintre care 43 specifice WT-TYR și 26 specifice ST-TYR. Pentru forma solubilă pliată 

greșit a tirozinazei destinată degradării, cei mai interesanți interactori sunt cei legați de calea 

secretorie și derivatele ei; dintre aceștia, SEC23-interacting protein este cel mai important, fiind 

implicat în transportul ER-Golgi mediat de COPII (Amodio et al., 2013). Această proteină este 

crucială în traficul proteinelor și poate media transportul formelor de tirozinază nepliate în 

citosol pentru degradarea proteazomală. Studiile viitoare vor confirma aceste rezultate prin 

folosirea de metode complementare. Rezultatele prezentate aici sugerează un trafic diferit 

pentru tipul sălbatic și forma mutantă a tirozinazei în celulele A375.  

  

  

Investigarea efectului NB-DNJ în linia HEK293T 

 

NB-DNJ (N-butyl-deoxynojirimycin) este un inhibitor al α-glucozidazelor I și II care 

previne tăierea N-glicanilor în ER și legarea calnexinei la precursorii monoglucozilați ai 

proteinelor, având loc astfel inhibiția procesării N-glicanilor. În prezența NB-DNJ precum și a 

altor inhihitori ca deoxinojirimicin și castanospermina, tăierea primei glucoze este inhibată 

(Negroiu et al., 2000). NB-DNJ afectează dramatic calea de pliere a lanțului polipeptidic în curs 

de formare si inhibă legarea calnexinei la proteinele din ER. Este de aşteptat ca NB-DNJ să 

afecteze sever trecerea produşilor defectos pliaţi pe calea ERAD şi să afecteze interactomul 

proteinei EDEM1. Pentru a determina care sunt efectele asupra N-glicozilării și ce seturi de 

interactori pentru wt-EDEM1 se modifică, pentru analiza MS am efectuat 2 experimente de 

imunoprecipitare folosind linia HEK293T care a fost sau nu tratată cu NB-DNJ.  

În urma experimentelor de Western blotting, wt-EDEM1 a fost exprimată foarte bine în 

ambele experimente. Atunci când celulele au fost tratate cu NB-DNJ, wt-EDEM1 a fost 

exprimat la o masă moleculară mai mare în comparație cu situația în care nu a avut loc 

tratamentul.  
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Prin MS am identificat 2078 proteine cu minim 1 peptidă unică. Dintre acestea, 132 au 

fost specifice wt-EDEM1 + NB-DNJ, 128  specifice wt-EDEM1 și 51 comune. Atunci când am 

filtrat cu minim 2 peptide unice, am identificat 14 proteine specifice wt-EDEM1, 11 specifice 

wt-EDEM1 + NBDNJ și 30 comune. Proteinele specifice wt-EDEM1 în prezența tratamentului 

sunt mai multe decât cele în absența tratamentului. 

 Este de subliniat faptul că proteinele specifice wt-EDEM1 în prezența tratamentului 

sunt mai puține în ER (4%) și Golgi (3%) față de situația în care nu a avut loc tratamentul: ER 

(6%) și Golgi (5%). De asemenea, cele mai multe proteine identificate specific tratamentului 

sunt implicate în legarea proteinelor și în procesele metabolice.    

Tratamentul cu NB-DNJ influențează activitatea wt-EDEM1. Astfel, spre deosebire de 

ERLEC și SEL1L, OS-9 nu mai este un partener de interacție pentru wt-EDEM1 în prezența 

NB-DNJ. Aceasta observație poate indica faptul că OS-9 interacționează cu wt-EDEM1 

exclusiv în prezența substratului și acesta nu poate fi prezent în complex în probele tratate 

pentru că nu este recunoscut de calnexină.  

 

 

 

Investigarea rolului domeniului IDD al EDEM1 prin interactomică 

diferenţială  
Identificarea interactorilor lui Δ-EDEM1 și wt-EDEM1 în linia HEK293T  

Studii anterioare efectuate în cadrul laboratorului nostru au demonstrat că proteina 

EDEM1 conţine pe lângă domeniul manozidazic de tip GH47 şi un domeniu de dezordine 

intrinsecă (IDD) care are un rol fundamental în interacţia cu proteinele depliate (Marin et al., 

2012). În cazul formei Δ, IDD situat între aminoacizii 48-119 a fost îndepărtat. Se cunoaște 

faptul că EDEM1 este capabil să extragă polipeptidele din ciclul calnexinei prin interacție 

directă cu calnexina (Oda et al., 2003), legarea EDEM1 la substrate ERAD necesită IDD și 

faptul că EDEM1 se asociază cu calnexina și SEL1L în absența IDD (Marin et al., 2012). 

În acest subcapitol am comparat seturi de interactori ai formelor EDEM1 sălbatică (wt) 

și EDEM1 mutantă (Δ) în linia HEK293T. Am efectuat 2 experimente de IP pentru analiza MS, 

folosind câte un control negativ diferit: ser preimun de iepure și vector pTriEx. În primul 

experiment, liza a avut loc cu tampoane de liză cu 1% Triton și 2% Chaps, IP cu EDEM1 și ser 

preimun, iar eluția cu SEB și Gly, în timp ce în al doilea experiment liza a fost făcută cu 1% 

digitonină și 1% Triton, IP cu EDEM1 și eluția cu SEB. 
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În urma experimentelor de Western blotting s-a arătat că atât wt-EDEM1 cât și Δ-

EDEM1 au fost exprimate si detectate la masa moleculară corespunzătoare. 

Prin MS, cele mai multe proteine identificate specific pentru Δ-EDEM1 (992 proteine 

din 3889 proteine totale, respectiv 444 din 2812) au fost în situația în care am folosit 1% 

digitonină iar cele mai multe specifice pentru wt-EDEM1 (501 din 2569, respectiv 209 din 

1751) au fost atunci când am folosit 1% Triton, filtrările fiind făcute cu minim 1, respectiv 2 

peptide unice.  

Proteinele specifice Δ-EDEM1, specifice wt-EDEM1 și cele comune din experimentul 

cu controlul negativ pTriEx au fost mai multe decât în experimentul cu control negativ ser 

preimun în care s-au semnalat interacții nespecifice. În experimentul cu pTriEx, IP-ul s-a făcut 

cu anticorpi specifici față de proteina de interes în celule care exprimă această proteina și în 

celule control în care proteina nu este exprimată. În experimentul cu ser preimun, celulele care 

exprimă proteina investigată au fost imunoprecipitate cu anticorpi specifici sau cu ser obținut 

inainte de imunizare.  

Din rezultatele de cuantificare ale experimentului cu controlul negativ pTriEx, cele mai 

multe proteine specifice pentru Δ-EDEM1 au fost identificate în urma folosirii tamponului cu 

1% digitonină; tot aici se observă și proteinele specifice și comune celor două forme ale lui 

EDEM1 în funcție de tamponul utilizat. 

 

Proteina wt-EDEM1 interacționeză cu mai multe proteine localizate în ER și Golgi 

decât proteina Δ-EDEM1. Majoritatea proteinelor asociate cu ambele forme ale lui EDEM1 

sunt implicate în funcția de legare a proteinelor și participă în procesele metabolice.  

Interacțiile dintre EDEM1 și SEL1L, OS-9, ERLEC și DERL-1, proteine implicate în 

ERAD, sunt mult mai puternice pentru wt-EDEM1. Forma mutantă se asociază mai mult cu 

Sec61, Sec63 și Tram1 (componente ale transloconului), SRPR-β (component al receptorului 

particulei de recunoaștere a semnalului) dar și cu KDELR2 (proteină implicată în traficul 

vezicular normal prin Golgi). Interacția dintre Δ-EDEM1 și KDELR2 deschide o nouă ipoteză 

în legătură cu înţelegerea rolului EDEM1 în celule. 
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Concluzii finale 

 

• În cadrul tezei de doctorat a fost pus la punct un protocol proteomic de identificare a 

proteinelor prin imunoprecipitare și spectrometrie de masă LC-MS/MS pentru proteina 

EDEM1. Acest protocol presupune următoarele etape și condiții: liza celulelor, 

imunoprecipitarea cu anticorpi policlonali față de EDEM1, imobilizarea imuno-

complexelor cu rășină de proteină A, eluarea imunocomplexelor și separarea lor 

electroforetică,  reducerea, alchilarea și digestia enzimatică a proteinelor în peptide, și 

extracția peptidelor în vederea identificării prin spectrometrie de masă. 

• Prin analiza MS se pot identifica la nivel de femtomolar interactori ai unor proteine de 

interes din extracte celulare purificate printr-o singură etapă de imunoprecipitare în condiții 

speciale care asigură păstrarea asocierii cu proteinele interactoare.   

• Prin tehnica Western blotting s-a arătat că wt-EDEM1, Δ-EDEM1, WT-TYR și ST-TYR 

au fost exprimate în linile celulare folosite. Rezultatele obținute în urma folosirii vectorilor 

pLPCX și pTriEx drept controale negative au fost mai elocvente față de controlul ser 

preimun de iepure. Au fost identificați puțini interactori pentru WT-TYR și ST-TYR 

probabil datorită faptului că tirozinaza are mai degrabă o funcție enzimatică decât de 

receptor. Au fost identificați un număr relativ mare de interactori pentru cele 2 forme ale 

lui EDEM1 precum și alți posibili interactori care trebuiesc confirmați prin teste 

suplimentare. 

• S-a pus la punct un protocol de identificare a interactorilor enzimei tirozinază și a unei 

mutante solubile a acesteia intâlnită în albinism. Au fost identificate 43 proteine asociate 

cu tirozinaza și 26 proteine asociate cu mutanta solubilă. Identificarea receptorului pentru 

proteina sec23 (sec23-interacting protein) printre interactorii tirozinzei mutante indică 

existența unui trafic între ER și Golgi în procesul de degradare al acestei proteine. 

• Un rezultat important al studiilor acestei teze de doctorat îl constituie evidențierea 

complexelor moleculare în care este implicată proteina EDEM1 în celulele β pancreatice 

secretoare de insulină. Evidențierea interacției EDEM1 cu proteinele OS-9, SEL1L, 

ERLEC, Synoviolin și Derlin-1 indică implicarea acestei proteine în procesele de 
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degradare a proteinelor pe calea ERAD. În plus, interacția consistentă cu calnexina arată că 

EDEM1 participă în cel puțin două complexe moleculare: unul în plierea proteinelor și 

celălalt în degradarea acestora. Implicarea EDEM1 în asocierea cu PDI în celula 

pancreatică sugerează un rol în formarea punților disulfurice ale insulinei.  

• În cadrul tezei s-a evidențiat importanța alegerii tampoanelor și detergenților destinați 

extracției probelor din membranele celulare. O comparație între trei tipuri de detergenți a 

arătat că raportul molecular între EDEM1 și intercatorii săi variază în funcție de detergenții 

utilizati. Astfel, studiile mele recomandă pentru LC/MS detergenții CHAPS si digitonină în 

defavoarea detergentului Triton X-100 folosit în majoritatea investigațiilor de 

spectrometrie de masă.  

• Experimentele de LC/MS au arătat că în cazul proteinei EDEM1 și a mutantei acesteia, 

proteinele interactoare sunt implicate în ERAD, ERQC, plierea proteinelor, transportul 

vezicular bidirecțional între ER și Golgi, UPR, traficul endozomal, precum și alte procese 

importante în celulă. În timp ce wt-EDEM1 este implicat în complexe ale căii ERAD, 

mutanta Δ-EDEM1 are o afinitate scazută pentru proteinele OS-9, SEL1L și ERLEC dar 

predomină asocierea cu proteine componente ale transloconului: Sec61, Sec 63 și Tram1. 

• Prin experimente de LC/MS am identificat proteinele care se asociază cu EDEM1 în 

condițiile în care procesul de N-glicozilare este inhibat la nivelul alfa-glucozidazelor I și II. 

În aceste condiții, EDEM1 nu mai interacționează cu OS-9 dar pastrează interacțiile cu 

ERLEC si SEL1L. Această observație poate indica faptul că OS-9 interactionează cu 

EDEM1 exclusiv în prezența substratului și acesta nu poate fi prezent în complex în 

probele tratate pentru că nu este recunoscut de calnexină.  

• Pentru a investiga rolul EDEM1 în celula eucariotă, am comparat interactorii acestei 

proteine în mai multe linii celulare. Studiile au aratat că EDEM1 interacționează în toate 

liniile celulare investigate (celule pancreatice de șobolan, celule embrionare renale umane 

și celule de melanom uman) preponderent cu patru proteine rezidente în reticulul 

endoplasmic reprezentate de calnexina, OS-9, ERLEC și SEL1L, fiind implicate într-o cale 

de degradare a proteinelor asociată reticulului endoplasmic. 
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• Astfel, s-a demonstrat în premieră pe plan internaţional asocierea dintre EDEM1 şi OS-9, 

ERLEC, SEL1L şi Synoviolin. Prin contrast, metodele proteomice folosite anterior nu au 

permis identificarea acestor interactori ai EDEM1, premiţând identificarea doar a 

proteinelor din familia PDI. 

• S-au identificat, în premieră internaţională, proteine componente ale veziculelor lipid 

droplets în asociere cu EDEM1. Aceste vezicule fiind sediul degradării ApoB conduc la 

formularea unei noi ipoteze legate de rolul EDEM1 în calea ERAD asociată de lipid 

droplets. 
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