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(57) Rezumat:

Inventia se refera la o metoda de detectare si carac-
terizare a activitatii enzimatice a proteazomului 20S
utilizata pentru detectia precoce a unor anomalii medi-
cale, in special de natura canceroasa sau neurodege-
nerativa. Metoda, conforminventiei, consta Tn utilizarea
unui biosenzor electrochimic cu proteazom 20S con-
struit prin imobilizarea intr-un singur pas a proteazomu-
lui 20S pe electrozi modificati in prealabil cu anticorpi
specifici subunitatii B 5i a complexului enzimatic prin

reticulare cu aldehida glutarica in prezenta de albumina
serica bovina, si a unui substrat peptidic marcat pentru
detectie cu 4-amino-7-metil- cumaring, prin cronoampe-
rometrie la potential fix, care permite detectia unor
cantitati foarte mici de analit, cu o limitd de detectie de
ordinul nanomolar.
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DESCRIERE

Proteazomul 20S este un complex enzimatic implicat in degradarea proteolitica a
proteinelor danificate/lezionate. Este format din patru inele heptamerice suprapuse ceea ce ii
conferd o forma cilindricd. Inelele externe asociate din punct de vedere geometric bazelor
cilindrului sunt formate din subunitati de tip « si au rolul de a asigura accesul lanturilor peptidice
la inelele interioare de tip # 1, 2 si 5 [1] (vezi Figura 1) responsabile pentru cele trei activitati
enzimatice ale proteazomului: caspaza, tripsind, respectiv chimotripsind. Investigatiile asupra
functiilor proteazomului au aratat cd modificéri ale activitdtii enzimatice ale acestuia sunt strans
legate de existenta unor anomalii medicale, in special de naturd canceroasa sau neurodegenerativa.
De exemplu, o activitate atipicd crescutd a proteazomului s-a observat in celulele maligne, capabile
sd produca proteine care pot, pe de o parte, promova proliferarea celulelor dar si, pe de alta parte,
inhiba procesele de apoptoza. Astfel, noi metode de tratament ale cancerului implica utilizarea de
inhibitori ai proteazomului [2-6]. De asemenea, o activitate scdzutd a proteazomului s-a observat
in cazul bolilor neurodegenarative. Proteinele predispuse la agregare, asociate cu aceste boli,
compromit activitatea proteazomului si intarzie astfel degradarea altora, ceea ce determina aparitia
de depozite proteice in neuronii afectati. Se observa astfel cd detectarea si caracterizarea activittii
enzimatice a proteazomului este esentiald atat pentru detectia precoce a acestor boli, cat si pentru
dezvoltarea de tratamente pe bazi de inhibitori enzimatici ai acestuia.

Metodele utilizate pentru dezvoltare de compusi farmaceutici (high-throughput screening)
in general si inhibitori ai proteazomului in special necesitd tehnici extrem de complexe si
costisitoare. Aceastd ramura de cercetare este intr-o continua dezvoltare si permite sintetizarea de
inhibitori marcati directionati catre un anumit centru catalitic, pentru a face posibild determinarea
unei activitati specifice ale acestuia si specificitatea unui anumit inhibitor [7].

Metodele dezvoltate pentru evidentierea activitatii proteazomului in vitro si in vivo sunt
bazate pe utilizarea substraturilor peptidice fluorogenice, acestea fiind cel mai des raportate [8,9],
dar si pe imagistica bioluminescenta [10]. De asemenea, existd studii asupra utilizérii metodelor
electrochimice pentru evidentierea activitétii si inhibitiei proteazomului 20S dar aceste investigatii
sunt efectuate in solutii incubate [11,12]. Brevetele de inventie raportate pentru detectia activitatii
proteazomului sunt bazate pe peptide fluorogenice [13] si biochemiluminescenta [13—15].

Metoda de masurare a activitdtii si inhibitiei proteazomului 20S conform inventiei se

bazeaza pe utilizarea unui biosenzor electrochimic cu proteazom 20S construit prin imobilizarea
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intr-un singur pas a proteazomului 20S pe electrozi modificati in prealabil cu anticorpul specific

subunitétii § 5i a acestuia. Biosenzorul electrochimic cu proteazom 20S astfel obtinut este aplicat

pentru detectia electrochimica, utilizdind cronoamperometria la potential fix, a unui compus

electroactiv rezultat in urma clivajului enzimatic a peptidelor marcate cu acesta. Astfel, pe de o

parte, biosenzorul electrochimic cu proteazom 20S permite evaluarea celor trei activititi

enzimatice ale acestuia de caspaza, tripsind si chimotripsind cu acelasi biosenzor, in functie de
substratul specific ales pentru detectie. Pe de alta parte, biosenzorul electrochimic cu proteazom
20S permite screening-ul de compusi chimici cu efect inhibitor, cu potentiale aplicatii terapeutice,
prin monitorizarea efectului compusului propus asupra raspunsului biosenzorului, mai exact prin
diminuarea activitatii enzimatice a proteazomului 20S.

Avantajele cheie aduse de prezenta metoda rezolva problemele critice ale metodelor deja
existente de detectie a activititii proteazomului si sunt:

i) reducerea semnificativa a costurilor aferente proceselor de screening de compusi chimici cu
proprietati farmaceutice prin utilizarea unor cantititi mici de regenti si prin folosirea de tehnici
electrochimice ce necesitd un potentiostat portabil conectat la un laptop;

ii) eficienta metodei prin utilizarea tehnicilor de detectie electrochimica rapide, sensibile si
economice care utilizeaza ca dispozitiv de detectie un biosenzor cu stabilitate operationald mare
si care poate fi refolosit pentru diferite masuratori;

iii) specificitate sporitd prin aceea ca dispozitivul foloseste un strat de anticorpi ai subunitatilor
5i ale proteazomului 20S permitand orientarea acestuia la suprafata biosenzorului astfel incat
sa faciliteze patrunderea substratului enzimatic in centrul catalitic.

Se da in continuare un exemplu de realizarea a inventiei, in legdtura cu figurile 1, 2 si 3 ce
reprezinta:

- Figura 1. Reprezentare schematicd a biosenzorului electrochimic pentru detectia activitatii
enzimatice a 20S;

- Figura 2. Evaluarea activitatii enzimatice a proteazomului 20S prin utilizarea biosenzorului
propus in prezenta inventie si a unui substrat peptidic marcat cu 4-amino7-metil-cumarina
(AMC), monitorizat prin amperometrie la potential fix. Inserat - curba de calibrare
corespondents;

- Figura 3. Evaluarea inhibitiei enzimatice a proteazomului 20S prin utilizarea biosenzorului

propus in prezenta inventie, un substrat peptidic si un inhibitor.
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Figura 1 ilustreazd schematic construirea biosenzorului bazat pe un anticorp specific
subunitatii # 5i. Necesitatea folosirii de anticorpi specifici subunititilor  este data de faptul cé cei
specifici subunitatilor & precum si cei policlonali nespecifici induc schimbdri conformationale ale
proteazomului care blocheaza accesul substratului enzimatic in interiorul centrului catalitic. Pe de
alta parte, utilizarea anticorpului specific subunitatii # 5/ permite orientarea proteazomului 20S la
suprafata biosenzorului intr-o pozitie favorabild atat substratului enzimatic cat si produsilor de
reactie. Anticorpul este imobilizat prin reticulare cu aldehida glutaricd in prezenta de albumind
bovina sericd. Electrodul astfel modificat este imersat intr-o solutie de proteazom 20S pentru a
permite formarea de legaturi intre anticorp si proteazom si implicit imobilizarea acestuia pe
electrod. Pentru aceasta se folosesc 0.5 pL solutie de anticorp de 1 mg mL! si 50 pL solutie de
proteazom 20S de | mg mL-".

Figura 2 ilustreazd un raspuns electrochimic al biosenzorului. Pentru evaluarea
electrochimica a activitdtii enzimatice a proteazomului 20S se utilizeaza diverse substraturi
specifice activitdtilor de caspaza, tripsind si chimotripsina. Substraturile utilizate sunt lanturi
peptidice marcate cu un compus electroactiv, care este detectabil electrochimic dupa clivajul
enzimatic. Tehnica utilizata este cronoamperometria la potential fix, ceea ce permite detectia unor
cantititi foarte mici de analit, cu o limita de detectie de ordinul nanomolar. Potentialul aplicat este
ales astfel incat sd permitd oxidarea compusului electroactiv eliberat in urma clivajului enzimatic.
In cazul de fata se exemplifica utilizarea unui substrat peptidic marcat cu 4-amino7-metil-cumarini
(AMC), a carei detectie electrochimica se face la +0.80 V vs. Ag/AgCl.

Figura 3 ilustreaza raspunsul electrochimic al biosenzorului in prezenta unui substrat si a
unui inhibitor enzimatic, inregistrat prin cronoamperometria la potential fix de +0.80 V wvs.
Ag/AgCl. in cazul de fata se exemplifica utilizarea de concentratii echimolare de substrat si
inhibitor injectate intr-o secventa de tipul substrat-inhibitor-substrat. Raspunsul biosenzorului este
de 19.5% 1in prezenta inhibitorului, ceea ce denota o sciddere a activitdtii enzimatice a

proteazomului 20S.
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REVENDICARI

1. Procedeu de imobilizare a proteazomului 20S prin legéituri de bioafinitate de tip anticorp-
antigend pe electrozi de carbon modificati in prealabil cu anticorpi specifici subunitétii 8 57 a
proteazomului 20S prin reticulare cu aldehida glutarica in prezenta de albumind bovina serica.

2. Procedeu de detectie electrochimicd a activitétii enzimatice a proteazomului 20S cu ajutorul
biosenzorului electrochimic cu proteazom 20S obtinut conform revendicarii 1, prin masurarea
semnalelor de oxidare a marker-ilor electroactivi eliberati in urma clivajului enzimatic a
peptidelor marcate cu acestia.

3. Procedeu de screening de compusi chimici cu potentiale aplicatii farmaceutice cu ajutorul
biosenzorului electrochimic cu proteazom 20S obtinut conform revendicarii 1, prin mésurarea
efectului de inhibitie enzimaticd asupra activititii proteazomului 20S determinat conform

revendicarii 2.
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