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(57) Rezumat:

Inventia se refera la 0 metoda de detectie a activitatji
proteazomului circulator utilizata pentru analiza probelor
biologice Tn vederea detectiei precoce a unor afectiuni
de natura canceroasa. Metoda, conform inventiei, utili-
zeaza un singur anticorp de detectie imobilizat pe elec-
trod prin reticulare cu aldehida glutarica in prezenta de
albumina serica bovina, marcat cu o enzima fosfataza
alcalina care transforma un substrat format din analitul
de cuantificat cu activitate electrochimica redusa intr-un

produs enzimatic cu activitate electrochimica ridicata si
detectia prin voltametrie de unda patraté in solutie de
aminofenilfosfat pentru concentratii de 0,01, 0,10 si
1,00 mg; L™ proteazom ¢ si 50 uM aminofenilfosfat.
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DESCRIERE

Prezenta inventie se refera la un imunosenzor cu detectie electrochimicd pentru
cuantificarea proteazomului circulator (proteazom c).

Proteazomul este un complex proteic enzimatic implicat in degradarea proteinelor
lezionate/danificate. Degradarea se face de catre subunitatea 20S a proteazomului [1], care prezinta
o structura cilindricd inelara formatd din 28 de subunititi de tip a si B; inelele exterioare din
subunitati de tip a formeaza o ,,poartd” de acces pentru proteine, in timp ce inelele interioare din
subunitati de tip B forménd centru activ catalitic [2](Figura 1). O activitate atipica a proteazomului
s-a observat atat la nivelul celulelor canceroase, unde acesta prezintd o activitate mai intensa [3],
cat si in cazul bolilor neurodegenarative, unde exista un cumul de proteine la nivelul neuronilor
afectati, datorat unei inhibari a activitatii proteolitice a proteazomului de cétre proteinele cu defect
de pliere, asociate acestor boli [4]. Proteazomul este localizat in cea mai mare parte la nivel
intracelular in citoplasma si nucleu, existand intr-o mai mica mésura si in serul uman, acesta fiind
denumit proteazom circulator (proteazom c). Proteazomul c a fost detectat in premiera prin teste
de imunoabsorbtie enzimaticd (ELISA) in anul 1993 [5] si studii efectuate in ultimele doua decenii
au permis corelarea nivelului crescut al acestuia cu existenta unor boli canceroase (leucemie,
limfom, tumori maligne ale diverselor organe), boli ale ficatului (ciroza, hepatitd cronica, ficatul
gras) sau boli autoimune (miopatii inflamatorii idiopatice, lupusul eritematos sistemic) [6].
Principiul metodei de detectie utilizand testele ELISA se bazeazi pe reactia antigen-anticorp, unde
anticorpul de captura este imobilizat pe un suport solid si permite detectia unei molecule de interes
pentru care are specificitate. In mare parte, detectia este posibild in urma marcarii anticorpului cu
o enzima ce degradeaza un substrat cromogen, detectabil spectrofotometric la o lungime de unda
corespunzatoare. Au fost raportate teste ELISA pentru detectia de proteazom ¢ bazate pe trei
anticorpi: un anticorp de capturd, un anticorp de detectie si un al treilea anticorp marcat cu enzima
peroxidaza din hrean (HRP), ce permite detectia proteazomului prin cuantificarea
spectrofotometrica la 450 nm a produsului de culoare albastra rezultat din reactia enzimatica a
substratului cromogenic 3,3°,5,5’- tetrametilbenzidinei cu HRP. Acest test a fost folosit cu succes
in detectia de proteazom ¢ de Majetschak et al. in cazuri de cardiopatie ischemica [7] si in afectiuni
pulmonare [8].

Recent, teste ELISA bazate pe aceasta metodologie au fost disponibile comercial de catre

Enzo Life Sciences, Inc.. Aceste kit-uri au fost utilizate cu succes pentru detectie de proteazom ¢
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in paciente insarcinate, ce prezentau preeclampsie si sindrom HELLP- hemolizi, nivel crescut al

enzimelor hepatice si trombocitopenie [9].

Un alt kit de detectie a proteazomului ¢ utilizeazd electro-chemiluminescenta si este
disponibil din punct de vedere comercial la MesoScale Discovery, Gaithersburg, MD, SUA.
Asemandtor testelor raportate in [7,8], sunt utilizati trei anticorpi, in cazul de fata cel care permite
cuantificarea fiind marcat astfel incat sd genereze un semnal electro-chemiluminescent. Acest test
a fost folosit pentru detectia carcinomului hepatocelular [10].

Un brevet pentru detectie de proteazom descrie utilizarea unor anticorpi disponibili
comercial si utilizarea acestora in teste de imunoprecipitare sau teste ELISA, folosite pentru
detectia precoce a mastitei la vaci [11].

Metoda de detectie a proteazomului ¢ conform inventiei porneste de la un imunosenzor
electrochimic ce contine anticorpul de captura imobilizat pe electrod prin reticulare cu aldehida
glutarica in prezentd de albumind bovina sericd, si un sistem multistrat format din analitul de
cuantificat, proteazom c, a cérui prezentd la suprafata imunosenzorului este evidentiatd
electrochimic prin utilizarea unui singur anticorp de detectie marcat cu o enzima care transforméa
un substrat inert electrochimic (sau cu o activitate electrochimica redusd) intr-un produs enzimatic
cu activitate electrochimica crescuta.

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

i) simplitatea fabricérii imunosenzorului prin aceea cé utilizeazd o tehnica de imobilizare a
anticorpului de detectie simpla, prin reticulare cu aldehida glutarica in prezentd de albumina
bovina serica;

ii) simplitatea metodei de detectie prin aceea ce utilizeaza un singur anticorp de detectie marcat
cu o enzima care transforma un substrat inert electrochimic (sau cu o activitate electrochimica
redusd) intr-un produs enzimatic cu activitate electrochimica crescuta;

iii) utilizarea unei cantititi infime de regenti ceea ce reduce considerabil costurile aferente,
substratul fix utilizat fiind un electrod de arie foarte mica;

iv) limite de detectie mici datorate utilizarii metodei de detectie electrochimice, comparativ cu
cele obtinute prin metoda clasica spectrofotometrica [12], facand astfel metoda de detectie

conform inventiei mai adecvata pentru analiza probelor biologice;
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v) posibilitatea efectudrii de masurdtori in centre de colectare, datorat timpului scurt necesar
analizei si a transportdrii si manevrarii facile a sistemului de detectie, tinand cont ca sunt
necesare: imunosenzorul, un potentiostat de dimensiuni mici, portabil si controlabil printr-un
laptop.

Se da in continuare un exemplu de realizarea a inventiei, in legatura cu figurile 1-3 ce
reprezinta:

- Figura 1. Reprezentare schematicd a metodei de detectie a proteazomului ¢ bazata pe anticorpul
de captura specific subunitétii B si cel de detectie, nespecific policlonal, conjugat cu fosfataza
alcalina.

- Figura 2. (A) Detectie electrochimica prin voltametrie de unda pétrata cu enzima fosfataza
alcalina conjugata cu anticorpul de detectie intr-o solutie de aminofenilfosfat la diferiti timpi de
incubare si (B) dependenta lineara a intensitdtii curentului de pic anodic cu timpul de incubare.

- Figura 3. Detectie electrochimicd (A) a substratului enzimatic aminofenilfosfat si (B) a
proteazomului c, prin voltametrie de unda patrata utilizdnd imunosenzorul si metoda de detectie
conform inventiei.

Figura 1 ilustreaza schematic construirea imunosenzorului bazat pe un sistem multistrat
cu doi anticorpi: i) un anticorp primar de capturd specific subunititii B, si ii) un anticorp secundar
de detectie policlonal polispecific, conjugat cu enzima fosfataza alcalina. Anticorpii utilizati pentru
dezvoltarea prezentului imunosenzor sunt alesi astfel incdt sa permita detectia unei cantitati cat
mai mici de proteazom c. Astfel, alegerea anticorpului de captura se face in urma unor studii
preliminare care au indicat o conservare a structurii 3D a proteazomului ¢ in urma interactiunii
acestuia cu anticorpul specific subunitatii . Anticorpul de detectie este unul policlonal care
asigurd interactiunea cu proteazomul ¢, indiferent de structura conformationald adoptatd de acesta
in urma interactiunii cu anticorpul de captura.

Imobilizarea anticorpului de capturd se realizeaza prin reticulare cu aldehida glutarica in
prezentd de albumind bovina serica. Electrodul astfel modificat este lasat la temperatura camerei
timp de 3 ore. Detectia proteazomului c se realizeaza in doi pasi: i) incubarea imunosenzorului in
solutia ce contine proteazom ¢ urmat de; ii) atasarea anticorpului de detectie marcat cu fosfataza
alcalina.

Figura 2 A si B se referd la activitatea enzimei fosfataza alcalind conjugata cu anticorpul

de detectie. Evaluarea activitétii enzimei fosfataza alcalina conjugata cu anticorpului de detectie,
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se realizeaza prin masurdtori de voltametrie de unda pétrata in solutie de aminofenilfosfat prin
monitorizarea aparitiei semnalului de oxidare al aminofenolului (Figura 2A). Se observi o crestere
lineara a intensitdtii de curent la +0.15 V vs. Ag/AgCl (Figura 2B), datorat oxidarii produsului
enzimatic aminofenol.

Figura 3A reprezintd radspunsul imunosenzorului la concentratii crescande de
aminofenilfosfat, observandu-se o dependenta lineard a intensitatii de pic anodic la +0.15 V vs.
Ag/AgCl cu concentratia de substrat enzimatic.

Figura 3B exemplificd cuantificarea electrochimicd de profeazom c prin voltametrie de
unda pétratd utilizind imunosenzorul si metoda de detectie conform inventiei, pentru concentratii

de 0.01, 0.10 si 1.00 mg mL"' de proteazom c si 50 uM aminofenilfosfat.
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REVENDICARI:
1. Procedeu de fabricare al unui imunosenzor pentru detectia electrochimica de proteazom c
caracterizat prin aceea ca se utilizeaza o tehnica de imobilizare a anticorpului de detectie prin

reticulare cu aldehida glutarica in prezenta de albumina bovind serica.

2. Procedeu de detectie electrochimica a proteazomului ¢ utilizdnd imunosenzorul electrochimic
obtinut in revendicarea 1, si un sistem multistrat format din analitul de cuantificat, proteazom
¢, a carui prezenta la suprafata imunosenzorului este evidentiata electrochimic prin utilizarea
unui singur anticorp de detectic marcat cu o enzima care transformd un substrat inert
electrochimic (sau cu o activitate electrochimica redusa) intr-un produs enzimatic cu activitate

electrochimici crescuta.
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