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Invenţia se referă la un procedeu de obţinere a unui biosenzor electrochimic cu pro-1

teazom 20S, la biosenzorul astfel obţinut, la o metodă de evaluare electrochimică a activităţii
enzimatice a proteazomului 20S cu ajutorul biosenzorului şi la o metodă de screening de3

compuşi chimici cu rol de inhibitori ai proteazomului. 
Proteazomul 20S este un complex enzimatic implicat în degradarea proteolitică a5

proteinelor danificate/lezionate. Este format din patru inele heptamerice suprapuse, ceea ce
îi conferă o formă cilindrică. Inelele externe asociate din punct de vedere geometric bazelor7

cilindrului sunt formate din subunităţi de tip " şi au rolul de a asigura accesul lanţurilor
peptidice la inelele interioare de tip $ 1, 2 şi 5 [1] (vezi fig. 1) responsabile pentru cele trei9

activităţi enzimatice ale proteazomului: caspază, tripsină, respectiv chimotripsină.
Investigaţiile asupra funcţiilor proteazomului au arătat că modificări ale activităţii enzimatice11

ale acestuia sunt strâns legate de existenţa unor anomalii medicale, în special de natură
canceroasă sau neurodegenerativă. De exemplu, o activitate atipică crescută a pro-13

teazomului s-a observat în celulele maligne, capabile să producă proteine care pot, pe de
o parte, promova proliferarea celulelor dar şi, pe de altă parte, inhiba procesele de apoptoză.15

Astfel, noi metode de tratament ale cancerului implică utilizarea de inhibitori ai proteazomului
[2-6]. De asemenea, o activitate scăzută a proteazomului s-a observat în cazul bolilor17

neurodegenarative. Proteinele predispuse la agregare, asociate cu aceste boli, compromit
activitatea proteazomului şi întârzie astfel degradarea altora, ceea ce determină apariţia de19

depozite proteice în neuronii afectaţi. Se observă astfel că detectarea şi caracterizarea acti-
vităţii enzimatice a proteazomului este esenţială atât pentru detecţia precoce a acestor boli,21

cât şi pentru dezvoltarea de tratamente pe bază de inhibitori enzimatici ai acestuia.
Metodele utilizate pentru dezvoltare de compuşi farmaceutici (high-throughput23

screening) în general şi inhibitori ai proteazomului în special necesită tehnici extrem de com-
plexe şi costisitoare. Această ramură de cercetare este într-o continuă dezvoltare şi permite25

sintetizarea de inhibitori marcaţi direcţionaţi către un anumit centru catalitic, pentru a face
posibilă determinarea unei activităţi specifice ale acestuia şi specificitatea unui anumit27

inhibitor [7].
Metodele dezvoltate pentru evidenţierea activităţii proteazomului in vitro şi in vivo sunt29

bazate pe utilizarea substraturilor peptidice fluorogenice, acestea fiind cel mai des raportate
[8, 9], dar şi pe imagistica bioluminescentă [10]. De asemenea, există studii asupra utilizării31

metodelor electrochimice pentru evidenţierea activităţii şi inhibiţiei proteazomului 20S, dar
aceste investigaţii sunt efectuate în soluţii incubate [11,12]. Brevetele de invenţie raportate33

pentru detecţia activităţii proteazomului sunt bazate pe peptide fluorogenice [13] şi bio-
chemiluminescenţă [13-15].35

Problema tehnică pe care o rezolvă invenţia este de a evalua caracterul unor
compuşi chimici, de a se comporta ca inhibitori ai proteazomului 20S.37

Invenţia se referă la un procedeu de obţinere a unui biosenzor cu proteazom 20S prin
imobilizarea proteazomului 20S folosind legături de bioafinitate de tip anticorp-antigenă pe39

un electrod modificat în prealabil cu anticorpi specifici subunităţii $ 5i a protezomului 20S prin
reticulare cu aldehidă glutarică în prezenţă de albumină bovină serică.41

De asemenea, invenţia se referă şi la biosenzorul cu proteazom 20S obţinut conform
procedeului definit mai sus.43

Invenţia se mai referă la o metodă de evaluare electrochimică a activităţii enzimatice
a proteazomului 20S cu ajutorul biosenzorului care face obiectul prezentei invenţii, care45

cuprinde măsurarea semnalului de oxidare a unui compus electroactiv cu care este marcat
un substrat specific pentru una dintre activităţile de caspază, tripsină şi chimotripsină a47

proteazomului 20S, compusul electroactiv fiind detectabil electrochimic după scindarea
enzimatică a substratului marcat cu acest compus sub acţiunea proteazomului.49
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Un alt obiect al invenţiei referă la o metodă de screening de compuşi chimici cu rol 1

de inhibitori ai proteazomului 20S, care cuprinde punerea în contact a biosenzorului care
face obiectul prezentei invenţii cu o probă care conţine un compus chimic potenţial inhibitor 3

şi un substrat specific pentru una dintre activităţile enzimatice de caspază, tripsină şi chimo-
tripsină a proteazomului 20S şi monitorizarea răspunsului biosenzorului, adică monitorizarea 5

scăderii activităţii enzimatice a proteazomului 20S determinată în prealabil prin metoda de
evaluare electrochimică definită mai sus. 7

Avantajele cheie aduse de prezenta metodă rezolvă problemele critice ale metodelor
deja existente de detecţie a activităţii proteazomului şi sunt: 9

i) reducerea semnificativă a costurilor aferente proceselor de screening de compuşi
chimici cu proprietăţi farmaceutice prin utilizarea unor cantităţi mici de regenţi şi prin folosirea 11

de tehnici electrochimice ce necesită un potenţiostat portabil conectat la un laptop;
ii) eficienţa metodei prin utilizarea tehnicilor de detecţie electrochimică rapide, sensi- 13

bile şi economice care utilizează ca dispozitiv de detecţie un biosenzor cu stabilitate opera-
ţională mare şi care poate fi refolosit pentru diferite măsurători; 15

iii) specificitate sporită prin aceea că dispozitivul foloseşte un strat de anticorpi ai
subunităţilor $ 5i ale proteazomului 20S permiţând orientarea acestuia la suprafaţa biosen- 17

zorului astfel încât să faciliteze pătrunderea substratului enzimatic în centrul catalitic.
Metoda de măsurare a activităţii şi inhibiţiei proteazomului 20S conform invenţiei se 19

bazează pe utilizarea unui biosenzor electrochimic cu proteazom 20S construit prin
imobilizarea într-un singur pas a proteazomului 20S pe electrozi modificaţi în prealabil cu 21

anticorpul specific subunităţii $ 5i a acestuia. Biosenzorul electrochimic cu proteazom 20S
astfel obţinut este aplicat pentru detecţia electrochimică, utilizând cronoamperometria la 23

potenţial fix, a unui compus electroactiv rezultat în urma clivajului enzimatic a peptidelor
marcate cu acesta. Astfel, pe de o parte, biosenzorul electrochimic cu proteazom 20S per- 25

mite evaluarea celor trei activităţi enzimatice ale acestuia de caspază, tripsină şi chimotrip-
sină cu acelaşi biosenzor, în funcţie de substratul specific ales pentru detecţie. Pe de altă 27

parte, biosenzorul electrochimic cu proteazom 20S permite screening-ul de compuşi chimici
cu efect inhibitor, cu potenţiale aplicaţii terapeutice, prin monitorizarea efectului compusului 29

propus asupra răspunsului biosenzorului, mai exact prin diminuarea activităţii enzimatice a
proteazomului 20S. 31

Se dă în continuare un exemplu de realizarea a invenţiei, în legătură cu fig. 1...3 ce
reprezintă: 33

- fig. 1, reprezentare schematică a biosenzorului electrochimic pentru detecţia
activităţii enzimatice a 20S; 35

- fig. 2, evaluarea activităţii enzimatice a proteazomului 20S prin utilizarea biosen-
zorului propus în prezenta invenţie şi a unui substrat peptidic marcat cu 4-amino7-metil- 37

cumarină (AMC), monitorizat prin amperometrie la potenţial fix. Inserat - curba de calibrare
corespondentă; 39

- fig. 3, evaluarea inhibiţiei enzimatice a proteazomului 20S prin utilizarea biosen-
zorului propus în prezenta invenţie, un substrat peptidic şi un inhibitor. 41

Fig. 1, ilustrează schematic construirea biosenzorului bazat pe un anticorp specific
subunităţii $ 5i. Necesitatea folosirii de anticorpi specifici subunităţilor $ 5i este dată de faptul 43

că cei specifici subunităţilor " precum şi cei policlonali nespecifici induc schimbări confor-
maţionale ale proteazomului care blochează accesul substratului enzimatic în interiorul cen- 45

trului catalitic. Pe de altă parte, utilizarea anticorpului specific subunităţii $ 5i permite orien-
tarea proteazomului 20S la suprafaţa biosenzorului într-o poziţie favorabilă atât substratului 47

enzimatic cât şi produşilor de reacţie. Anticorpul este imobilizat la suprafaţa electrodului de
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lucru, unde electrodul de lucru reprezintă orice material conductor sau semiconductor necon-1

taminat sau curăţat prin procedee chimice şi mecanice. Imobilizarea se realizează prin reticu-
lare cu aldehidă glutarică în prezenţa de albumină bovină serică, în proporţii ce trebuie deter-3

minate de utilizator în funcţie de materialul de electrod ales. Electrodul astfel modificat este
imersat într-o soluţie de proteazom 20S pentru a permite formarea de legături între anticorp5

şi proteazom şi implicit imobilizarea acestuia pe electrod. Pentru aceasta se folosesc 0,5 :L
soluţie de anticorp de 1 mg mL-1 şi 50 :L soluţie de proteazom 20S de 1 mg mL-1.7

Fig. 2, ilustrează un răspuns electrochimic al biosenzorului. Pentru evaluarea electro-
chimică a activităţii enzimatice a proteazomului 20S se utilizează diverse substraturi specifice9

activităţilor de caspază, tripsină şi chimotripsină. Substraturile utilizate sunt lanţuri peptidice
marcate cu un compus electroactiv, care este detectabil electrochimic după clivajul enzi-11

matic. Tehnica utilizată este cronoamperometria la potenţial fix, ceea ce permite detecţia
unor cantităţi foarte mici de analit, cu o limită de detecţie de ordinul nanomolar, calculată pe13

baza unui raport semnal/zgomot egal cu 3. Potenţialul aplicat este ales astfel încât să per-
mită oxidarea compusului electroactiv eliberat în urma clivajului enzimatic. În cazul de faţă15

se exemplifică utilizarea unui substrat peptidic marcat cu 4-amino7-metil-cumarină (AMC),
a cărui detecţie electrochimică se face la +0,80 V <s. Ag/AgCI în electrolit specific activităţii17

proteazomului 20S şi compus din 50 mM Tris/HCl, 25 mM KC1, 10 mM NaCl, 1 mM MgCh,
100 :M SDS.19

Fig. 3, ilustrează răspunsul electrochimic al biosenzorului în prezenţa unui substrat
şi a unui inhibitor enzimatic, înregistrat prin cronoamperometria la potenţial fix de +0,80 V21

<s. Ag/AgCI. În cazul de faţă se exemplifică utilizarea de concentraţii echimolare de substrat
şi inhibitor injectate într-o secvenţă de tipul substrat-inhibitor-substrat. Răspunsul23

biosenzorului este de 19,5% în prezenţa inhibitorului, ceea ce denotă o scădere a activităţii
enzimatice a proteazomului 20S.25
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Revendicări1

1. Procedeu de obţinere a unui biosenzor cu proteazom 20S prin imobilizarea3

proteazomului 20S folosind legături de bioafinitate de tip anticorp-antigenă pe un electrod
modificat în prealabil cu anticorpi specifici subunităţii $ 5i a protezomului 20S prin reticulare5

cu aldehidă glutarică în prezenţă de albumină bovină serică.
2. Biosenzor cu proteazom 20S obţinut conform procedeului definit în revendicarea 1.7

3. Metodă de evaluare electrochimică a activităţii enzimatice a proteazomului 20S cu
ajutorul biosenzorului definit în revendicarea 2 care cuprinde măsurarea semnalului de9

oxidare a unui compus electroactiv cu care este marcat un substrat specific pentru una dintre
activităţile de caspază, tripsină şi chimotripsină a proteazomului 20S, compusul electroactiv11

fiind detectabil electrochimic după scindarea enzimatică a substratului marcat cu acest
compus sub acţiunea proteazomului.13

4. Metodă de screening de compuşi chimici cu rol de inhibitori ai proteazomului 20S
care cuprinde punerea în contact a biosenzorului definit la revendicarea 2 cu o probă care15

conţine un compus chimic potenţial inhibitor şi un substrat specific pentru una dintre acti-
vităţile enzimatice de caspază, tripsină şi chimotripsină a proteazomului 20S şi monitorizarea17

răspunsului biosenzorului, adică monitorizarea scăderii activităţii enzimatice a proteazomului
20S determinată în prealabil prin metoda definită la revendicarea 3.19



RO 134569 B1

7

(51) Int.Cl.                      

G01N 27/327 (2006.01);

G01N 33/48 (2006.01);  

C12Q 1/37 (2006.01)     



RO 134569 B1

Editare şi tehnoredactare computerizată - OSIM
Tipărit la Oficiul de Stat pentru Invenţii şi Mărci
sub comanda nr. 540/2022

8

(51) Int.Cl.                      

G01N 27/327 (2006.01);

G01N 33/48 (2006.01);  

C12Q 1/37 (2006.01)     


	Bibliographic Data / Abstract
	Description
	Claims
	Drawings



