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Concluzii



1. Scopul studiilor

Biogeneza organitelor endozomale si a organitelor inrudite cu endozomii este un proces
activ cu diferite etape si multiple caii de maturare. Atdt melanozomii, cat si endozomii provin
dintr-un organit comun, endozomii timpurii, care prezinta diferite cdi de maturare in functie de
organitele tintd. In acest proces de maturare al sistemului endo-lizozomal intervine si proteina
Niemann-Pick C1 (NPC1). Acestd glicoproteina este un transportor de colesterol si lipide de la
nivelul sistemului endo-lizozomal, care influenteaza biogeneza, dar si activitatea sistemului endo-

lizozomal.

Principalul scop al acestei teze de doctorat a fost reprezentat de investigarea amanuntita a
rolului proteinei NPC1 1n biogeneza sistemului endo-lizozomal, in special in dezvoltarea
organitelor inrudite cu lizozomii. Modelul de studiu ales au fost melanozomii in cadrul cirora am

cercetat procesul de melanogeneza si de biogeneza.

Procesul de sinteza al melaninei prezintd un interes crescut deoarece melanina este
implicata atat in anumite boli de hipo- sau hiperpigmentare, dar si in cancerul de piele. Asadar,
este esential sd se identifice proteinele care prezintd un rol major si care influenteazd acest

proces.

Implicatiile proteinei NPC1 in melanogenezd au fost studiate pe o linie pigmentatd de
melanom uman, MNT-1. Acesta linie a fost modificata genetic prin deletarea genei care codifica
proteina NPCI1, urmadrindu-se modificarile care apar la nivel celular si care influenteaza
biogeneza melanozomilor. S-a investigat rolul proteinei NPCI, o proteind lizozomala, in
biogeneza melanozomilor, organite subcelulare inrudite cu lizozomii la nivel structural si

proteomic, dar cu functii complet diferite de ale lizozomilor.

Aceastd teza ofera o perspectivd noud 1n intelegerea biogenezei organitelor endo-

lizozomale si transportului proteinelor tintd catre aceste organite.



2. Introducere

Proteina NPC1, fiind descrisa in studiile timpurii ca un transportor de colesterol la nivelul
lizozomului, a continuat sa fie tinta cercetarilor care au dus la descoperirea mai multor functii ale
acesteia si la caracterizarea bolii Niemann-Pick tipul C1 (Pfeffer 2019). Proteina NPC1 nu este
un simplu transportor la nivelul lizozomului, ci joacd un rol esential in metabolismul lipidelor in
sistemului endo-lizozomal. Impreund cu proteina NPC2 contribuie la efluxul colesterolului din
lizozom, fiind implicatd si in fomrarea de situsuri de contact multiple intre ER si
lizozomi(Schultz et al. 2018). Mutatiile de la nivelul genei care codifica proteina NPC1 conduc la
boala Niemann-Pick tipul C1, o boald de stocare lizozomala care se caracterizeaza prin hepato-
splenomegalie si neurodegenerescentd (Wheeler and Sillence 2020). La nivel celular se
acumuleaza colesterol si glicosfingolipide in sistemul endo-lizozomal, homeostazia metalelelor,
in special a calciului este perturbata, iar autofagia si traficul intracelular sunt afectate. Mai mult,
unele studii au demonstrat influenta si rolul proteinei NPC1 in biogeneza organitelor inrudite cu
lizozomii (LRO) din celulele specializate. Astfel, a fost demonstrat ca in absenta proteinei NPC1
biogeneza granulelor alfa si a granuleleor dense din plachetele sangvine este afectatd (Platt et al.

2016).

Avand in vedere aceste descoperiri, ipoteza noastra a fost indreptata spre alta categorie de
LRO, care este necesara procesului de pigmentatie care are loc in melanocite. Asadar, influenta
proteinei NPC1 asupra biogenezei melanozomilor a reprezentat tinta cercetarilor de fata.
Biogeneza melanozomilor presupune un proces complex la care participa proteine cu rol specific
in melanogeneza precum proteina structurald premelanozomald (PMEL17) sau enzime care
intervin in calea de biosinteza a melaninei: tirozinaza (TYR), proteina inrudita cu TYR-1 (TYRP-

1) si dopa-chrom tautomneraza (DCT) (Seiji, Fitzpatrick, and Birbeck 1961).

Au fost descrise si caracterizate patru stadii de maturare a melanozomilor in functie de
morfologia acestora si de gradul de pigmentatie (Raposo and Marks 2007). Melanozomii de
stadiul I, denumiti si premelanozomi, provin din endozomii timpurii si corespund unor corpi
multiveziculari (MVB)/ vezicule multi-endozomale (MVE), care contin si citeva vezicule
intraluminale (ILV). Acesti premelanozomi sunt organite rotunde, acoperite cu clatrind. Evolutia

melanozomilor din stadiul I in stadiul II presupune formarea fibrilelor, care sunt aranjate paralel



si conferd melanozomilor forma elipsoidald. Melanozomii din primele doua stadii sunt imaturi si
sunt privati de pigmentatie. Livrarea enzimelor melanogenice, TYR, TYRP-1 si TYRP-2, Ia
melanozomi faciliteaza initierea procesul de biosintezd a melaninei (D’Alba and Shawkey 2019).
Asadar, melanozomii in care este depusa melanina pe fibrile si in care se mai observa aceste
fibrile sunt clasificati in stadiul III, iar melanozomii 1n care fibrelele au fost acoperite 1n totalitate
de melanind fac parte din stadiul IV. Melanozomii din stadiul IV sunt apoi transferati

cheratinocitelor pentru a-si indeplini functiile specifice protective.

In procesul de biogeneza a melanozomilor participa proteine cu rol enzimatic, structural
sau de transport. Dintre acestea, PMEL17 este cea mai importantd proteind structurald, care
intervine 1n formarea fibrilelor din melanozomi, fibrile necesare pentru depunerea melaninei, iar
TYR, TYRP-1 si TYRP2 se numard printre cele mai importante proteine enzimatice. De
asemenea, un rol important in procesul de melanogeneza le este atribuit si proteinelor implicate in
traficul proteinelor melanogenice, de exemplu proteina AP-3 si proteina AP-1 (Theos et al.

2005).

Proteina PMELI17 este implicatd direct in formarea melanozomilor, deoarece participa
activ in formarea matrixului fribrilar amiloid, necesar pentru procesul de melanogeneza, pentru
organizarea arhitecturii veziculelor de melanind si pentru protejarea melaninei Tmpotriva
degradarii (Watt et al. 2013). Pentru generarea fibrilelor necesare formarii melanozomilor,
proteina PMELI17 este supusa unor procesari post-translationare si unor clivari la nivelul
premelanozomilor/MVB (Hee et al. 2017). Astfel, dupd insertia proteinei in RE (forma P1),
acesta este transportata in aparatul Golgi in veziculele COPII, care recunosc rezidul de valinad din
capatul C-terminal. In acest compartiment N-glicanii sunt maturati, iar O-glicanii sunt adaugati,
formandu-se forma P2 a proteinei, care prezintd o masd moleculard cu 20 kDa mai mare decat
forma P1 (Bissig, Rochin, and Van Niel 2016). Forma P2 este procesatd de o convertaza si se
formeaza un fragment Ma fibrilogen luminal mare (compus din NTR, PKD si RPT), care ramane
printr-o punte di-sulfidica legat de fragmentul M (compus din KLD, domeniul transmembranar
si citoplasmatic). In forma MaS-S Mp, PMELI17 ajunge in melanozomii timpurii (stadiul I) si
este transferata printr-un proces dependent de proteina CD63 in ILV. In continuare, PMEL17 este
procesatd de diferite proteaze, printre care BACE-2 si ADAMI17, rezultand o forma solubila

luminald - Ma. Acesta forma este clivatd in doua fragmente MaN si MaC, din care se formeaza



domeniile NTR si PKD, respectiv RPT. Principalele domenii care contribuie la formarea
fibrilelor sunt PKD si RPT, dar domeniul NTR are rol major in reglarea asamblarii fibrilelor
melanozomale. Fiind o proteina care prezinta multiple forme, au fost dezvoltati diversi anticorpi
care recunosc forme specifice ale proteinei PMEL17. Principalii anticorpi utilizati in studiul de

fatd sunt:
- oPEP-13, care recunoaste formele imature, neclivate P1 si P2.

- aHMB-45, care recunoaste domeniul insolubil RPT, care intervine in formarea fibrilelor (Watt

et al. 2013).

Asadar, putem concluziona ca proteina PMELI17 joacd un rol esential in biogeneza
melanozomilor, fiind implicatd direct in formarea fibrilelor pe care se depune melanina, iar

procesarea acesteia este indispensabild functionalitatii melanozomilor.

In procesul de biosinteza a melaninei este necesara actiunea enzimatici a unor proteine,
dintre care TYR este indispensabila (Hearing and Jiménez 1987). Acestda proteind, monofenol
monooxigenaza, a fost studiatd pentru prima datd in anul 1895 in extractele de scoici,
demonstrandu-se capacitatea de a oxida tirozina (Fitzpatrick 1949). TYR este o glicoproteind
membranard de tip I, care prezintd 6/7 situsuri de N-glicozilare expuse pe partea lumenald a
melanozomilor si 17 reziduri de cisteind grupate in doud domenii bogate in cisteind. Pentru a-si
indeplini functia enzimaticd, doi ioni de cupru sunt incorporati in structura enzimei. Procesul de
sinteza al TYR se desfasoara la nivelul RE, de unde este mai apoi transportatd in aparatul Golgi si
prin calea secretorie ajunge in final in melanozomii de stadiul II. N-glicanii atasati covalent in RE
sunt necesari pentru plierea si maturarea proteinei, iar ciclul chaperoanelor calnexina-
calreticulind intervine in aceste procese (Petrescu et al. 2000). In cazul in care TYR este gresit
pliatd, aceasta este recunoscutd de proteina EDEMI1 si este directionatd degradarii pe calea
proteazomald (Marin et al. 2012). N-glicozilarea TYR este esentiala pentru maturarea si
actvitatea ei. Dacd TYR este corect pliatd si maturatd, va fi transportata la nivelul aparatului
Golgi, unde va fi supusa altor modificari de glicozilare si apoi va fi directionatd cétre organitele
tintd. TYR este transportata direct sau via PM cétre endozomii timpurii, iar apoi va fi directionata

catre melanozomii de stadiu II, unde participa in procesul de melanogeneza.



in concluzie, melanogeneza este un proces extrem de important pentru organismul uman,
fiind implicate multe proteine activ sau pasiv. Este important sa cunoastem indeaproape si cat
mai exact proteinele care participd la aceste procese pentru a putea interveni pe cale
medicamentoasa si a ajuta oamenii care suferd de diverse probleme de pigmentatie, dar si pentru

a preveni si a identifica din timp cancerul de piele.



3. Rezultate

3.1Generarea si caracterizarea liniei celulare de NPC1-KO

In studiul de fatda am ales sa investigim rolul proteinei NPC1 in biogeneza organitelor
inrudite cu lizozomii (LRO), care sunt specializate in producerea de melanind. Am utilizat o linie
pigmentatd de melanom uman, MNT-1, care a fost depletatd de proteina NPC1 prin metoda de
knock-out (KO) CRISPR/CAS9. Celulele au fost co-transfectate cu doud plasmide comerciale
specifice pentru KO de NPC1 si au fost cultivate in mediu cu puromicind pentru o prima selectie
a celulelor transfectate. In urmi, a fost efectuati o selectie pe baza fluorescentei in rosu prin
citometrie in flux, iar celulele care au prezentat fluorescenta au fost placate individual in placa de
96 godeuri. In clonele obtinute a fost testatd expresia proteinei NPC1 prin Western blot si au fost

pastrate cele care nu au exprimat proteina NPC1 (Figura 1).
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Figura 1. Verificarea clonelor de NPC1-KO prin Western blot.

Expresia proteinei NPC1 a fost determinata prin Western blot din lizatele celulelor co-transfectate
cu plasmidele pentru CRISPR/Cas9 si MNT-WT. Calnexina (CNX) a fost utilizatd ca si control de

incarcare.

Conform literaturii de specialitate in absenta proteinei NPC1, se acumuleaza colesterol si

glicosfingolipide la nivel endo-lizozomal (Bréduer et al., 2019). Pentru a caracteriza clonele



obtinute, a fost efectuat un prim experiment in care am cuantificat volumul lizozomal cu
LysoTracker Green prin citometrie in flux. in figura 2, se poate observa o crestere semnificativi a
volumului lizozomal in anumite clone, dar cateva clone nu prezintd o variatie semnificativd a
compartimentului lizozomal. Interesant este faptul ca doar clonele cu o pigmentatie redusa (cele

reprezentate cu gri) au si un volum lizozomal marit, adica prezinta si fenotipul BNPC.
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Figura 2. Determinarea volumului lizozomal prin LysoTracker Green.

Volumul lizozomal a fost masurat in celulele WT si in cateva clone de NPC1-KO. Celulele au fost

incubate cu LysoTracker Green, iar apoi a fost determinata fluorescenta acestora la citometru in flux.

In continuare, am ales o cloni care reprezinti fenotipul BNPC si am determinat nivelul
colesterolului prin colorare cu filipind si printr-o metoda biochimica cu Amplex red, iar nivelul
glicosfingolipidelor a fost determinat prin HPLC. In absenta proteinei NPCI nivelul
colesterolului a crescut, dar in cazul glicosfingolipidelor s-a remarcat un nivel aproximativ egal
de GlcCer 1n ambele linii celulare (Figura 3A, B si C). Totusi, nivelul total de glicosfingolipide a
fost usor mai ridicat in linia de NPC1-KO (Figura 3D si E). Asadar, in noua linie generatd de
NPC1-KO s-a observat fenotipul BNPC care cuprinde cresterea volumului lizozomal, nivelului

de colesterol si de glicosfingolipide.
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Figura 3. Nivelul colesterolului si a glicosfingolipidelor in MNT-WT vs NPC1-KO.

(A)Maisurarea cantititii de colesterol prin metoda Amplex-red (B) Colorarea colesterolului cu
filipina si vizualizarea la microscopie de fluorescentd. (C) Determinarea nivelului de GlcCer prin HPLC.
(D) Determinarea cantitatii totale de glicosfingolipide. (E) Determinarea nivelului diferitelor specii de

glicosfingolipide.

3.2 Rolul proteinei NPC1 in biogeneza melanozomilor

In partea a doua a studiului ne-am focusat pe investigarea rolului proteinei NPC1 in
biogeneza melanozomilor si in procesul de pigmentatie. Inca de la recoltarea celulelor putem
remarca diferente semnificative n ceea ce priveste pigmentatia liniilor MNT-WT versus NPC1-

KO (Figura 4A). In absenta proteinei NPC1, pigmentatia celulelor este afectati, celulele fiind de



culoare maro deschis. Stiind ca TYR este o enzimd esentiald in melanogenezad, am determinat
activitatea 1n gel si expresia ei prin Western blot (Figura 4B, C si D). Am observat ca 1n celulele
deficiente in proteina NPCI expresia semnificativ scdzutd a TYR este corelatd cu activitatea
scazutd. Nu doar expresia TYR este scazutd in linia NPC1-KO ci si expresia proteinelor inrudite
cu TYR, TYRP-1 si DCT (Figura 4E si F). Asadar, in absenta proteinei NPC1 procesul de

biosinteza al melaninei este afectat.
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Figura 4. Enzimele melanogenice in celuelele NPC1-KO.

(A) Comparatie vizuald a peletilor celulelor MNT-WT si a clonelor cu KO de NPC1. (B) Nivelul de
expresie al TYR a fost determinat prin Western blot. TUB a fost utlizata ca si control de incércare. (C)
Poza a gelului incubat cu L-Dopa pentru a determina activitatea TYR in gel (D) Activitatea specifica a
TYR calculata in urma determinarii activitatii TYR in placa. (E, F) Nivelul proteinelor TYRP-1 si DCT a
fost determinat prin Western blot, iar expresia proteica a fost normalizata la nivelul de CNX. Alaturi se

afld reprezentarea grafica a expresiei celor doud proteine.



In urmatoarele experimente am dorit sa aflim modul in care proteina NPC1 influenteaza
expresia TYR. Pentru a elucida cauza scdderii nivelului de TYR in celulele NPC1-KO, am
analizat prin RT-PCR daca existd modificari la nivel de transcriptie a TYR in cele doud linii
celulare comparate. ARN-ul TYR a fost determinat in cele doua linii celulare, iar conform figurii
S5A se poate observa ca in cazul TYR nu exista diferente semnificativ statistice la nivel
transcriptional. In plus, am analizat prin Western blot nivelul factorului de transcriptie asociat
microftalmiei (MITF), care este principalul factor de transcriptie al TYR (Wang et al. 2014).
Conform datelor prezentate in figura 5B se poate afirma ca nu existd diferente semnificative la
nivel de expresiei proteicd. Deci, in absenta proteinei NPC1 expresia TYR este afectatd, dar la

nivel transcriptional nu sunt identificate modificari.

A mARN-TYR B. MITF

1.5+ s O
S N
& oy
&8

kDa

50 . 'MITF

100| g -ICNX

Cuantificare relativa a
mARN TYR/actina

Nivel relativ de expresie MITF
@
1
+ - j

Figura 5. Studiul TYR la nivel de transcriptie.

(A) Cuantificarea mARN al TYR prin RT-PCR in cele doua linii comparate. (B) Determinarea proteinei

MITF prin Western blot si cuantificarea acesteia. CNX a fost utilizata ca si control de incércare.

In continuare, am studiat procesarea si glicozilarea TYR in absenta proteinei NPC1 prin
intermediul enzimelor EndoH, PNGaseF si NeuA. Enzima PNGaseF indeparteaza majoritatea N-
glicanilor atasati proteinei, rezultind o forma deglicozilata (Chu 1986). In schimb, glicozidaza
EndoH scindeazd doar oligozaharidele imbogatite In manoza sau cele de tip hibrid, care nu au
fost clivate de manozidaza II din aparatul Golgi. Prin supunerea proteinelor la digestia cu EndoH
se poate urmadri calea de procesare a acestora si dacd au tranzitat aparatul Golgi. O altd enzima

care ne ajutd sd descifraim eventuale diferente de procesare a glicanilor cu structura complexa



apartinand TYR este NeuA, o sialidazd, care scindeazd resturile de acid sialic din structura

complexa a glicoproteinelor.

Lizatul celular provenit din liniile de MNT-WT si NPC1-KO a fost incubat separat cu
cele trei enzime si a fost analizatd expresia si procesarea TYR prin Western blot. Actiunea
enzimei NeuA poate fi remarcatd prin prezenta unei mici modificari a masei moleculare in cadrul
TYR. Intre cele douai linii celulare expresia TYR este diferitd, dar nu apar modificiri in ceea ce
priveste maturarea TYR prin addugarea acidului sialic. Diferenta de masa moleculara care este
observatd intre proteina neincubata si cea incubatad cu enzima NeuA este aproximativ la fel in
ambele linii celulare (Figura 6A). Expresia polipeptidului de TYR deglicozilat a fost determinata
prin digestie cu enzima PNGase si a fost evidentiatd scaderea expresiei de TYR in absenta
proteinei NPC1 (Figura 6B). In urma actiunii enzimei EndoH asupra TYR prin WB au fost
vizualizate doua benzi care apartin TYR, una EndoH senszitivd (EndoH sens) si una EndoH
rezistentd (EndoH rez). Observam ca raportul intre cele doud benzi (EndoH rez/EndoH sens) este
diferit in cele doua linii celulare (Figura 6B). Astfel, in celulele depletate de proteina NPCl1
raportul este scazut, indicand o crestere a formei proteice EndoH sens, a formei imature de TYR.
In celulele NPC1-KO apare o alterare a maturarii TYR, fiind afectat procesul de glicozilare
complexa de la nivelul aparatului Golgi. Aceste observatii ne indica cd in celulele depletate de
proteina NPC1, este posibil ca procesarea de la nivelul aparatului Golgi sa fie intarziata sau

afectata, sau ca TYR matura sa fie mai rapid degradata.

MNTWT NPC KO

i MNT-WT NPCI-KD
PNG-350

Endor

ko2 TR

A " NPCI
180

100 T ——— - s (NX

EndoH rex) EndoH sens

c-..u.u
* J.
).

)] ”. -_'

TYR &
- - L —



Figura 6. Evaluarea procesarii TYR.

(A) Expresia TYR 1n urma digestiei cu NeuA a fost determinata prin Western blot. (B) Lizatele celulare
au fost incubate cu PNGase respectiv cu EndoH, iar proteinele de interes au fost determinate prin Western
blot. Alaturi este reprezentarea grafica a raportului dintre benzile EndoH rez/ EndoH sens in celulele

NPCI1-KO vs MNT-WT.

Pentru a deslusi calea TYR in absenta proteinei NPCI1, am evaluat procesul de secretie
extracelular al TYR 1n celulele de melanom. Celulele NPC1-KO si MNT-WT au fost cultivate
timp de 72 h, iar din mediul de cultura colectat au fost determinate prin WB expresiile mai multor
proteine secretate. Precum se vede in figura 7, desi nivelul proteinei LAMP-2 este crescut in
mediul celulelor NPC1-KO, expresia TYR este scazutd in veziculele secretate extracelular.
Asadar, secretia TYR nu este acceleratd sau accentuata, iar scaderea nivelului de TYR este
cauzatd de alte procese intracelulare de sechestrare si de degradare accelerata. Folitilina-1, care
este o proteind rezidentd a exozomilor (Phuyal et al. 2014), a fost identificatd in ambele linii
celulare, sugerand faptul ca procesul de secretie extracelulard nu este afectat in absenta proteinei

NPCI1.
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Figura 7. Influenta proteinei NPC1 asupra secretiei extracelulare.

Proteinele TYR, LAMP-2, CNX si flotilina-1 au fost anlizate prin WB, iar benzile au fost cuantificate in

programul Chemidoc.



Rata de degradarea a TYR in absenta proteinei NPC1 a fost studiatd cu ajutorul unui
inhibitor al sintezei de proteine, cicloheximida (CHX). Celulele MNT-WT si NPC1-KO au fost
incubate cu CHX si au fost recoltate la diferite intervale de timp (0 h, 30 min, 1 h, 2 h, 3 h si 4 h).
In linia celulara parentala timpul de injumititire al TYR este de aproximativ 3.5 h, in comparatie
cu linia NPC1-KO unde timpul de Tnjumatatire al TYR este 1.5 h (Figura 8). Astfel, in absenta
proteinei NPC1, degradarea TYR este accelerata. Prin urmare, in celulele NPC1-KO se poate
presupune ca nivelurile reduse de TYR sunt procesate la proteine mature, dar prezinta un control

de calitate slab in calea secretorie, ceea ce conduce la o degradare accelerata a TYR.
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Figura 8. Degradarea TYR

Cele doua linii celulare au fost tratate cu CHX si au fost recoltate la diferite intervale de timp. Expresia

TYR a fost detrminata prin Western blot. TUB a fost utilizata ca si control de Incarcare.

In procesul de maturare a melanozomilor intervin diverse proteine, dintre care PMEL17 si
TYR sunt esentiale. Am investigat calea de biogeneza a melanozomilor in celulele depletate de
proteina NPC1, efectuand studii de localizare subcelulara a diferitelor proteine asociate cu calea
endozomald sau melanozomald. Microscopia de fluorescentd si separarea subcelulard a
organitelor pe gradient de sucroza au fost utilizate pentru a caracteriza influenta proteinei NPC1

in LRO, in melanozomi, si implicit in melanogeneza.



Am analizat distributia TYR prin microscopie de imunofluorescentd confocala in cele
doud linii celulare. In celulele MNT-WT, TYR a aparut sub forma de structuri punctate
imprastiate in citoplasma, o parte fiind concentrata in regiunea perinucleara (Figura 9). Imaginile
in BF au aratat cd TYR coincide cu granulele de pigment acumulate in regiunea juxtanucleara,
dar si cu cele distribuite la periferia celulei si varfurile celulelor, confirmind astfel localizarea
TYR in melanozomii pigmentati, maturi. In schimb, in celulele NPC1-KO, nu numai ca
intensitatea colorarii TYR a fost mai mica, dar si distributia sa intracelulard a fost izbitor de
diferitd. Semnalul juxtanuclear TYR a fost redus semnificativ, in timp ce localizarea sa a fost
concentratd de-a lungul regiunilor extinse la periferia celulei, aproape de membrana plasmatica.

In acelasi timp, acestor celule le lipseau melanozomii maturi, foarte pigmentati.

MNT-WT MNT-NPC1
BF

Figura 9. Vizualizarea TYR la microscopie confocala.

TYR a fost marcata cu anticorpul anti-PEP7 (1:300, ON ), nucleii cu Hoechst, iar veziculele cu melanina

au fost vizualizate in BF.

TYR detectatd in celulele MNT-WT a co-localizat extensiv cu RAB38, o RabGTPaza
implicati in reglarea transportului membranar citre si de la melanozomii maturi (Figura 10). In
schimb, in celulele NPC1-KO, co-localizarea lor parea sa fie limitatd la compartimentele
periferice. Un efect similar asupra distributiei intracelulare a fost observat pentru TYRP-1, o alta
proteind implicatd in melanogeneza. Mai mult, a existat o reducere a intensitatii fluorescentei
pentru proteinele TYR si TYRP-1 (Figura 10). Scaderea pigmentatiei si modificarile in expresia
si localizarea subcelulard a proteinelor asociate in mod normal cu melanozomii maturi sugereaza

ca deficienta proteinei NPC1 cauzeazd defecte in biogeneza si/sau maturarea melanozomilor.



Deoarece sortarea enzimelor melanogene catre melanozomii in curs de maturizare provine din
subcompartimente endozomale specifice, am investigat morfologia diferitelor organite din calea
endocitard folosind markeri specifici. Localizarea proteinei EEA1, o proteind asociatd cu
domeniile membranei endozomale timpurii, nu a fost modificatd Tn mod substantial in celulele
NPC-1 KO in comparatie cu celulele WT MNT-1 (Figura 10). Pe de altd parte, TYR si EEA1 au
prezentat o localizare diferita in ambele linii celulare. In schimb, a existat o co-localizare partiala,
dar evidentd, a TYR cu CD63, o tetraspanind prezentd in endolizozomi, precum si In
melanozomii maturi si cu fibrilele de PMEL17 (HMB-45 reactive) (Figura 10) . In celulele MNT-
WT, HMB-45 a prezentat o co-localizare partiald cu TYR in structuri punctate, discrete, situate in
principal la periferia celulei, dar si intracelular. in schimb, in celulele NPC1-KO, ambele proteine

au fost deplasate periferic acolo unde co-localizeaza partial.



MNT-WT NPC1-KO

Figura 10. Co-localizarea TYR cu proteina TYRP-1, Rab38, CD63 si HMB-45

Z-stack

Celulele MNT-WT si NPC1-KO au fost incubate cu anticorpul de TYR (anti-Pep7) si cu un anticorp fata

de una din proteinele asociate melanozomilor: Rab38, CD63 sau PMEL matur HMB-45 reactiv, sau fata

de EEAI. Nucleii au fost marcati cu Hoechst, iar pozele au fost achizitionate cu obiectivul 63x.

Localizarea anormald a fibrilelor de PMEL17 ne-a determinat sd investigdm daca exista
diferente in procesul de maturare si formarea fibrilelor. Am descoperit cd expresia formelor

imature (P1/P2) si M-beta ale PMEL17, recunoscute de anticorpul PEP-13 si de PMEL17, nu au



fost modificate Tn absenta proteinei NPC1 (Figura 11A si B). Cu toate acestea, un fragment
asociat fibrilelor care contine domeniul repetat (RPT) a fost supraexprimat in absenta NPClI
(Figura 11C). Analiza Western blotului a aratat cd a existat o crestere semnificativa statistic atat a
formelor PMEL17 solubile, cat si a celor insolubile, in linia NPC1-KO in comparatie cu celulele
MNT-WT. Formarea accelerata a fibrilelor ar putea avea loc la nivelul membranei plasmatice sau
in endozomii/corpii multisiculari in timpul procesului de maturare PMEL17, necesitand un trafic

tranzitoriu catre membrana plasmaticd inainte de transferul la endozom/premelanozomi timpurii.

Posibila Tmbogatire a fibrilelor de PMEL17 la membrana celularda a fost mdsurata prin
citometrie in flux. Dupa cum se arata in Figura 11D, expresia de suprafata a proteinei PMEL17 a
fost similard in ambele linii celulare. Prin urmare, celulele NPC1-KO prezintd o crestere a

proteinei mature PMEL17, care este acumulata in premelanozomi/melanozomi imaturi.

Asadar, in celulele deficiente in proteina NPC1, traficul TYR si a proteinelor inrudite cu TYR
este deviat de la melanozomi citre lizozomi si TYR este degradatd mai repede. In consecinta,
biosinteza melaninei este redusa, este afectata formarea matricei PMEL17-melanind in
melanozomii timpurii, iar aceste organite rdman imature afectand dramatic procesul de

pigmentare a celulelor.
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Figura 11. Procesarea proteinei PMEL17 in MNT-WT vs NPC1-KO.

(A, B, C) Prin Western blot a fost detectat nivelul expresiei diferitelor forme de procesare a proteinei
PMELI17 si a fost reprezentatd grafic cuantificarea proteinei PMEL in cele doud linii celulare comparate.
Detectia proteinei PMEL17 a fost efectuatd cu anticorpii anti-PEP13 (A), anti-PMEL17 (B) si HMB-45
(C). (D) Determinarea cantitativa a expresiei proteinei PMEL17 matur de la nivelul PM prin citometrie n
flux. Celulele nepermeabilizate au fost marcate cu anticorpul HMB-45, au fost incubate cu anticorpul

secundar anti-soarece-AlexaFluor488, iar intensitatea a fost detectata la FACS.



4. Concluzii

Bolile lizozomale rare precum Niemann-Pick au prezentat un interes crescut pentru
cercetatori in ultimii ani. Desi sunt numeroase studii cu privire la functia proteinei NPCI,
mecanismul Intreg Incd nu a fost pe deplin elucidat. Proteina NPC1 prezintd un rol esential in
metabolismul lipidic, fiind implicata in transportul glicosfingolipidelor si a colesterolului la nivel

endo-lizozomal, dar are implicatii majore si in functionarea optima a sistemului endo-lizozomal.

In studiul de fatd am ales sd investigez dacad proteina NPCI1 are un rol si in maturarea caii
endo-lizozomale. Astfel, am ales ca model de studiu calea de maturare a melanozomilor, care

sunt organite inrudite cu lizozomii si provin din endozomii timpurii.

Am generat o linie celulara noua depletatd de proteina NPC1 prin metoda CRISPR/CAS9 si
am observat cd fenotipul celular al bolii NPC1 este asociat cu defecte majore de pigmentatie.
Linia NPC1-KO a prezentat caracteristicile celulare specifice bolii, precum volum lizozomal
marit, cresterea expresiei proteinei LAMP-2, acumularea de colesterol si acumularea unor specii

de glicosfingolipide.

Pentru a identifica cauza defectelor de pigmentatie am investigat soarta TYR si a proteinei
PMEL17, acestea fiind doua proteine esentiale procesului de biogeneza a melanozomilor si de

biosinteza a melaninei.

In urma studiului efectuat, putem reda principalele observatii si concluzii cu privire la

influenta proteinei NPC1 asupra melanogenezei:

-Datele de proteomica, cat si rezultatele de la WB au indicat o reducere drasticd a expresiei
TYR in absenta proteinei NPC1. In plus, prin imunoblot a fost remarcati si sciderea nivelului de

expresie a proteinelor inrudite cu TYR si anumune a TYRP-1 si DCT.

-Prin experimente de qRT-PCR am demnostrat ca TYR nu este afectatd la nivel
transcriptional, ci la nivel post-translational. Nivelul de expresie comparabil al factorului de

transcriptie MITF in cele doua linii celulare (MNT-WT si NPC1-KO) sustine aceste observatii.

-In linia NPC1-KO rata de degradare a TYR este crescuti comparativ cu linia MNT-WT, fapt

ce explica nivelul scazut de TYR si reducerea sintezei de melanina in celulele KO.



-Investigarea procesului de N-glicozilare, a aratat cd raportul dintre fractia matura versus cea
imaturd este mai mic in absenta proteinei NPCI, indicand cd@ proteina NPC1 care co-
imunoprecipitd cu TYR este implicatd in maturarea ei. Ambele proteine prezinta motive de di-
leucind, ceea ce ne indica sortarea lor din TGN spre un comportament endocitic comun, care apoi

poate sd se matureze in melanozomi.

-In prezenta BafA am observat ci in celulele NPC1-KO pigmentatia este partial recuperata,
iar nivelul de TYR creste semnificativ. BafA inhibd degradarea lizozomala, dar poate sa inhibe si
unele cai implicate in transportul retrograd din Golgi in RE sau LRO in TGN. Astfel, diferitele
forme de N-glicozilare (EndoH rezistente) identificate in prezenta BafA pot reprezeta
glicoformele redirectionate din LRO spre Golgi, iar apoi din TGN in melanozomii, evitand

degradarea lizozomala.

-In absenta proteinei NPC1 este modificati distributia TYR rdmase. In timp ce in celulele
MNT-WT, TYR prezintd o localizare specificd melanozomilor maturi, la nivel perinuclear si in
capetele dentritice, in celulele NPC-KO TYR este redistribuita spre periferia celulei, in vezicule
Rab38, HMB-45 si CD63 pozitive. TYR ramane in niste vezicule care apartin LRO, in MVB sau

melanozomii imaturi care contin fibrile amiloide, dar nu sunt capabili sd se matureze.

-Spre deosebire de TYR, in celulele NPC1-KO proteina PMEL17 nu este afectatd la nivel de
sintezd sau de degradare. Chiar daca expresia polipeptidului de PMEL17 este la fel in ambele
linii celulare (MNT-WT si NPC1-KO), niveul de expresie al domeniului RPT specific fibrilelor,
recunoscut de anticorpul HMB-45 este semnificativ crescut in linia depletata de proteina NPC1.
Acest fapt poate fi datorat unui proces mai eficient de generare a fibrilelor. Astfel, in celulele
NPC1-KO, traficul PMEL17 nu este afectat, aceasta ajungand in MVB, unde este procesata si are

loc formarea fibrilelor.

-In concluzie, in absenta proteinei NPC1, traficul TYR citre melanozomi este alterat si, desi

sunt generate fibrilele de PMEL17, biogeneza melanozomilor este afectata.

-In aceasta tezd se descrie pentru prima datid un nou rol al proteinei NPC1 in biogeneza

melanozomilor.
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