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Scopul tezei

SCOPUL ACESTOR STUDII

Dezvoltarea de terapii tintd, in special pentru tratamentul cancerului, reprezinta
interesul unor cercetari si studii clinice extinse. Melanomul, cea mai agresivd formd a
cancerului de piele, cu un prognostic nefavorabil si duratd de viatd scazutd dupa diagnostic
este o provocare atat pentru cercetatori cat si pentru clinicieni. De-a lungul ultimelor decenii
cercetarile in acest domeniu au vizat atat identificarea de noi markeri pentru diagnosticarea
precoce cat si terapii mai eficiente; ca multe alte patologii melanomul poate fi eliminat de
organism prin activarea celulelor sistemului imun, proces exploatat in scop terapeutic.
Celulele de melanom au capacitatea de a prezenta la suprafata celulard peptide antigenice
capabile sd activeze celulele T care initiazd un raspuns imun pentru a distruge celulele
melanomului. In timp ce aceasta este o situatie ideald, in realitate cand melanocitele sunt
transformate 1n celule de melanom, acestea din urma reusesc sa ocoleascd aceasta cale si sd
supravietuiasca.

Tirozinaza si proteine inrudite cu aceasta (TRP1 si TRP2) sunt enzime sintetizate si
pliate in reticulul endoplasmic si implicate in sinteza de melanind la nivelul melanocitelor;
aceste proteine au fost identificate in celule de melanom unde se comportd ca antigene
tumorale. Dintre toate cele trei proteine, tirozinaza a fost intens studiatd deoarece procesarea
acesteia genereaza peptide care sunt prezentate la suprafata celulei si recunoscute ca antigene
capabile sd genereze un raspuns imun. Avand 1n vedere aceste aspecte, degradarea tirozinazei
si/sau transportul la suprafata celulara pot fi modulate in vederea dezvoltarii de terapii mai
eficiente.

In acest studiu mi-am propus si investighez procesarea tirozinazei, degradarea si modul
in care mutatii specifice pot afecta producerea de peptide antigenice si respectiv prezentarea
acestora la suprafata celulei de melanom. Pentru a realiza aceste obiective m-am folosit de o
abordare duala: prima s-a bazat pe caracterizarea biochimicd a unei linii celulare model
generate in timpul acestui studiu, iar cea de-a doua pe folosirea unor metode imunologice
pentru a testa efectul diferitelor mutatii in tirozinaza asupra productiei de peptide antigenice
si evaluarea capacitdtii de activare a celulelor T de catre aceste mutante.

In primul capitol am vizat descifrarea modului in care modificirile in glicozilare sau
mutatii ale tirozinazei afecteaza procesul de generare a peptidelor antigenice prin evaluarea
degradarii, traficului si eficienta prezentarii la suprafata celulei a peptidelor asociate cu
moleculele complexului major de histocompatibiliatate I - MHCI (major histocompatibility
complex I). Aceste experimente completeazd studiile precedente ale laboratorului nostru

care aratd cd plierea si procesarea tirozinazei si a mutantelor acesteia sunt dependente de
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glicozilarea corecta iar truncari ale acestei proteine impiedica traficul si conduc la degradarea
proteazomald (Cioaca et al., 2011, Popescu et al., 2006, Popescu et al., 2005). Mai mult,
defecte ale glicozilarii tirozinazei au fost identificate in albinismul oculocutanat si melanom,
acest lucru motivandu-ne sa investigdm in detaliu acest proces (Halaban si colab. , 2001,
Halaban si colab., 2000, Oetting si colab., 2003, Oetting si colab., 1991, Potter si colab.,
2004).

Urmatorul capitol al acestei teze disecd modul in care schimbdrile in degradarea
asociatd reticului endoplasmic - ERAD (Endoplasmic reticulum associated degradation)
moduleaza traficul, degradarea si generarea de peptide antigenice derivate de la tirozinaza.
Motivatia pentru investigarea acestui subiect a fost aparitia crescutd a unor dovezi care
coreleazd ERAD-ul cu prezentarea antigenelor in cateva sisteme experimentale.

O parte a acestui studiu este dedicatd demonstrarii implicarii unor noi organite
identificate, mai precis picaturile lipidice-LDs (lipid droplets), in procesarea tirozinazei. Desi
LDs au fost identificate majoritar ca depozite intracelulare pentru lipide neutre, din ce in ce
mai multe date propun functii noi si foarte diverse pentru aceste organite: modularea functiei
nucleare, semnalizarea intracelulard mediata de lipide, asamblarea particulelor virale, chiar si
disfunctii mitocondriale asociate cu neurodegenerescentd (Welte, 2015).

Pentru a atinge obiectivele mentionate mai sus am combinat metode de biochimie,
biologie celulara si imunologie destinate descifrarii modului in care pot fi manipulate
degradarea si procesarea tirozinazei la peptide antigenice in vederea generdrii unui raspuns
imun mai eficient. Rezultatele obtinute si prezentate in acest studiu contribuie la descifrarea
mecanismului prin care procesele celulare pot fi modulate in vederea dezvoltarii eficiente a

unor terapii specifice, in acest caz, pentru tratamentul melanomului.




Introducere

INTRODUCRE

Homeostazia celulara este mentinutd de un echilibru intre sinteza, secretia si degradarea
moleculelor efector si anume proteinele. Proteinele pot fi sintetizate fie pe ribozomi liberi in
citoplasma in cazul in care acestea sunt proteine citosolice sau pe ribozomi legati de reticulul
endoplasmic in cazul in care aceste proteine sunt destinate unei organite intracelulare,
membranei plasmatice sau secretate in spatiul extracelular (Powers si Balch, 2013, Roth si
Balch, 2011).

Biosinteza, procesarea si degradarea glicoproteinelor

Cele mai multe proteine membranare sau secretate sunt translocate in reticulul
endoplasmic pentru a dobandi conformatia nativa si apoi sunt transportate in calea secretorie;
in mod ideal aceste proteine ar trebui sa fie pliate corect intr-un proces complet eficient, cu
toate acestea stresul, mutatiile sau sinteza deficitara reduc rata plierii (Guerriero si Brodsky,
2012). Plierea proteinelor a fost consideratd a fi un proces liniar, directionat de interactiile
proteinei tintd cu factori de pliere. Studii recente au ardtat ca procesul de pliere al unei
proteine nu este liniar, iar proteina trece prin diferite stari de energie si forma pliatd
corespunde stdrii cu cea mai micd energie (Wiseman si colab., 2007, Tsytlonok si Itzhaki,
2013).

In reticulul endoplasmic pentru a dobandi o conformatie corespunzitoare, un polipeptid
nou sintetizat este asistat de chaperoni, enzime de pliere si oxidoreductaze care previn
interactiile neobisnuite inter si intra -moleculare, previn expunerea la suprafatd a
aminoacizilor hidrofobi si catalizeaza formarea/ruperea legaturilor specifice.

Imediat dupa intrarea in reticulul endoplasmic, proteinele nou sintetizate sunt N-
glicozilate la secvente specifice de tipul Asn-X-Ser/Thr , unde X nu poate fi prolina, precum
si in cazul in care aminoacidul din pozitia N+3 este de asemenea o prolina deoarece atasarea
N-glicanului poate fi blocatd datoritd impedimentelor sterice (Petrescu si colab., 2004,
Gagneux si Varki, 1999). Prezenta glicanilor promoveaza, in general, procesul de pliere,
control al calitdtii si evenimentele de sortare. Lantul oligozaharidic este procesat rapid de
catre glucozidazele si manozidazele rezidente in reticulul endoplasmic, facilitand astfel
recunoasterea de catre chaperonii moleculari si enzimele de pliere, pentru a obtine structura
lor nativa (Helenius si Aebi, 2001). Verificarea procesului de pliere este realizata de sistemul
de control al calitatii reticulului endoplasmic care livreaza prin intermediul unor vezicule
lipidice specifice proteinele corect pliate catre calea secretorie si redirectioneaza proteinele

incorect pliate catre degradarea proteazomala prin interemediul ERAD.
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Similar procesului de pliere al proteinelor si celui de selectie pentru transportul catre
calea secretorie a fost propus ca selectia substratelor incomplet pliate destinate degradarii este
dependentd de inldturarea manozelor, functie atribuitd manozidazei de tip I din reticulul
endoplasmic - ERManl (Endoplasmic Reticulum Manosidasel) si familiei de proteine EDEM
(ER degradation enhancing alpha-mannosidase like protein)(Moremen si Molinari, 2006,
Kostova si Wolf, 2005, Lederkremer, 2009, Ninagawa si colab., 2014).

Alte proteine ce s-au dovedit a fi implicate in ERAD-ul proteinelor incomplet pliate
sunt OS-9 si XTP3-B desemnate sd functioneze ca lectine, SEL1L care este o proteina
transmembranara propusa sa functioneze ca adaptor pentru E3-ubiquitin ligaza HRDI1 si
ERManl, o manozidaza reciclatd intre reticulul endoplasmic si cis-Golgi care retrimite
substratele ERAD incomplet pliate inapoi in reticulul endoplasmic (Christianson si colab.,
2011, Christianson si colab., 2008). Proteinele Derlin, HERP, ATPaza p97/VCP, PDI,
ADRP, gp78 etc. sunt exemple pentru care s-a demonstrat implicarea In ERAD (Chapman si
colab., 2011, Chen si colab., 2012, Franz si colab., 2014, Greenblatt si colab., 2011, Leitman
si colab., 2014). Ca si concluzie generald a studiilor de degradare a proteinelor asociata
reticulului endoplasmic se pare cd doi pasi si anume recunoasterea substratului si transportul
prin membrand sau dislocarea proteinelor din reticulul endoplasmic sunt cruciali pentru o
degradare proteazomala eficienta.

Exportul proteinelor incorect pliate din reticulul endoplasmic este descris ca un proces
complex; multe proteine au fost propuse a fi implicate n dislocarea substratului din reticulul
endoplasmic, cu toate acestea un mecanism care sa defineasca acest proces inca nu a fost
descris. O prezentare interesantd a complexelor de proteine din ERAD a fost facuta in
raportul lui Christianson si colaboratorii, in care autorii au ardtat modul In care sunt
organizate in “clustere” si complexe functionale proteine implicate In ERAD (Christianson si
colab., 2011). Asa cum am mentionat mai sus, un punct cheie in ERAD este dislocarea
substratului prin membrana reticului endoplasmic si desi au fost depuse eforturi ample pentru
a identifica "disloconul", pand in prezent nu a fost stabilit. Cu toate acestea. a fost ardtata
necesitatea unor complexe de proteine sau structuri subcelulare pentru exportul unor substrate
specifice. Pentru dislocarea proteinelor au fost propuse diferite cdi cum sunt: Sec6l,
proteinele Derlin sau LDs (Wiertz si colab., 1996)(Lilley si Ploegh, 2004) (Fujimoto si
Ohsaki, 20006).

Proteinele incomplete pliate, selectate pentru degradare, in general nu pot intra in

proteazom intr-o stare pliatd sau partial pliatd, cu glicani atasati si resturi de ubiquitind.
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Datorita acestui fapt, lanturile de polipeptide sunt supuse unor procese de deglicozilare, de-

ubiquitinare si depliere Tnainte de a fi degradate pe calea proteazomala.

Sistemul imun-Tirozinaza-autoantigen pentru celulele de melanom

Melanomul malign este unul dintre cele mai agresive tipuri de cancer, cu aproape
60% letalitate pentru aproximativ 5 % dintre tumorile maligne (Radovic-Kovacevic si colab.,
1997) si cu o incidenta crescutd printre populatia alba (Chuang si colab., 1999, Hall si colab.,
1999). Aceasta este o malignitate a melanocitelor, celule originare din creasta neurala,
specializate in producerea de melanind. Melanina este produsa in interiorul melanozomilor,
organite specifice melanocitelor. Acestea sunt organite membranare, care fac parte din
lineajul lizozomal (Orlow, 1995), unde tirozinaza catalizeaza transformarea tirozinei la 3,4-
dihidroxifenilalanind-DOPA si oxidarea DOPA la DOPA quinond-pigmentul maro-rosu care
da culoarea pielii si a ochilor la mamifere (Hearing si Jimenez, 1989, Naeyaert si colab.,
1991). Melanozomii maturi migreaza la periferia melanocitelor in dendrite dand posibilitatea
keratinocitelor sa preia pigmentul de melanina si sa 1l distribuie in interiorul celulei (Bolognia
si Pawelek, 1988).

Melanomul, alaturi de alte forme de cancer, apare datoritd recunoasterii deficitare a
sistemului imun al gazdei; astfel interventiie terapeutice isi propun sd stimuleze celulele
sistemului imun astfel Tncat sa isi exercite capacitatea de a recunoaste si distruge celulele
transformate. In general, celulele sunt echipate cu mecanisme de apirare, inniscute sau
adaptative, capabile sa raspundd invadatorilor. Celulele transformate sau canceroase prezinta
de obicei structuri specifice la suprafata celulei astfel incat sd poatd fi recunoscute de catre
sistemul imun care este capabil sa le distrugd pentru a mentine homeostazia tesutului (Ploegh,
2013). Cele mai cunoscute celule ale sistemului imun sunt limfocitele ca parte a sistemului
imun adaptativ. Datoritd receptorului specific-TCR (T cell receptor), aceste celule sunt
capabile sd recunoascd structuri strdine de la suprafata celulelor organismului, in general
numite antigene si sd le distrugd prin intermediul activitatii granulelor citotoxice care
elibereaza continutul lor: perforine, granzime si granulozine in sinapsele formate intre celula
efector si cea gazda (Lieberman, 2003). Antigenele sunt transportate la suprafata celulei prin
intermediul complexului major de histocompatibiliatate - MHC denumit si antigen leucocitar
uman -HLA (human leucocyte antigen) cu diferite structuri pentru peptide derivate din
proteine intracelulare- MHCI sau pentru peptidele produse prin proteoliza patogenilor

extracelulari- MHCII.
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Astfel, o atentie deosebita a fost acordatd dezvoltarii imunoterapiilor impotriva
melanomului bazate pe vaccinuri cu peptide antigenice. O serie de antigene asociate
tumorilor au fost identificate, caracterizate si testate pentru activarea limfocitelor T
citotoxice Tn urma vaccindrii pacientilor cu o singurd peptida sau un amestec de peptide
(Parmiani si colab., 2002). Tirozinaza este un antigen tumoral care genereaza o serie de
peptide prezentate de citre diferite molecule ale MHCI sau MHCIIL. Impreuni cu alte
antigene de diferentiere tirozinaza a fost raportatd ca avand rdspuns clinic pozitiv in
imunoterapii (Robbins si colab., 1994, Topalian si colab., 1994b).

Peptidele antigenice sunt generate intracelular de catre proteine mature sau forme
imature ale acestora (produsi de translatie necorespunzatori) prin intermediul degradarii
proteazomale, in cursul sau dupa sinteza acestora (Colbert si colab., 2013, Yewdell si colab.,
1996). Glicozilarea, o modificare co si/sau post-translationala are loc in cazul majoritatii
proteinelor secretate, incluzadnd antigenele, care poate influenta eficienta procesarii si
prezentarii acestora ca peptide la suprafata celulei (Altrich-VanLith si colab., 2006, Kario si
colab., 2008). Incid nu este complet inteles cum procesul de glicozilare ar putea afecta
producerea de peptide antigenice. Datorita faptului ca tirozinaza este o proteind cu numeroase
situsuri de glicozilare, aceasta reprezintd un model bun pentru a studia efectul glicozilarii
asupra procesdrii si prezentarii antigenelor la suprafata celulei.

Tirozinaza, ca si alte antigene, este sintetizatd pe ribozomii atasati reticulului
endoplasmic, co-translational i se atasazd glicani imediat dupd intrarea in lumen si este
procesatd in continuare pentru a ajunge la forma maturd. N-glicanii sunt adaugati covalent la
resturile de Asn din motivul Asn-X-Ser /Thr (secventa de glicozilare) al polipeptidului nou
sintetizat, co si post-translational, prin urmare N-glicozilarea ar putea influenta atat produsii
de translatie necorespunzatori cat si proteinele complet sintetizate. Fractia de tirozinaza care
nu ajunge la conformatia nativa, este retinutd in reticulul endoplasmic, dislocata in citosol si
degradata in proteazom (Branza-Nichita si colab., 2000, Halaban si colab., 2000, Popescu si
colab., 2005). In acest caz, degradarea proteazomali a tirozinazei produce peptide care pot fi
preluate de complexul major de histocompatibilitate si prezentate la suprafata celulard. Un
epitop important si bine documentat generat dupa degradarea tirozinazei este peptidul
YMNGTMSQV corespunzator aminoacizilor 369-377 din structura tirozinazei. Interesant,
acest epitop contine un situs de N-glicozilare in pozitia 371 si este prezentat la suprafata
celulard ca YMDGTMSQV, datorita faptului cd asparagina este procesata la acid aspartic in

timpul Indepartarii glicanului correspondent (deglicozilare) (Skipper si colab., 1996).
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REZULTATE SIDISCUTII

Purificarea proteinelor si obtinerea anticorpilor - Obtinerea tirozinazei si a

EDEM2 exprimate in sistem procariot. O noua metoda pentru generarea anticorpilor
policlonali realizati fata de intreaga secventa a proteinei EDEM2 purificata

Pentru a obtine informatii cu privire la imunogenitatea tirozinazei si pentru a produce
anticorpi specifici, am optimizat o metodd de expresie si purificare pentru tirozinaza de
soarece 1n sistem bacterian. Cantitatea de tirozinaza de soarece si puritatea produsului a fost
evaluata prin SDS-PAGE urmatd de colorarea cu solutie ce contine Coomassie blue dupa
cum este aratat in figura 1. In concluzie am optimizat o metoda pentru purificarea eficienta a

tirozinazei de soarece in sistem bacterian.

Mw ug BSA msTyr BSA calibration curve

(kDa) 25 125 6.25 3.121.25 o
- v = "

0.9878
170

130 - 15000
100 —

10000

70 THp .- - <«—BSA

ms Tyr
55 — - - y

Quantified Value

5000 '
40 =

35 -
25

- 0 10 2 30
micrograms of BSA

Figura 1. Analiza prin SDS-PAGE a tirozinazei recombinante de soarece, stabilitatea proteinei si
estimarea concentratiei

Dilutii seriale de albumina bovina serica-BSA (bovine serum albumin) (1.6-25ug) au fost separate in gel de
poliacrilamida, colorate cu solutie de Comassie blue (imagine stinga), urmat de densitometrarea benzilor
utilizdnd Image J, au fost utilizate ca si curba de calibrare, reprezentata sub forma de puncte (imagine dreapta),
care a fost utilizata pentru a estima concentratia proteinei purificate din acelasi gel.

Pentru generarea anticorpilor policlonali ce recunosc proteina EDEM2 am purificat
intreaga secventd a proteinei, fard secventa semnal utilizand protocolul mentionat mai sus
adaptat la un alt vector de clonare si respectiv o etichetare diferita. Proteina obtinutd a fost
utilizatd la imunizarea unui iepure, antiserul colectat dupa cateva imunizari a fost testat in
comparatie cu anticorpi comerciali disponibili. Anticorpii policlonali produsi prin aceastd
metoda au recunoscut cu aceeasi specificitate sau chiar mai bine proteina EDEM?2 comparativ

cu anticorpii comerciali.
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N-glicozilarea si sistemul imun — Rolul N-glicozilarii in generarea peptidelor

antigenice utilizand tirozinaza ca proteina model

Pentru a stabili daca glicozilarea este implicatd in generarea de peptide antigenice
derivate de la tirozinaza am analizat implicarea fiecarui glican in generarea de antigene, prin
mutatie unica (Al - A7), tripla (A123 , A567) sau prin inactivarea tuturor situsurilor de N-
glicozilare (Aall) din secventa tirozinazei. In acest sens, celulele de melanom amelanotic
A375, izolate de la un pacient cu melanom metastatic, HLAA2", care a pierdut expresia
tirozinazei (Herlyn si colab., 1985) au fost transfectate stabil cu fiecare mutanta de tirozinaza.
Dupa selectarea unor clone cu nivel de expresie al tirozinazei similar pentru toate mutantele,
acestea au fost caracterizate din punct de vedere al procesarii si activitatii enzimatice evaluate

in figura 2.
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Figura 2. Expresia, activitatea enzimaticd si procesarea mutantelor de glicozilare ale tirozinazei
exprimate stabil in linia celulara A375.

A. Clone selectate cu expresie stabild a mutantelor de tirozinaza au fost cultivate in mediu de selectie, recoltate
si lizate In tampon de liza care contine TritonX100. Cantitati egale din fiecare probd au fost separate in gel de
poliacrilamida in conditii nereducatoare (fara ditiotreitol (DTT) si fierbere) si gelul a fost incubat cu solutie de
L-DOPA pentru a determina activitatea tirozinazei (imaginea de sus) sau transferat pe o membrand de
nitroceluloza, probata cu calnexind ca si control de incarcare (imaginea din mijloc) sau anticorp de tirozinaza
(imaginea de jos) B. Sedimentele celulare au fost lizate si cantitati egale de proteind din fiecare proba au fost
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supuse digestiei cu EndoH. Dupé digestia peste noapte probele au fost separate prin SDS-PAGE, transferate pe
o membrana de nitroceluloza, probate cu anticorpi de tirozinaza (imagine sus) si calnexina ca si control de
incarcare (imagine jos). Pentru a verifica specificitatea anticorpilor un lizat obtinut de la linia A375
netransfectata (C) a fost analizat 1n acelasi timp si a fost folosit ca si control negativ.

In continuare experimentele au fost directionate citre a intelege mecanismul de
degradare a acestor mutante. Rezultatul experimetelor prezentate in acest studiu sugereaza ca
mutantele de tirozinaza urmeaza o degradare proteazomala, iar un efect mai pronuntat a putut
fi observat pentru mutantele cu deletii ale glicanilor C-terminali.

Dupa ce am stabilit cd degradarea acestor mutante are loc pe calea proteazomald am
fost interesatd sa determin potentialul antigenic al acestora. Acest potential a fost masurat fie
printr-o cuantificare a peptidelor izolate de la suprafata celulelor utilizdnd spectrometria de
masa sau prin metode imunologice specifice. Atat spectrometria de masa cat si secretia de
interferon y (IFNy) au aritat ca glicanii din partea C-terminald a tirozinazei au un rol

important in generarea peptidului imunogenic dupa cum este aratat in figura 3.
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Figura 3. Cuantificarea relativi a peptidului YMD identificat in elutia de la suprafata celulara a
transfectantilor de tirozinaza si secretia de IFNy a clonelor de celule T CD8* YMD specifice, stimulate cu
A375 care exprima stabil mutantele de tirozinaza.

A. Elutia acida a ~12x10° celule din fiecare linie celulard care supraexprimi tirozinaza tip silbatic (WT) sau
mutantele de glicozilare: cu o singura mutatie, exemplu reprezentativ (A7), triple (A123 si A567) si neglicozilata
(Aall) au fost purificate fatd de proteinele cu mase moleculare mari prin ultrafiltrare, desalinizate pe varfuri
continand faza stationara C18 si analizate prin nano cromatografie lichida cuplatd cu detectie prin spectrometrie
de masa. Media ariilor picurilor cuntificate (acuratetea masei 7 ppm, 5 zecimale, fara netezire) pentru m/z
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516.21 corespunzator YMD identificat in trei replicate biologice independente ale elutiilor la suprafata fiecarei
linii stabile A375 au fost reprezentate ca grafice tip bar. Barele de erore sunt SEM. *reprezintd schimbari
semnificative (p<0.05 cu corectie Benferroni) comparativ cu WT. Inset-ul reprezinta expresia de tirozinaza in
probele analizate evaluatd prin Western blotting. B. Activarea celulelor T citotoxice YMD specifice a fost

masuratd prin cuantificarea cantitatii de IFNY secretat dupd stimularea (co-culturd), timp de 24 h, cu A375

supraexprimand mutantele de tirozinaza. Rezultatele sunt reprezentate ca % al raportului IFNY secretat in
prezenta A375 transfectate cu mutantele de tirozinazd si A375 transfectate cu forma salbaticd a tirozinazei
(clonele testate n=4-8).

In concluzie, mutantele de glicozilare C-terminale sunt incomplet pliate, mult mai
susceptibile degradarii proteazomale, capabile sa produca peptide antigenice pentru a

declansa un raspuns imun mai eficient comparativ cu mutantele de glicozilare N-terminale.

ERAD si sistemul imun - ERAD accelereaza degradarea substratelor canonice si
moduleaza generarea epitopului YMD al tirozinazei

Deoarece tirozinaza a fost aratatd a fi un un bun candidat pentru ERAD, in experimente
urmatoare am adresat efectul supraexpresiei unor componente ERAD asupra generarii
peptidului YMD antigenic si prezentarea la suprafata celulara a acestuia.

Pentru inceput am evaluat interactia unui component principal al ERAD, EDEMI cu
cateva mutante de tirozinaza analizate in acest studiu si am gasit ca asocierea acestor mutante
cu EDEMI este mediatd de domeniul sau intrinsec dezordonat dupa cum se poate observa in

Figura 4.
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Figura 4. Interactia EDEM1 si EDEM1 fird regiunea intrinsec dezordonati (EDEM1-AIDR) cu
tirozinazele.

A. HEK293T co-transfectate cu plasmide care codifica pentru EDEM1, EDEM1-AIDR sau vector (CTRL) si
tirozinaze, au fost marcate pentru 30 min cu [S¥]-Met/Cys si recoltate. Jumitate din proba a fost
imunoprecipitatd fie cu anticorp de tirozinaza (stanga) sau EDEM1-descris anterior (Marin si colab., 2012)
(dreapta). B. Celulele HEK293T care co-exprimda EDEM1-AIDR sau vectorul (CTRL) cu tirozinazele WT si ST
au fost marcate 30 min, recoltate la punctele de timp indicate si mai apoi prelucrate dupd cum a fost descris la
punctul A. C.si D. Interactia EDEM1 si EDEM1 -AIDR cu tirozinazele Aall si A567, urménd acelasi protocol ca
la punctul A. E. HEK293T cu supraexpresic de EDEM1, mutantd IDR sau mutante de tirozinaza au fost
imunoprecipitate cu anticorpi de EDEM1 si tirozinaza ca si control.

Pentru a monitoriza efectul supraexpresiei proteinelor ERAD asupra generarii de
peptide antigenice derivate de la tirozinaza am supraexprimat stabil in linia A375 cu
supraexpresie de tirozinaza WT, proteinele ERAD si am analizat prin LC-MS/MS si secretie
de IFNy cantitatea peptidului YMD exprimat la suprafata celulei. In pofida predictiilor
noastre se pare ca o cantitate crescutd de componente ERAD nu declanseaza o crestere
semnificativd a peptidului de la suprafata celulei si implicit o stimulare mai buna a

raspunsului imun.
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CONCLUZII (TEZA IN EXTENSO)

Pentru a obtine informatii complete referitoare la procesarea si prezentarea la
suprafata celulard a antigenelor tumorale in melanom, care reprezintd principalele obiective
ale acestei teze am combinat proceduri de biochimie si biologie celulard cu metode
imunologice.

Principalele obiective ale acestei lucrari au fost legate de intelegerea modului in care
tirozinaza este procesata la peptide antigenice in celulele de melanom si non-melanom si daca
alterarea glicozilarii tirozinazei, procesarii si/sau modularea expresiei componentelor ERAD,
ar genera o prezentare imbunatatita a peptidelor.

In acest studiu am prezentat rezultate care sustin ipoteza ci glicozilarea tirozinazei
este importantd pentru prezentarea la suprafata celulara a peptidelor antigenice si am realizat
o estimare cantitativa a acestui proces prin spectrometriec de masa si evaluarea secretiei de
IFNy. Mai mult decat atat, deoarece in multe melanoame si 1n albinismul oculocutan
tirozinaza prezintd mutatii referitoare la procesul de glicozilare am investigat abilitatea
mutantelor de tirozinaza de a produce un epitop imunogenic viabil, capabil sa activeze
celulele T citotoxice.

Pentru a fi procesatd la forme imunogenice, tirozinaza trebuie s parcurgd cateva
etape critice cum sunt degradarea si retrotranslocarea, procese incd incomplet intelese. Pentru
a stabili calea prin care tirozinaza WT si mutantele sale de glicozilare sunt capabile sa
produca peptide specifice am investigat implicarea degradarii proteazomale 1n acest proces si
asocierea cu MHCI a peptidelor clivate. Deasemenea am verificat implicarea LDs in
retrotranslocarea tirozinazei, pas care are loc inaintea procesului de degradare proteazomala
si rezultatele obtinute indicd faptul cd aceste “organite” pot fi implicate In degradarea
tirozinazei in conditii specifice.

ERAD este o cale importanta in mentinerea homeostaziei proteinelor in reticulul
endoplasmic si intelegerea la nivel molecular a acestor procese este foarte importantd. Mai
mult, corelarea disfunctiilor ERAD cu avansarea unor patologii cum sunt cele
neurodegenerative si boli imunologice, cancere si boli inflamatorii reprezinta o tinta viabila
pentru dezvoltarea de noi terapii. In acest studiu am aritat cd moduland nivelul
componentelor cheie 1n degradarea proteinelor este modificatd cantitatea de peptide
antigenice prezentate la suprafata celulard, un avans important in acest domeniu, posibil cu

multiple aplicatii clinice. Mai mult, rezultatele prezentate sugereazd cd ERAD este un proces
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dinamic care regleaza nivelul propriilor componente, o descoperire care extinde domeniul de
degradare al proteinelor din biologia celulara.

Pentru a realiza studii de imunogenicitate si a caracteriza sistemul de lucru utilizat in
aceste studii am dezvoltat metode specifice pentru obtinerea de proteine pure exprimate in
sistem bacterian care pot fi folosite pentru a produce anticorpi cat si pentru studii biochimice
si imunologice.

In concluzie, in acest studiu s-au clarificat cateva aspecte referitoare la maturarea
tirozinazei in reticulul endoplasmic si au fost optimizate doud metode de expresie si
purificare a proteinelor in sistem bacterian, cu potentiale aplicatii in studiul antigenicitatii
tirozinazei, deasemenea au fost stabilite legaturi intre plierea, maturarea si degradarea

tirozinazei, toate acestea prezentate pe scurt mai jos:

Purificarea proteinelor si obtinerea anticorpilor

v A fost dezvoltati o noud metodd pentru pregdtirea tirozinazei pure, in stare
nedenaturata utilizand celulele bacteriene ca sistem de expresie. Acest preparat poate
fi folosit 1n studii imunologice care necesita antigene tumorale native.

v’ S-au generat anticorpi policlonali fata de proteina EDEM2 utilizdnd proteina EDEM?2
recombinantd, exprimatd in tulpini bacteriene modificate, purificatd printr-o noua
metoda de purificare si utilizand o schema secventiald de imunizare in iepuri.

v Anticorpii produsi au o specificitate mai mare fatd de proteina target EDEM2
comparativ cu anticorpii comerciali, dupd cum s-a observat in experimente de

imunoprecipitare si microscopie de fluorescenta.

N-glicozilarea si sistemul imun

v" Investigarea rolului N-glicanilor individuali in procesarea si degradarea tirozinazei a
fost realizata atat prin transfectie tranzientd cat si transfectie stabild, cu un sistem de
infectie retroviral optimizat pentru mutantele generate in celulele de melanom
amelanotic. Datele din aceastd lucrare indicad faptul ca deletia glicanilor C-terminali
induce o stare de pliere incompleta mai severa in comparatie cu cei N-terminali, dupa
cum a fost observat in experimentele de activitate enzimatica si deglicozilare in vitro.

v" Deletia N-glicanilor C-terminali produce o crestere a cantitatii de YMD prezentat la
suprafata celulara dupd cum a fost aratat prin experimente de citotoxicitate a celulelor

T impotriva celulelor tumorale, metoda de liza, degranulare si secretie de [FNYy.
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v Analiza Western blot si cea proteomica au indicat pentru prima datd ca mutantele de
tirozinaza incomplet pliate sunt detectate ca agregate in complexe cu chaperoane si
enzime ale caii ERAD, care preced degradarea.

v' Mutantele de glicozilare ale tirozinazei sunt degradate pe calea proteazomala pentru a
putea genera peptide MHCI specifice, demonstrat prin experimente de Western blot
care aratd o acumulare de proteind cand activitatea proteazomald este inhibata si
activarea celulelor T de catre transfectantii de melanom tratati cu inhibitori de
proteazom scazuta.

v’ Tirozinaza si mutantele sale de glicozilare sunt dislocate in citosol ca forme
deglicozilate, observatie evidentd ca urmare a unei permeabilizari partiale a celulelor,
pentru a separa continutul citosolului de alte organite.

v O descoperire importantd a acestui studiu este aceea ca forme chimice modificate ale
peptidului standard  YMDGTMSQV, sunt capabile sd declanseze o activare

semnificativa a celulelor T citotoxice.

ERAD si sistemul imun

Experimente de pulse-chase si imunoprecipitare dedicate investigarii interactieit EDEM1

cu antigene tumorale au contribuit la intelegerea rolului domeniului intrinsec dezordonat

al EDEM1 1in aceastd interactie. Astfel, am adus contributii la definirea interactiei
moleculei de EDEMI cu tirozinaza, mediata de domeniul intrinsec dezordonat.

v In incercarea de a elucida calea ERAD pentru o proteini client am aritat ¢ EDEM1
este capabil sd trimitd substratele ERAD la degradare independent de unele
componente canonice ale caii ERAD.

v Utilizand studii de co-localizare prin microscopie si ultracentrifugare in gradient
pentru a investiga rolul LDs in ERAD am aratat ca dislocarea anumitor molecule din
reticulul endoplasmic in citosol este mediata de EDEMI1 si utilizeazd LDs ca
transportori.

v" O concluzie importantd a acestei teze, bazatd pe o metoda imunologicd si anume
secretia de interferon gama ca raspuns la celulele de melanom transduse este aceea ca
pentru a produce peptide antigenice, celule au nevoie de un proces ERAD functional.
Am aratat ca silentierea EDEMI1 induce o scadere in potentialul imunologic al

tirozinazei, care a fost procesatd ineficient la peptide antigenice.
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pentru discutiile critice referitoare la interpretarea datelor si sfaturile experimentale. De
asemenea as dori sd multumesc tuturor persoanelor din departament, Tn mod special lui
Cristian Butnaru, cu care am colaborat intens in ultima perioada si Dr. loana Popa pentru
asistenta la imaginile de microscopie si tuturor colegilor din Institutul de Biochimie.

Nu in ultimul rand as dori s& multumesc familiei mele pentru suportul moral,

incurajari si intelegerea de-a lungul acestei perioade si a studiilor anterioare.
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