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Prezenta invenţie se referă la o metodă de detecţie electrochimică a proteazomului1

circulator (proteazomul c).

Proteazomul este un complex proteic enzimatic implicat în degradarea proteinelor3

lezionate/danificate. Degradarea se face de către subunitatea 20S a proteazomului [1], care

prezintă o structură cilindrică inelară formată din 28 de subunităţi de tip " şi $; inelele exte-5

rioare din subunităţi de tip formează o „poartă" de acces pentru proteine, în timp ce inelele

interioare din subunităţi de tip $ formând centru activ catalitic [2] (fig. 1). O activitate atipică7

a proteazomului s-a observat atât la nivelul celulelor canceroase, unde acesta prezintă o

activitate mai intensă [3], cât şi în cazul bolilor neurodegenarative, unde există un cumul de9

proteine la nivelul neuronilor afectaţi, datorat unei inhibări a activităţii proteolitice a pro-

teazomului de către proteinele cu defect de pliere, asociate acestor boli [4]. Proteazomul este11

localizat în cea mai mare parte la nivel intracelular în citoplasmă şi nucleu, existând într-o

mai mică măsură şi în serul uman, acesta fiind denumit proteazomul circulator (proteazomul13

c). Proteazomul c a fost detectat în premieră prin teste de imunoabsorbţie enzimatică

(ELISA) în anul 1993 [5] şi studii efectuate în ultimele două decenii au permis corelarea15

nivelului crescut al acestuia cu existenţa unor boli canceroase (leucemie, limfom, tumori

maligne ale diverselor organe), boli ale ficatului (ciroza, hepatită cronică, ficatul gras) sau boli17

autoimune (miopatii inflamatorii idiopatice, lupusul eritematos sistemic) [6]. Principiul metodei

de detecţie utilizând testele ELISA se bazează pe reacţia antigen-anticorp, unde anticorpul19

de captură este imobilizat pe un suport solid şi permite detecţia unei molecule de interes

pentru care are specificitate. În mare parte, detecţia este posibilă în urma marcării anti-21

corpului cu o enzimă ce degradează un substrat cromogen, detectabil spectrofotometric la

o lungime de undă corespunzătoare. Au fost raportate teste ELISA pentru detecţia de23

proteazomul c bazate pe trei anticorpi: un anticorp de captură, un anticorp de detecţie şi un

al treilea anticorp marcat cu enzima peroxidază din hrean (HRP), ce permite detecţia pro-25

teazomului prin cuantificarea spectrofotometrică la 450 nm a produsului de culoare albastră

rezultat din reacţia enzimatică a substratului cromogenic 3,3',5,5'-tetrametilbenzidinei cu27

HRP. Acest test a fost folosit cu succes în detecţia deproteazomul c de Majetschak et al. În

cazuri de cardiopatie ischemică [7] şi în afecţiuni pulmonare [8].29

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

către Enzo Life Sciences, Inc. Aceste kit-uri au fost utilizate cu succes pentru detecţie de31

proteazom c în paciente însărcinate, ce prezentau preeclampsie şi sindrom HELLP-

hemoliză, nivel crescut al enzimelor hepatice şi trombocitopenie [9].33

Un alt kit de detecţie a proteazomului c utilizează electro-chemiluminescenţă şi este

disponibil din punct de vedere comercial la MesoScale Discovery, Gaithersburg, MD, SUA.35

Asemănător testelor raportate în [7, 8], sunt utilizaţi trei anticorpi, în cazul de faţă cel care

permite cuantificarea fiind marcat astfel încât să genereze un semnal electro-37

chemiluminescent. Acest test a fost folosit pentru detecţia carcinomului hepatocelular [10].

Un brevet pentru detecţie de proteazom descrie utilizarea unor anticorpi disponibili39

comercial şi utilizarea acestora în teste de imunoprecipitare sau teste ELISA, folosite pentru

detecţia precoce a mastitei la vaci [11].41

Problema tehnică pe care o rezolvă invenţia este de a detecta proteazomul circulator.

Invenţia se referă la o metodă de detecţie electrochimică a proteazomului c în care:43

- se incubează consecutiv un imunosenzor constituit dintr-un electrod pe a cărui

suprafaţă se află imobilizat un anticorp de captură specific proteazomului c prin reticulare cu45

aldehidă glutarică, în prezenţă de albumină serică bovină, într-o soluţie care poate conţine

proteazom c, care se ataşează de anticorpul de captură, urmată de o soluţie a unui anticorp47



RO 134570 B1

3

de detecţie a proteazomului c nespecific policlonal conjugat cu fosfatază alcalină, care se 1

va ataşa la proteazom c, şi de o soluţie de 4-aminofenilfosfat ca substrat enzimatic inert sau

cu activitate electrochimică redusă la +0,15 V vs Ag/AgCl; 3

- se cuantifică concentraţia de proteazom c în funcţie de concentraţia de aminofenol
ca produs al reacţiei catalizate de fosfatază alcalină pornind de la 4-aminofenilfosfat ca 5

substrat, aminofenolul fiind detectabil electrochimic la +0,15 V vs Ag/AgCl.
Avantajele cheie aduse de prezenta metodă şi care rezolvă problemele critice ale 7

metodelor deja existente de detecţie a proteazomului c sunt:
i) simplitatea fabricării imunosenzorului prin aceea că utilizează o tehnică de imobili- 9

zare a anticorpului de detecţie simplă, prin reticulare cu aldehidă glutarică în prezenţă de
albumină bovină serică; 11

ii) simplitatea metodei de detecţie prin aceea că utilizează un singur anticorp de
detecţie marcat cu o enzimă care transformă un substrat inert electrochimic (sau cu o acti- 13

vitate electrochimică redusă) într-un produs enzimatic cu activitate electrochimică crescută;
iii) utilizarea unei cantităţi infime de regenţi ceea ce reduce considerabil costurile 15

aferente, substratul fix utilizat fiind un electrod de arie foarte mică;
iv) limite de detecţie mici datorate utilizării metodei de detecţie electrochimice, com- 17

parativ cu cele obţinute prin metoda clasică spectrofotometrică [12], făcând astfel metoda
de detecţie conform invenţiei mai adecvată pentru analiza probelor biologice; 19

v) posibilitatea efectuării de măsurători în centre de colectare, datorat timpului scurt
necesar analizei şi a transportării şi manevrării facile a sistemului de detecţie, ţinând cont că 21

sunt necesare: imunosenzorul, un potenţiostat de dimensiuni mici, portabil şi controlabil
printr-un laptop. 23

Metoda de detecţie a proteazomului c conform invenţiei porneşte de la un imuno-
senzor electrochimic ce conţine anticorpul de captură imobilizat pe electrod (unde electrodul 25

de lucru reprezintă orice material conductor sau semiconductor necontaminat sau curăţat
prin procedee chimice şi mecanice) prin reticulare cu aldehidă glutarică în prezenţă de 27

albumină bovină serică, şi un sistem multistrat format din analitul de cuantificat, proteazom
c, a cărui prezenţă la suprafaţa imunosenzorului este evidenţiată electrochimic prin utilizarea 29

unui singur anticorp de detecţie marcat cu o enzimă care transformă un substrat inert electro-
chimic (sau cu o activitate electrochimică redusă) într-un produs enzimatic cu activitate 31

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

reprezintă:
- fig. 1, reprezentare schematică a imunosenzorului pentru detecţia electrochimică 35

de proteazom c bazat pe anticorpul de captură specific subunităţii $ şi pe cel de detecţie,
nespecific policlonal, conjugat cu fosfatază alcalină; 37

- fig. 2, (A) detecţie electrochimică prin voltametrie de undă pătrată cu enzima
fosfatază alcalină conjugată cu anticorpul de detecţie într-o soluţie de aminofenilfosfat la 39

diferiţi timpi de incubare şi (B) dependenţa lineară a intensităţii curentului de pic anodic cu
timpul de incubare; 41

- fig. 3, exemplu de aplicare a procedeului de detecţie electrochimică a proteazomului
c utilizând imunosenzorul electrochimic din fig. 1. Detecţie prin voltametrie de undă pătrată: 43

(A) a substratului enzimatic aminofenilfosfat, la concentraţie fixă de proteazom c şi (B) a
proteazomului c, la concentraţie fixă de aminofenilfosfat. 45

Fig. 1, ilustrează schematic construirea imunosenzorului bazat pe un sistem multistrat
cu doi anticorpi: i) un anticorp de captură specific subunităţii $, şi ii) un anticorp secundar de 47

detecţie policlonal polispecific, conjugat cu enzima fosfatază alcalină. Anticorpii utilizaţi
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pentru dezvoltarea prezentului imunosenzor sunt aleşi astfel încât să permită detecţia unei1

cantităţi cât mai mici de proteazom c. Astfel, alegerea anticorpului de captură se face în urma
unor studii preliminare care au indicat o conservare a structurii 3D a proteazomului c în urma3

interacţiunii acestuia cu anticorpul specific subunităţii $. Anticorpul de detecţie este unul
policlonal care asigură interacţiunea cu proteazomul c, indiferent de structura confor-5

maţională adoptată de acesta în urma interacţiunii cu anticorpul de captură.
Imobilizarea anticorpului de captură se realizează prin reticulare cu aldehidă glutarică7

în prezenţă de albumină bovină serică. Electrodul astfel modificat este lăsat la temperatura
camerei timp de 3 h. Detecţia proteazomului c se realizează în doi paşi: i) incubarea9

imunosenzorului în soluţia ce conţine proteazomul c (fie aceasta o soluţie standard de
concentraţie cunoscută sau o probă de ser de concentraţie necunoscută) urmat de; ii)11

ataşarea anticorpului de detecţie marcat cu fosfatază alcalină.
Fig. 2 A şi B se referă la activitatea enzimei fosfatază alcalină conjugată cu anticorpul13

de detecţie. Evaluarea activităţii enzimei fosfatază alcalină conjugată cu anticorpul de
detecţie, se realizează prin măsurători de voltametrie de undă pătrată în soluţie de amino-15

fenilfosfat prin monitorizarea apariţiei semnalului de oxidare al aminofenolului (fig. 2A). Se
observă o creştere lineară a intensităţii de curent la +0,15 V vs. Ag/AgCl (fig. 2B), datorat17

oxidării produsului enzimatic aminofenol.
Fig. 3A, reprezintă răspunsul imunosenzorului la concentraţii crescânde de amino-19

fenilfosfat, observându-se o dependenţă lineară a intensităţii de pic anodic la +0,15 V vs.
Ag/AgCl cu concentraţia de substrat enzimatic.21

Fig. 3B, exemplifică cuantificarea electrochimică de proteazomul c prin voltametrie
de undă pătrată utilizând imunosenzorul şi metoda de detecţie conform invenţiei, pentru23

concentraţii de 0,01, 0,10 şi 1,00 mg mL-1 de proteazom c şi 50 :M aminofenilfosfat. Aplica-
bilitatea imunosenzorului în probe reale se realizează utilizând curba de calibrare obţinută25

în concentraţii standard de proteazom, prin tehnica regresiei lineare.
27
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Revendicare1

Metodă de detecţie electrochimică a proteazomului c, caracterizată prin aceea că:3

- se incubează consecutiv un imunosenzor constituit dintr-un electrod pe a cărui
suprafaţă se află imobilizat un anticorp de captură specific proteazomului c prin reticulare cu5

aldehidă glutarică, în prezenţă de albumină serică bovină, într-o soluţie care poate conţine
proteazom c, care se ataşează de anticorpul de captură, urmată de o soluţie a unui anticorp7

de detecţie a proteazomului c nespecific policlonal conjugat cu fosfatază alcalină, care se
va ataşa la proteazom c, şi de o soluţie de 4-aminofenilfosfat ca substrat enzimatic inert sau9

cu activitate electrochimică redusă la +0,15 V vs Ag/AgCl;
- se cuantifică concentraţia de proteazom c în funcţie de concentraţia de aminofenol11

ca produs al reacţiei catalizate de fosfatază alcalină pornind de la 4-aminofenilfosfat ca
substrat, aminofenolul fiind detectabil electrochimic la +0,15 V vs Ag/AgCl.13
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