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SCOPUL STUDIILOR 
 

Melanomul, cancerul melanocitelor (celulele care conțin pigmentul ce dă culoarea 

pielii) a atins proporții epidemice și este asociat cu o rată crescută a mortalității 

(Radovic-Kovacevic și colab., 1997). Imunoterapia reprezintă o alternativă promițătoare 

la această problemă, deoarece celulele tumorale sunt capabile să prezinte la suprafața lor 

peptide prin intermediul complexului major de histocompatibilitate I - MHC I (Major 

histocompatibility complex I), care să activeze sistemul imun, iar acesta, la rândul său, 

să distrugă tumora. Odată cu avansarea studiilor ce sugerează această cale ca fiind una 

promițătoare pentru tratamentul melanomului (Cheever și colab., 2009), căutarea de noi 

secvențe cu potențial imunogen și înțelegerea mecanismului prin care acestea sunt 

obținute au devenit obiective de un interes major atât din punct de vedere al biologiei 

tumorale cât și al perspectivei clinice. 

O sursă importantă de peptide o reprezintă proteinele destinate căii secretorii, care 

atunci când nu se pliază correct în reticulul endoplasmic sunt trimise spre degradare pe 

calea pe calea ubiquitin proteazomală în degradarea asociată reticulului endoplasmic - 

ERAD (Endoplasmic Reticulum Associated Degradation) degradare ce rezultă în 

peptide care sunt preluate de mecanismele de prezentare MHC I/ MHC II. 

Scopul acestei lucrări este înțelegerea mecanismului molecular al degradării asociate 

reticului endoplasmic prin studierea interacțiilor funcționale din această cale, care duc la 

degradarea proteinelor, cu accent pe EDEM 2 (Endoplasmic reticulum degradation-

enhancing alpha-mannosidase-like protein 2), o proteină rezidentă în ER presupusă a 

declanșa degradarea proteinelor incomplete pliate printr-un mecanism încă incomplet 

elucidat.  

Specific, obiectivele pe această linie de cercetare au fost: 

• Identificarea proteinelor associate EDEM 2 în melanom 

• Caracterizarea complexelor proteice funcționale în ERAD ale EDEM 2 

• Analiza comparativă a EDEM 2 și a tirozinazei folosind inhibitori de trafic și 

procesare 

În studiile menționate am folosit celule umane de melanom și celule embrionare de 

rinichi în care am studiat proteinele asociate cu EDEM 2, dar și degradarea unor 

substrate ERAD. Printre aceste substrate a fost selectată și tirozinaza, o glicoproteină 



Analiza interacțiilor proteomice funcționale din ERAD și prezentării antigenelor în melanom 
prin spectrometrie de masă                                                                    SCOPUL STUDIILOR 
 

 
 

7 

folosită în laboratorul nostru ca model în studiul mecanismelor căii secretorii. Plierea și 

traficul subsecvent al tirozinazei este strâns legat de interacțiile sale cu sistemele de 

control și verificare din reticulul endoplasmic. Astfel în funcție de prezența și 

procesarea corectă a glicanilor tirozinazei în reticulul endoplasmic, aceasta este fie 

trimisă mai departe pe calea secretorie, către melanozomi, fie spre degradare pe calea 

ERAD. 

În acest context, în partea a doua a acestei lucrări m-am axat pe folosirea tirozinazei ca 

model pentru studiul glicozilării în celulele de melanom și pentru caracterizarea 

peptidelor derivate de la aceasta cu potențiale aplicații în imunoterapie. În acest sens 

obiectivele au fost următoarele: 

• Analiza N-glicozilării tirozinazei în melanom 

• Caracterizarea epitopului 369-377 al tirozinazei în melanom folosind 

cromatografia de lichide și spectrometria de masă 

• Identificarea unor potențiale noi secvențe imunogene ale tirozinazei 

Din punct de vedere tehnic am folosit spectrometria de masă și cromatografia de 

lichide, combinate cu o gamă largă de metode biochimice, precum și tehnici de bază ale 

biologiei moleculare și celulare. Pentru analiza unor rezultate MS prezentate în această 

lucrare am folosit și script-uri realizate în R. 
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INTRODUCERE 
 

Introducere: de la biosinteza și până la degradarea proteinelor în reticulul 
endoplasmic (ER) 
 
Se estimează că aproximativ o treime din proteinele biosintetizate la nivelul unei celule 

eucariote mamaliene sunt trimise la degradare (Schubert și colab., 2000). Proteinele 

destinate exportului pe calea secretorie sunt biosintetizate pe ribozomii regăsiți la 

nivelul reticului endoplasmic (Walter și Blobel, 1980). În același timp, co-translațional, 

proteinele sunt N-glicozilate prin transferul în bloc a secvenței GlcNAc2Man9Glc3 

(G3M9) pe resturile de asparagină aflate în secvența consens Asn-X-Ser/Thr (unde X 

poate substitui orice aminoacid cu excepția Pro) (Aebi, 2013). Două dintre unitățile de 

glucoză periferice sunt ulterior eliminate de către Glucozidaza I (Glc I) și Glucozidaza 

II (Glc II), lăsând un singur rest de glucoză (G1M9) ce constituie un semnal de 

recunoaștere a glicoproteinei de către chaperonii calnexină și calreticulină (CNX/CRT) 

(Thomson și Williams, 2005, Kapoor și colab., 2004, Zapun și colab., 1997, Hubbard și 

Ivatt, 1981). Această recunoaștere inițiază procesul de pliere asistată de către chaperoni 

moleculari ai proteinei nou sintetizate. La acest nivel acționează un sistem de verificare 

a calității plierii proteinelor - ERQC (ER quality control), prin transferul proteinelor 

pliate către export pe calea secretorie și sortarea proteinelor incomplet pliate fie pentru o 

nouă rundă de pliere asistată de chaperoni moleculari prin monoreglucozilarea UGGT 

dependentă a glicanului proteinei, fie trimiterea acesteia către degradare pe calea ERAD 

(Ellgaard și Helenius, 2003).    

 

EDEM 2 – Oare activitatea manozidazică spune întreaga poveste ? 
 
Similar cu procesul plierii și în cazul degradării proteinelor incomplet pliate a fost 

propus un mecanism glican-dependent, rezultând astfel conceptul glicoprotein ERAD 

(gpERAD). O atenție deosebită în acest sens a fost axată asupra proteinelor capabile să 

transforme G0M9 în G0M8, prin îndepărtarea unui rest de manoză, posibilitatea 

reglucozilării G0M8 nefiind demonstrată, fapt ce sugerează că această reacție duce la 

selectarea definitivă a substratului pentru degradare (Tannous și colab., 2015, Hirao și 

colab., 2006, Olivari și Molinari, 2007). Inițial ER Man I a fost propusă ca manozidază 
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ce acționează ca inițiator în gpERAD, prin hidroliza îndepărtării unei manoze în 

secvența G0M9 (Gonzalez și colab., 1999, Tremblay și Herscovics, 1999), dar studii 

ulterioare au relevat faptul că specificitatea enzimatică este dependentă de timp și 

concentrație, rezultând și secvențe tip G0M5-G0M6 (Herscovics și colab., 2002). Date 

recente au atribuit acest rol proteinei EDEM 2, unul din membrii familiei de proteine 

EDEM (Ninagawa și colab., 2014). Astfel, a fost propus un mecanism prin care EDEM 

2 îndepărtează unul dintre resturile de manoză de pe catena B a glicanilor, inițiind 

degradarea gpERAD a substratului.  

 

Figura 1. Reprezentarea schematică a proceselor de pliere, ERQC și ERAD glican-
dependente. 
Ca urmare a translocării proteinelor sintetizate la nivelul ribozomilor atașați reticului 
endoplasmic, lanțul polipeptidic este glicozilat prin transferul glicanilor de pe dolicol-pirofosfat 
de către oligozahariltransferază -OST (Oligosaccharyltransferase). Glucozidaza I și 
Glucoziadaza II (Glc I și Glc II) îndepărtează două din cele trei resturi de glucoză din secvența 
glicanilor atașați, ceea ce rezultă în inițierea procesului de pliere al proteinei în ciclul 
CNX/CRT. Un sistem de control al calității plierii proteinelor (ERQC) sortează apoi 
polipeptidele în funcție de statusul plierii acestora. 
 

EDEM 2 a fost descoperit simultan de către două grupuri independente, pe baza analizei 

bioinformatice a bazelor de date cu secvențe nucleotidice (Mast și colab., 2005, Olivari 

și colab., 2005). Secvența umană EDEM 2 este o proteină cu 578 de aminoacizi (~ 65 

kDa) cu o secvență semnal localizată în capătul N-terminal al proteinei, care ulterior 

biosintezei este îndepărtată. Analiza bazei de date UniProt (UniProt, 2015) a relevat 

prezența a două izoforme, raportate ca fiind obținute prin splicing alternativ, în cazul 
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izoformei 2 lipsind aminoacizii între pozițiile 36 și 72. La om, EDEM 2 este descris ca 

o proteină solubilă cu 4 potențiale situsuri de N-glicozilare (N90, N112, N289 și N450), 

care aparent sunt ocupate, estimare bazată pe analiza digestiilor Endo H ale proteinei 

supraexprimate în celulele HEK293, care au relevat o schimbare a mobilității 

electroforetice (Olivari și colab., 2005). Totuși, până acum nu au fost realizate studii 

privind ocupanța situsurilor de N-glicozilare și un eventual posibil rol al acestora în 

funcționalitatea proteinei în ERAD. Analiza comparativă a celorlalți doi membrii ai 

subfamiliei de proteine EDEM (EDEM 1 și EDEM 3) a relevat o similitudine a 

secvenței restrânsă doar la nivelul domeniului manozidazic. Prin tehnica northern blot, 

Mast și colab., au arătat că EDEM 2 este exprimat în majoritatea țesuturilor, cu un nivel 

mai ridicat la nivelul intestinului și în leucocitele din sângele periferic (Mast și colab., 

2005). Similar cu ceilalți omologi ai acestei subfamilii, nivelul proteinei crește în celulă 

ca urmare a stresului indus de tunicamicină (Olivari și colab., 2005). Prin microscopie 

de fluorescență, a fost arătat faptul că EDEM 2 este o proteină rezidentă în reticulul 

endoplasmic iar prin îndepărtarea capătului C-terminal localizat imediat după domeniul 

manozidazic, proteina a fost identificată și extracelular, sugerând un posibil rol al 

acestor aminoacizi în localizarea la nivelul reticulului endoplasmic a proteinei (Mast și 

colab., 2005), deși proteina nu conține o secvență convențională de retenție la nivelul 

reticului endoplasmic (KDEL). Experimentele inițiale realizate cu substrate marcate tip 

G0M9-G0M5 nu au relevat o activitate manozidazică a proteinei, dar autorii au arătat că 

EDEM 2 supraexprimat în celulele HEK293, interacționează cu câteva dintre proteinele 

incomplet pliate ce sunt substrate ERAD (Mast și colab., 2005). Mai mult decât atât, 

ambele grupuri au arătat că EDEM 2 poate induce degradarea unor astfel de proteine, 

dar nu și a unor proteine asemănătoare neglicozilate (Mast și colab., 2005, Olivari și 

colab., 2005). De remarcat, că varianta truncată a EDEM 2 - obținută prin îndepărtarea 

aminoacizilor din porțiunea C-terminală, localizați în afara domeniului manozidazic - 

nu a arătat același efect asupra proteinelor incomplet pliate din reticulul endoplasmic 

(Mast și colab., 2005). Unii autori au arătat că EDEM 2 este implicat într-un mecanism 

tip SEC61p independent de retrotranslocare a ricinului, o glicoproteină toxică 

endocitată, care este parțial transportată în Golgi și ulterior retrograd în reticulul 

endoplasmic (Slominska-Wojewodzka și colab., 2014). Autorii au sugerat că EDEM 2 

poate recunoaște substrate diferite, comparativ cu EDEM 1, prin observația că o cantiate 

mult mai mare glicoproteinei toxice interacționează cu EDEM 2 față de EDEM 1. Într-o 
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abordare ușor diferită Tang și colaboratorii au arătat că EDEM 2 este implicat în 

degradarea atât a variantei glicozilate a proteinei sonic hedgehog (SHH) cât și a celei 

neglicozilate (Tang și colab., 2014). SHH este o proteină implicată în organogeneză 

(Lewis și Eisen, 2001), care se autoclivează în reticulul endoplasmic, rezultând un 

fragment C-terminal care este substrat ERAD (Tang și colab., 2014). Acest studiu a 

arătat în plus, interacția EDEM 2 supraexprimat cu alte componente ale ERQC și 

ERAD, precum calnexină și SEL1L (Tang și colab., 2014). Un studiu semnificativ 

privind rolul EDEM 2 în ERAD este reprezentat de către experimentele realizate de 

către Ninagawa și colab., care au observat o acumulare a structurilor de tip G0M9, în 

urma separării prin HPLC a glicanilor totali marcați fluorescenți, extrași dintr-o linie cu 

gena EDEM 2 deletată (Ninagawa și colab., 2014). Autorii au arătat că EDEM 2 nu 

interacționează cu SEL1L atunci când este supraexprimat stabil în HCT116, o linie de 

carcinom colorectal uman (Ninagawa și colab., 2014, Hosokawa și colab., 2006). Tot în 

privința interacțiilor cu alte componente ERQC sau ERAD Jansen și colab., au arătat 

prin experimente de pull-down că secvența omoloagă de șoarece a EDEM 2 poate 

interacționa cu proteine implicate în pliere precum PDIA3, PDIA4, PDIA6 sau 

Thioredoxin domain-containing protein 5 (Jansen și colab., 2012). Totuși până la 

această dată nu există publicații privind interacțiile acestei proteine cu alți membrii ai 

ERAD, iar având în vedere că la ora actuală EDEM 2 este propus ca fiind proteina ce 

inițiază degradarea în ERAD, obținerea unor date privind posibilitatea existenței unor 

astfel de interacții este de mare interes. 

 

Imunoterapia în melanom 
 
Melanomul malign cutanat se află pe locul șase ca frecvență în diagnosticul cancerului 

în SUA (Erdei și Torres, 2010, Jemal și colab., 2006). Un aspect important al 

melanomului malign este numărul mare de decese, cauzate de apariția tumorilor la 

nivelul pielii (Radovic-Kovacevic și colab., 1997), evaluările actuale estimând decesul 

unui pacient la fiecare șase ore în SUA (Erdei și Torres, 2010). Studiile realizate pe 

culturi celulare, folosind anticorpi monoclonali au dus la identificarea unui număr mare 

de antigene prezente la suprafața celulelor din melanom (Herlyn și Koprowski, 1988, 

Kath și Herlyn, 1989). În mod similar infecțiilor patogenice, celulele tumorale sunt 

capabile să semnalizeze sistemului imun prin intermediul antigenelor tumorale de 
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suprafață (TAAs), transformarea malignă, conducând ulterior la activarea sistemului 

imun, ceea ce dă posibilitatea organismului să distrugă tumora. Observația că șoarecii 

imunodeprimați dezvoltă un număr mai mare de tumori corelată cu faptul că tumorile 

pot evita sistemul imun prin scăderea nivelului complexului major de 

histocompatibilitate (MHC), au pus bazele a ceea ce astăzi reprezintă imunoterapia 

(Dunn și colab., 2002, Ahmad și colab., 2004). La om, MHC codează antigenul 

leucocitar uman-HLA (human leucocyte antigen), care se găsește sub forma a două 

clase, în funcție de tipul antigenelor pe care le prezintă: complexe HLA clasa I și 

complexe HLA clasa II. HLA clasa I prezintă antigene rezultate prin degradarea unor 

proteine intracelulare, în timp ce HLA clasa II prezintă antigene rezultate în urma 

degradării unor proteine extracelulare (Krensky, 1997). În general antigenele prezentate 

prin complexele HLA clasa I sunt obținute în urma degradării proteazomale a 

proteinelor intracelulare. Observația că prevalența melanomului este mai mare în cazul 

indivizilor cu un ten mai alb (Erdei și Torres, 2010), indică faptul că ar putea exista o 

corelație între pigmentația pielii și acest tip de cancer. La om, ca urmare a expunerii la 

razele ultraviolet, este produsă melanina, pigmentul responsabil de colorația pielii, 

sintetizată la nivelul melanozomilor, structuri de lineaj lizozomal ce se regăsesc în 

melanocite (Lin și Fisher, 2007).  

 

Tirozinaza - sursă de peptide pentru HLA clasa I 
 
Biosinteza melaninei este catalizată de către o serie de enzime, printre care tirozinaza și 

proteinele înrudite cu aceasta (TRP1 și TRP2) (Slominski și colab., 2004, Jimenez-

Cervantes și colab., 1994). Tirozinaza este o enzimă cupru-dependentă care catalizează 

reacția de hidroxilare a tirozinei la dihidroxifenilalanină (DOPA) și oxidarea DOPA la 

DOPA chinonă, prima reacție fiind determinantă de viteză în biosinteza melaninei 

(Figura 2). Biosinteza tirozinazei are loc în reticulul endoplasmic la nivelul căruia 

proteina este N-glicozilată într-o reacție catalizată de către N-oligozahariltransferaza în 

care glicanii sunt transferați de pe dolicol-pirofosfat pe lanțul polipeptidic (Branza-

Nichita și colab., 2000b, Aebi, 2013) (Figura 2). Ulterior tirozinaza este supusă unui 

proces de pliere în cadrul ciclului calnexină/calreticulină (ciclul CNX/CRT), iar apoi 

moleculele polipeptidice sunt sortate de către sistemul ERQC (Branza-Nichita și colab., 

1999). La acest nivel fracția de molecule incomplet pliate, este trimisă către ERAD, în 
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timp ce moleculele care ating conformația stabilă sunt trimise mai departe pe calea 

secretorie, via Golgi cu destinația finală în melanozomi (Petrescu și colab., 2000, 

Ostankovitch și colab., 2005, Jimbow și colab., 2000). Studiile au arătat că în diverse 

tipuri de melanom, tirozinaza este deseori incomplet pliată fiind trimisă către degradare 

pe calea ERAD, sugerând faptul că proteina ar putea consitui o bogată sursă de peptide 

HLA I (Ostankovitch și colab., 2005, Slingluff, 1996). Acest lucru a fost confirmat prin 

experimente ulterioare, iar într-un studiu de prioritizare a antigenelor tumorale, 

tirozinaza a fost clasată în top 20 privind potențiala eficiență clinică în imunoterapie, 

dintr-o listă cu peste 75 de antigene analizate (Cheever și colab., 2009). 

 

Figura 2. Reprezentarea schematică a reacțiilor catalizate de către tirozinază (A) și 
principalele elemente structurale ale acesteia (B). 
A. Tirozinaza catalizează transformarea L-tirozinei la L-DOPA și oxidarea produsului de reacție 
la dopachinonă. B. Tirozinaza umană conține un domeniu transmembranar, o porțiune C-
terminală citosolică precum și doi centrii de legare a cuprului. 
 
Una dintre cele mai abundente secvențe antigenice asociate HLA I, derivate de la 

tirozinază este reprezentată de către epitopul restricționat HLA-A*02 YMDGTMSQV 

(peptidul YMD), care a fost găsit ca fiind prezentat de ordinul a mii de copii pe celulă, 

în unele tipuri de melanom (Michaeli și colab., 2009). Peptidul a fost descoperit prin 

analiza MS (spectrometrie de masă) a unor secvențe peptidice extrase din celule de 

melanom (Cox și colab., 1994, Engelhard și colab., 1993) și a fost descris printre 

primele secvențe care se prezintă la suprafață sub o formă modificată, față de secvența 

genomică, care corespundea secvenței de aminoacizi YMNGTMSQV (Skipper și 
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colab., 1996). Ulterior a fost demonstrat faptul că transformarea asparaginei din poziția 

373 are loc prin îndepărtarea glicanului de către Peptidil:N-Glicozidaza F citosolică 

(PNGase F) (Mosse și colab., 1998). Pe lângă acest lucru, au fost descoperiți pacienți cu 

melanom ce prezintă limfocite T citotoxice capabile să recunoască complexul HLA I-

peptid YMD, ceea ce a deschis calea utilizării acestuia în imunoterapie (Mosse și colab., 

1998). 
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REZULTATE ȘI DISCUȚII 
 

EDEM 2 este asociat cu membrii sistemului de pliere, ERQC și ERAD 
 
Secvența umană EDEM 2 căreia i s-a adăugat la capătul C-terminal aminoacizii 

corespunzători hemaglutininei virusului gripal uman a fost supraexprimată stabil în 

celulele de melanom A375, care au fost lizate și purificate folosind cromatografia de 

afinitate, cuplată cu spectrometria de masă pentru detecția proteinelor 

coimunoprecipitate. Protocolul a fost optimizat în ceea ce privește metoda de extracție a 

proteinelor din materialul biologic, anticorpul folosit în cadrul îmbogățirii probei, 

soluția folosită la eluția proteinelor coimunoprecipitate etc. Pe lângă etapele din cadrul 

purificării prin afinitate a proteinei EDEM 2, au fost optimizate și etape din cadrul 

pregătirii probei pentru analiza prin spectrometria de masă, rezultând un protocol 

GeLC-MS/MS optimizat, ce combină separarea electroforetică a proteinelor în gel de 

poliacrilamidă cu separarea cromatografică a peptidelor rezultate în urma digestiei 

proteinelor separate în etapa anterioară și detecția acestora prin spectrometrie de masă 

(Figura 3). Deoarece toate experimentele cu detecție prin spectrometrie de masă au fost 

realizate folosind un instrument de înaltă rezoluție Orbitrap Velos Pro echipat cu 

fragmentare tip disociere prin transfer de electroni-ETD (Thermo Fisher Scientific), 

protocolul GeLC-MS/MS optimizat a fost verificat în privința acurateții maselor 

peptidelor măsurate și în privința eficienței fracționării acestora. Figura 4 redă 

schematic o ierarhizare clusterizată a peptidelor identificate într-o probă, folosind 

protocolul GeLC-MS/MS. Se poate observa că fiecare peptidă poate fi atribuită unei 

singure fracții, subliniind eficiența fracționării. Există totuși câteva secvențe care sunt 

regăsite în mai multe fracții, ceea ce indică faptul că acestea ar putea fi contaminanți, 

sau peptide cros-contaminante între fracții ale aceleiași probe, protocolul asumând o 

comparație doar între probe. Din acest motiv peptide care aparțin unor proteine de o 

anumită masă moleculară, pot fi totuși identificate în fracții corespunzătoare unei alte 

mase moleculare. Probele au fost pregătite și analizate în triplicate biologice alături de 

un control negativ (celule transfectate cu vector) folosind o metodă de achiziție 

automată tip data-dependent, în care peptidele separate folosind cromatografia de înaltă 

performață au fost detectate printr-o scanare în trapa orbitală (rezoluția 60 000 la m/z 
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400), urmată de o scanare în trapa liniară a fragmentelor rezultate în urma fragmentării 

de tip disociere indusă prin coliziune cu un gaz inert - CID (Collision Induced 

Dissociation). Datele achiziționate au fost analizate folosind algoritmul SEQUEST 

pentru identificarea peptidelor și asamblarea acestora în proteine. Prin această metodă 

au fost identificate 3283 proteine.  

 

Figura 3. Reprezentarea schematică a protocolului GeLC-MS/MS utilizat pentru analiza 
interacțiilor proteinei EDEM 2. 
După transfecția proteinei de interes, celulele au fost crescute până la o confluență de peste 90 
% într-un flask tip T75 (~ 10x106 celule/replicat). Au fost optimizate etapa de liză a celulelor, 
de cromatografie de afinitate precum și pregătirea probei pentru analiza prin spectrometrie de 
masă. Proteinele separate prin electroforeză monodimensională în gel de poliacrilamidă au fost 
detectate prin colorație cu azotat de argint sau Coomassie. Ulterior gelul rezultat a fost 
fracționat, iar fiecare fracție a fost supusă digestiei în gel a proteinelor cu tripsină. Peptidele 
rezultate au fost extrase și separate prin cromatografie de lichide în fază inversă cuplată cu 
detecție prin spectrometrie de masă de înaltă rezoluție și fragmentare cu detecție în trapa liniară 
a ionilor fragment rezultați. Protocolul a fost optimizat empiric și pe baza publicațiilor în 
domeniu (Kalli și colab., 2013, Piersma și colab., 2013, Shevchenko și colab., 2006). 
 
Rezultatele au fost exportate și reformatate folosind un script R dezvoltat de către autor, 

pentru o analiză ulterioară folosind algoritmul SAINTexpress. Ca urmare a acestei 
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analize, 45 de proteine au fost considerate ca fiind potențial asociate cu EDEM 2 în 

celulele de melanom A375. Pentru a crește confidența listei proteinelor, aceleași date 

achiziționate au fost reanalizate folosind o strategie alternativă, bazată pe utilizarea 

algoritmului Andromeda, integrat în MaxQuant (Cox și Mann, 2008) pentru 

identificarea peptidelor și asamblarea acestora în proteine. Pentru analiza ulterioră a 

rezultatelor a fost utilizat și modulul maxLFQ (Cox și colab., 2014), pentru calcularea 

valorilor LFQ. 

 

Figura 4. Eficiența fracționării și acurateții masei peptidelor în cadrul protocolului 
optimizat GeLC-MS/MS. 
Valorile curentului de ioni asociate fiecărei peptide identificate într-o probă au fost ierarhizate și 
reprezentate sub forma unui cod de culori (negru - 0 și verde - valoarea maximă în logaritm). În 
secțiunea inferioară este reprezentat un grafic cu densități de puncte privind acuratețea maselor 
peptidelor identificate măsurate. 
 
Acestea au fost utilizate ulterior pentru analiza acestui set de date, în care doar 

proteinele cu valori în fiecare replicat-grup au fost păstrate pentru analiza statistică. În 

acest scop, a fost folosit testul t cu două probe cu o corecție a rezultatelor fals pozitive 

prin permutări. 97 de proteine au fost găsite ca fiind potențial asociate cu EDEM 2, 

folosind această strategie. Este de remarcat că 28 de proteine au fost regăsite în lista 
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finală folosind ambele strategii de analiză a datelor. Printre acestea au fost regăsite 

proteine implicate în pliere sau în sistemul de control al calității plierii de la nivelul 

reticulului endoplasmic, care nu au fost arătate până acum ca fiind asociate cu EDEM 2. 

Totuși experimentul a confirmat și existența unor interacții demonstrate anterior ca 

interactori ai proteinei EDEM 2, precum calnexina sau PDIA4 (Jansen și colab., 2012, 

Tang și colab., 2014). O parte dintre aceste interacții au fost confirmate folosind metode 

biochimice. 

În afara investigării proteinelor asociate EDEM 2, funcționalitatea proteinei 

supraexprimate a fost testată prin co-transfecția EDEM 2 și a unor proteine incomplet 

pliate folosite ca substrate ERAD, în celulele de melanom A375 și cellule embrionare  

de rinichi HEK293T. Nivelul acestor proteine, substrate ERAD, a fost urmărit prin 

separarea conținutului proteic în gel de poliacrilamidă urmat de detecție prin tehnica 

Western Blot. Experimentele au demonstrat că nivelul unor substrate ERAD precum 

NHK sau BACE476 este mai scăzut în aceste celule, ca urmare a supraexpresiei EDEM 

2, confirmând astfel rezultate anterioare (Mast și colab., 2005, Olivari și colab., 2005). 

Acest lucru a confirmat în același timp faptul că EDEM 2 formează complexe 

funcționale în aceste celule, iar interacțiile identificate în aceste exprimente sunt 

explicate prin rolul proteinei în ERAD. 

 

Analiza ocupanței situsurilor de glicozilare ale tirozinazei în linia de melanom A375 
 
Pentru această analiză, celulele de melanom A375 care exprimă stabil secvența 

tirozinazei umane au fost lizate, iar produsul rezultat a fost supus unei îmbogățiri prin 

cromatografie de afinitate folosind un anticorp monoclonal ce recunoaște secvența 

recombinantă a tirozinazei (Chen și colab., 1995). Pentru a analiza cele 7 situsuri de 

glicozilare au fost folosite două strategii: eluția rezultată în urma cromatografiei de 

afinitate a fost supusă digestiei cu PNGase F sau cu Endoglicozidaza H (Endo H). 

Aceasta din urmă, scindează secvența N-glicanilor, lăsând un rest de HexNAc la nivelul 

lanțului polipeptidic (Maley și colab., 1989, Robbins și colab., 1984), care poate indica 

poziția exactă a glicozilării. Digestia cu PNGase F îndepărtează întreaga secvență a 

glicanului atașat, prin hidroliza legăturii N-glicozidice cu transformarea asparaginei în 

acid aspartic (Maley și colab., 1989). Ca urmare PNGase F este o amidază, care 

transformă situsurile asparaginelor ocupate în acid aspartic, rezultând o creștere a masei 



Analiza interacțiilor proteomice funcționale din ERAD și prezentării antigenelor în melanom 
prin spectrometrie de masă                                                            REZULTATE ȘI DISCUȚII 
 

 
 

19 

lanțului polipeptidic cu 0.98 Da față de secvența genomică. Această diferență de masă 

se poate utiliza pentru a recunoaște situsurile glicozilate, prin identificarea secvențelor 

care conțin această modificare. Proteinele rezultate în urma digestiei cu Endo H au fost 

separate prin electroforeză în gel de poliacrilamidă, iar apoi supuse proteolizei cu 

tripsină. Similar, proteinele tratate cu PNGase F au fost separate folosind electroforeza 

în gel de poliacrilamidă, iar apoi supuse proteolizei cu chimotripsină. Peptidele din 

ambele probe au fost extrase și analizate prin cromatografie de lichide cuplată cu 

detecție prin spectrometrie de masă. Analiza instrumentală a urmărit utilizarea unor 

tehnici multiple de fragmentare a peptidelor, astfel încât să poată fi identificate și 

caracterizate toate situsurile de glicozilare ale tirozinazei. Probele supuse digestiei cu 

Endo H, care ar trebui să conțină un rest HexNAc la fiecare asparagină glicozilată au 

fost analizate utilizând o metodă cu fragmentare ETD declanșată ca urmare a detecției 

în spectrul de fragmentare al peptidei, a ionului oxonium la m/z 204.09 sau a ionilor de 

fragmentare ai acestuia la m/z 138.06, 168.07 sau 186.08 (Singh și colab., 2012).  

 

   
Figura 5. Strategia de achiziție a datelor MS pentru analiza glicozilării tirozinazei. 
Tirozinaza umană a fost purificată folosind cromatografia de afinitate din conținutul proteic al 
celulelor A375 ce exprimă stabil tirozinaza. Proba purificată a fost împărțită în două și tratată 
fie cu Endo H fie cu PNGase F pentru îndepărtarea glicanilor. Probele tratate cu Endo H au fost 
supuse digestiei în gel cu tripsină, iar probele tratate cu PNGase F au fost supuse proteolizei în 
gel cu chimotripsină pentru caracterizarea situsurilor N161 și N371. În funcție de probă, a fost 
folosită fie fragmentarea bazată pe disocierea prin coliziune cu energie înaltă HCD (higher 
collisional dissociation) a peptidelor (pentru probele supuse digestiei cu PNGase F), fie 
fragmentarea HCD și condițional ETD (pentru probele supuse digestiei cu Endo H). 
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Metoda de achiziție a presupus fragmentarea fiecărui ion detectat cu sarcina +2 sau mai 

mare folosind HCD (Olsen și colab., 2007). A fost aleasă fragmentarea HCD, deoarece 

în fragmentarea tip CID cu detecție în trapa liniară a fragmentelor rezultate, ionii 

oxonium nu sunt detectați de cele mai multe ori ca urmare a limitării domeniului de 

scanare m/z în funcție valoarea m/z a precursorului (Schwartz și colab., 2002, Yang și 

colab., 2009). Totuși a fost realizată o a doua injecție, replicat în care au fost utilizate 

tehnicile de fragmentare CID și ETD. Peptidele chimotriptice au fost analizate folosind 

atât fragmentarea HCD cât și fragmentarea CID, nefiind necesară fragmentarea ETD 

deoarece a fost urmărită identificarea unei modificări de masă a situsurilor de 

glicozilare, care este detectabilă prin ambele metode. Pe lângă identificarea situsurilor 

de glicozilare, analiza datelor a presupus și determinarea ocupanței fiecărui situs, prin 

utilizarea curentului de ioni extras pentru fiecare secvență modificată. În acest sens au 

fost considerate peptidele rezultate în urma digestiei cu Endo H identificate ca 

aparagină neglicozilată, asparagină glicozilată (modificată cu HexNAc) sau asparagină 

deamidată (transformată în acid aspartic). Pentru probele supuse digestiei cu PNGase F 

au fost considerate doar formele asparaginei nemodificate sau deamidate. Controlul 

identificărilor fals pozitive a fost menținut prin acceptarea a maximum 5 % identificări 

posibil fals pozitive în setul final. Totuși pentru a caracteriza cele 7 situsuri de 

glicozilare identificate au fost păstrate 2 spectre MS/MS ce corespund unor peptide 

derivate de la tirozinază care conțin două situsuri de glicozilare, dar care au avut un scor 

de identificare sub pragul de 5 %. Spectrul de fragmentare corespunzător secvenței 

AAN*FSFR (unde * și caracterul bold indică asparagina glicozilată) a fost analizat și 

validat manual (Figura 6). Pentru această secvență aproape toți ionii seriei y au fost 

identificați. Pe lângă acest lucru și acuratețea masei peptidei identificate a fost la nivelul 

de părți per milion (ppm). De remarcat este identificarea ionului oxonium al HexNAc la 

m/z 208, ion specific peptidelor glicozilate. O posibilă explicație pentru scorul mai mic 

obținut de către acest spectru de fragmentare este legat de lungimea secvenței peptidice, 

fiind cunoscut faptul că peptidele scurte sunt penalizate la calcularea scorului în 

SEQUEST (Eng și colab., 1994). Acest lucru ar putea explica și identificarea ionului 

oxonium în fragmentarea CID, deoarece în mod normal acești ioni sunt mai greu de 

identificat în astfel de fragmentări (Yang și colab., 2009). 
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Figura 6. Spectrul de fragmentare CID al peptidei AANFSFR HexNAc modificată 
corespunzătoare situsului N337 din tirozinaza umană. 
Se poate observa că aproape toți ionii y+/y++ sunt detectați, precum și ioni b+. Ionul diagnostic 
de la m/z 208, care corespunde ionului oxonium al HexNAc, confirmă modificarea acestei 
secvențe.  
 
Toate aceste observații au condus la includerea acestui spectru de fragmentare în setul 

de date analizat. Un alt spectru de fragmentare cu scor mai mic față de cel 

corespunzător pragului de 5 % este cel al secvenței ESWPSVFYN*R (unde * și 

caracterul bold indică asparagina modificată). Similar secvenței precedente acuratețea 

masei a fost de ordinul ppm, iar aproape toți ionii seriei y și cinci ioni consecutivi ai 

seriei b au fost identificați (Figura 7).  

     
Figura 7. Spectrul de fragmentare CID al secvenței deamidate ESWPSVFYNR, 
corespunzătoare primului situs de glicozilare al tirozinazei umane. 
Se poate observa că aproape toți ionii seriei y sunt identificați precum și cinci ioni consecutivi ai 
seriei b. 
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Ambele secvențe au fost identificate folosind fragmentarea tip CID cu detecție în 

regiunea trapei liniare a instrumentului.  

Analiza probei digerată cu Endo H, conținând peptidele triptice ale tirozinazei, a dus la 

confirmarea situsurilor N86, N111, N230, N290 și N337 (Figura 8) ca fiind glicozilate. 

Nu au fost identificate peptide triptice conținând situsurile N161 și N371. Totuși, 

evaluarea probelor tratate cu PNGase F a condus la identificarea peptidelor 

chimotriptice conținând aceste situsuri, sub formă deamidată, indicând faptul că acestea 

sunt glicozilate (Figura 8).  

Analiza tuturor probelor a condus la identificarea tirozinazei cu o secvență de acoperire 

de aproximativ 64 %, fiind identificate peptide acoperind aproape toată secvența 

proteinei. 

Peptidele din secvența N-terminală clivabilă și din domeniul transmembranar nu au fost 

identificate. Distribuția spectrelor de fragmentare identificate ca fiind secvențe asociate 

tirozinazei nu a relevat diferențe majore între peptide și glicopeptide Figura 8. 

 

Figura 8. Analiza glicozilării tirozinazei umane în celulele de melanom A375 folosind 
spectrometria de masă. 
Celulele de melanom A375, care exprimă stabil întreaga secvență a tirozinazei umane, au fost 
lizate iar proba rezultată a fost supusă purificării folosind cromatografia de afinitate. Eluția a 
fost împărțită și supusă digestiei folosind două glicozidaze separat, iar proteinele rezultate au 
fost separate prin electroforeză în gel de poliacrilamidă. Digestia proteinelor în gel a fost 
realizată folosind tripsină sau chimotripsină (în funcție de glicozidaza utilizată) pentru a 
caracteriza toate situsurile de glicozilare. Se poate observa că majoritatea situsurilor au fost 
caracterizate folosind digestia cu Endo H și tripsină.  
 
Utilizând valorile curentului de ioni extras pentru toate formele peptidelor tirozinazei, 

care conțin situsurile de glicozilare, predicțiile bazate pe secvența de aminoacizi a 

proteinei precum și rezultatele publicate anterior în literatura de specialitate, a fost 
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estimată ocupanța celor 7 situsuri de glicozilare Tabelul 1. Rezultatele au arătat că 

situsul trei și situsul cinci sunt parțial ocupate în cazul tirozinazei umane exprimate în 

celulele de melanom A375. Acest lucru a fost sugerat și de predicțiile realizate folosind 

NetNGlyc. Rezultatele sunt în acord cu experimente realizate anterior, care sugerau 

ocupanța parțială sau chiar lipsa glicozilării pentru situsul trei și glicozilare pentru N86, 

N111, N230, N337 și N371. Deși în tirozinaza de șoarece situsul din poziția 111 nu este 

ocupat (Branza-Nichita și colab., 2000a), studii recente au indicat că în secvența umană 

acest situs este ocupat (Cioaca și colab., 2011). 

 
Tabelul 1. Analiza LC-MS a ocupanței situsurilor de glicozilare aparținând tirozinazei 
umane în celulele de melanom A375. 
Tirozinaza purificată prin cromatografie de afinitate a fost supusă digestiei cu Endo H, separată 
prin electroforeză în gel de poliacrilamidă, iar apoi supusă proteolizei cu tripsină. Peptidele 
rezultate au fost extrase și analizate folosind LC-MS/MS. Curentul de ioni corespunzător 
formelor peptidelor modificate cu HexNAc, demidate sau nemodificate a fost folosit la 
determinarea ocupanței. Pentru situsurile N161 și N371, tirozinaza purificată prin cromatografie 
de afinitate a fost supusă digestiei cu PNGase F, separată prin SDS-PAGE și supusă proteolizei 
în gel folosind chimotripsina. Ocupanța acestor situsuri a fost estimată folosind curentul de ioni 
extras pentru formele deamidate și cele nemodificate ale situsurilor de glicozilare. Pe lângă 
acest lucru au fost luate în considerare și predicțiile NetNGlyc 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc). Două dintre situsuri au fost găsite ca fiind parțial 
ocupate. Cu roșu sunt marcate asparaginele identificate ca fiind glicozilate. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Poziția Predicție Experimental Secvența peptidei Secvență 
N86 ++ Glicozilat ESWPSVFYNR Triptică 
N111 ++ Glicozilat FGFWGPNCTER Triptică 
N161 - Parțial GQMKNGSTPMFNDINIY Chimotriptică 
N230 ++ Glicozilat LTGDENFTIPYWDWR Triptică 
N290 --- Parțial LEEYNSHQSLCNGTPEGPLR Triptică 
N337 + Glicozilat AANFSFR Triptică 
N371 ++ Glicozilat MNGTMSQVQGSANDPIF Chimotriptică 

Legendă:     
  

Situsuri glicozilate:       Situsuri neglicozilate: 
    + Potențial > 0.5        - Potențial < 0.5 
  ++ Potențial > 0.5     -- Potențial < 0.5  

 

 +++ Potențial > 0.75  
  --- Potențial < 0.32  

++++ Potențial > 0.90    

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc
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Identificarea tirozinazei recombinante și a unor secvențe derivate ale acesteia cu 
potențiale aplicații în imunoterapie 
 
Identificarea tirozinazei recombinante prin analiza MS a unor fracții purificate prin 

cromatografie de afinitate 

Tirozinaza de șoarece a fost exprimată în E. Coli și purificată folosind cromatografia de 

afinitate. Fracțiile colectate au fost analizate prin cromatografie de lichide cuplată cu 

spectrometria de masă, pentru confirmarea secvenței proteinei și estimarea purității 

fracțiilor, în vederea unei posibile utilizări ulterioare ca antigen în melanom. Fracțiile au 

fost analizate folosind o metodă automatizată tip data-dependent, iar spectrele 

achiziționate au fost analizate folosind algoritmul SEQUEST. Rezultatele au relevat 

copurificarea chaperonului GroEL alături de tirozinază, care a fost identificată în cinci 

din cele șase fracții analizate cu o secvență de acoperire între 40.78 % și 70.00 %. 

Metoda de purificare și rezultatele acestei analize au fost publicate (Chiritoiu și colab., 

2015). 

 

Identificarea unor potențiali noi epitopi ai tirozinazei în melanom prin spectrometrie de 

masă  

Analiza MS a eluțiilor acide din celulele de melanom A375 care supraexprimă 

tirozinaza umană, a condus la identificarea peptidului EEYNSHQSL, corespunzător 

secvenței de aminoacizi 280-288 a tirozinazei. Pentru confirmarea identificării a fost 

analizat, în condiții similare, peptidul sintetizat chimic. În vederea validării identificării 

au fost luate în considerare caracteristici precum timpul de retenție, masa și valoarea 

m/z, sarcina ionilor precursori precum și spectrul de fragmentare CID al peptidului 

standard și al ionului regăsit în proba analizată. Analiza unei probe obținută similar din 

eluția celulelor A375, tirozinazo-negative nu a relevat existența unui ion cu aceleași 

caracteristici. Secvența a fost identificată și în probele obținute prin imunoprecipitarea 

HLA I și a peptidelor asociate acestuia cu anticorpul W6/32. Același experiment a 

condus la identificarea secvențelor LEEYNSHQSL și LLMEKEDYHSL, derivate de la 

tirozinază. Toate aceste secvențe au fost recent descrise într-un studiu ce a urmărit 

analiza peptidelor asociate HLA I în melanom (Gloger și colab., 2016). Studii ulterioare 

urmează să stabilească dacă aceste sevențe derivate de la tirozinază se pot folosi în 

imunoterapie.  
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CONCLUZII 
 
Această lucrare își propune, în prima parte, identificarea și caracterizarea unor 

complexe proteice cu funcționalitate în ERAD și implicații în controlul calității plierii 

proteinelor.  

În partea a doua m-am concentrat asupra investigării tirozinazei – un model clasic al 

glicoproteinelor, folosită în laboratorul în care am lucrat pentru investigarea 

evenimentelor din reticulul endoplasmic – prin analiza glicozilării acesteia în melanom 

și identificarea unor potențiale noi secvențe antigenice, derivate de la aceasta.   

 

Implementare metodologică și dezvoltare  

 

Pentru a atinge obiectivele principale menționate mai sus am depus un efort 

semnificativ în dezvoltarea și implementarea unor protocoale axate pe analiza prin 

spectrometrie de masă, care includ și tehnici complementare din biochimie analitică și 

preparativă, biologie moleculară, analiză computațională și statistică etc. 

O parte din rezultatele obținute în această lucrare au fost publicate sau se află încă sub 

review, cu aplicații ale spectrometriei de masă precum: identificarea unor compuși de 

sinteză sau a unor oligozaharide, (P5-P11), identificarea proteinelor în analiză tip 

bottom-up din fracții purificate prin cromatografie de afinitate (P2, P4), analiza 

glicozilării proteinelor, a peptidelor asociate HLA I și a interacțiilor tip proteină-

proteină (P1, P3). 

 

Rezultate obținute privind complexele funcționale ERAD 

Principalele rezultate obținute asupra acestei teme investigate sunt descrise pe scurt 

astfel: 

 

• Pentru identificarea proteinelor asociate cu EDEM 2 în ERAD, am optimizat 

câteva aspecte-cheie ale protocolului AP-MS. Mai mult, pentru a crește confidența 

rezultatelor obținute am folosit două metode de analiză a datelor: SAINTexpress care 

folosește distribuția numărului de spectre în tandem asociate unei proteine și QUBIC 

care folosește o metodă bazată pe curentul de ioni asociat unei proteine. 
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• Rezultatele obținute arată că EDEM 2 este asociat cu o serie de proteine 

rezidente în reticulul endoplasmic, implicate în pliere, ERQC dar și ERAD, ceea ce 

poziționează EDEM 2 la intersecția sortării proteinelor în reticulul endoplasmic. 

 

• O parte dintre aceste proteine asociate au fost validate folosind metode 

biochimice, alături de controale pozitive și negative iar pentru prima dată este propus un 

draft al hărții de interacții pentru EDEM 2, în melanom. 

 

• Asocierea EDEM 2 cu alți membrii ERAD are ca rezultat formarea unor 

complexe proteice funcționale care trimit spre degradare proteinele incomplet pliate, 

lucru arătat prin experimentele funcționale, experimente care indică și o posibilă reglare 

între componentele ERAD. 

 

• EDEM 2 se poate degrada folosind aceeași cale, observație bazată pe 

experimentele folosind inhibitori de proteazom, care au arătat o creștere a nivelului 

intracelular al acestei proteine. 

 

Rezultate privind glicozilarea tirozinazei și analiza epitopilor acesteia 

Principalele concluzii privind partea a doua a acestei lucrări sunt sintetizate în 

continuare: 

 

• În linia A375, tirozinaza umană este neuniform N-glicozilată. Cinci din cele 7 

situsuri de glicozilare sunt ocupate, în timp ce situsurile 3 și 5 sunt doar parțial ocupate. 

Rezultate au fost confirmate și în experimentele cu MG132 în care PNGase F 

intracelular transformă Asn glicozilate în Asp. Aceste rezultate arată pentru prima dată 

ocupanța situsurilor de glicozilare a tirozinazei umane în melanom. 

 

• Experimentele de spectrometrie de masă au arătat că ambele methionine (M371 și 

M374) ale epitopului Tyr369-377 sunt oxidate, iar acest lucru poate avea un impact major 

asupra recunoșterii epitopului de către sistemul imunitar. 
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• Analiza cinetică prin HPLC a arătat că cele mai stabile forme ale epitopului 

Tyr369-377 sunt formele sulfoxid. Această observație a fost concretizată într-o metodă 

specifică pentru analiza cantitativă a acestui epitop în diverse linii celulare derivate de la 

pacienți cu melanom. 

 

• În această lucrare este descrisă analiza MS a unei secvențe peptidice derivate de 

la tirozinaza umană, secvență identificată în câteva linii celulare de melanom. Secvența 

este asociată HLA I, lucru ce sugerează posibilitatea utilizării acesteia în imunoterapie. 

Este descrisă identificarea prin spectrometrie de masă și a altor secvențe derivate de la 

tirozinază, inclusiv identificarea tirozinazei recombinante purificate prin cromatografie 

de afinitate, toate acestea având potențiale aplicații în tratamentul melanomului.
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