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SCOPUL STUDIILOR

Melanomul, cancerul melanocitelor (celulele care contin pigmentul ce da culoarea
pielii) a atins proportii epidemice si este asociat cu o rata crescutd a mortalitatii
(Radovic-Kovacevic si colab., 1997). Imunoterapia reprezinta o alternativa promitatoare
la aceasta problema, deoarece celulele tumorale sunt capabile sa prezinte la suprafata lor
peptide prin intermediul complexului major de histocompatibilitate I - MHC | (Major
histocompatibility complex 1), care sa activeze sistemul imun, iar acesta, la randul sau,
sa distruga tumora. Odata cu avansarea studiilor ce sugereaza aceasta cale ca fiind una
promitatoare pentru tratamentul melanomului (Cheever si colab., 2009), cautarea de noi
secvente cu potential imunogen si intelegerea mecanismului prin care acestea sunt
obtinute au devenit obiective de un interes major atét din punct de vedere al biologiei
tumorale cat si al perspectivei clinice.
O sursa importantd de peptide o reprezinta proteinele destinate caii secretorii, care
atunci cand nu se pliaza correct in reticulul endoplasmic sunt trimise spre degradare pe
calea pe calea ubiquitin proteazomala in degradarea asociata reticulului endoplasmic -
ERAD (Endoplasmic Reticulum Associated Degradation) degradare ce rezulta in
peptide care sunt preluate de mecanismele de prezentare MHC I/ MHC II.
Scopul acestei lucrari este intelegerea mecanismului molecular al degradarii asociate
reticului endoplasmic prin studierea interactiilor functionale din aceasta cale, care duc la
degradarea proteinelor, cu accent pe EDEM 2 (Endoplasmic reticulum degradation-
enhancing alpha-mannosidase-like protein 2), o proteina rezidenta in ER presupusa a
declansa degradarea proteinelor incomplete pliate printr-un mecanism inca incomplet
elucidat.
Specific, obiectivele pe aceasta linie de cercetare au fost:

e Identificarea proteinelor associate EDEM 2 in melanom

e Caracterizarea complexelor proteice functionale in ERAD ale EDEM 2

e Analiza comparativa a EDEM 2 si a tirozinazei folosind inhibitori de trafic si

procesare

In studiile mentionate am folosit celule umane de melanom si celule embrionare de
rinichi n care am studiat proteinele asociate cu EDEM 2, dar si degradarea unor

substrate ERAD. Printre aceste substrate a fost selectata si tirozinaza, o glicoproteina
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folositd in laboratorul nostru ca model in studiul mecanismelor céii secretorii. Plierea si
traficul subsecvent al tirozinazei este strans legat de interactiile sale cu sistemele de
control si verificare din reticulul endoplasmic. Astfel in functie de prezenta si
procesarea corecta a glicanilor tirozinazei n reticulul endoplasmic, aceasta este fie
trimisa mai departe pe calea secretorie, catre melanozomi, fie spre degradare pe calea
ERAD.
Tn acest context, in partea a doua a acestei lucrari m-am axat pe folosirea tirozinazei ca
model pentru studiul glicozilarii in celulele de melanom si pentru caracterizarea
peptidelor derivate de la aceasta cu potentiale aplicatii in imunoterapie. In acest sens
obiectivele au fost urmatoarele:

e Analiza N-glicozilarii tirozinazei in melanom

o Caracterizarea epitopului 369-377 al tirozinazei in melanom folosind

cromatografia de lichide si spectrometria de masa

e Identificarea unor potentiale noi secvente imunogene ale tirozinazei
Din punct de vedere tehnic am folosit spectrometria de masa si cromatografia de
lichide, combinate cu o gama largd de metode biochimice, precum si tehnici de baza ale
biologiei moleculare si celulare. Pentru analiza unor rezultate MS prezentate n aceasta

lucrare am folosit si script-uri realizate in R.
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INTRODUCERE

Introducere: de la biosinteza si pana la degradarea proteinelor in reticulul
endoplasmic (ER)

Se estimeaza cd aproximativ o treime din proteinele biosintetizate la nivelul unei celule
eucariote mamaliene sunt trimise la degradare (Schubert si colab., 2000). Proteinele
destinate exportului pe calea secretorie sunt biosintetizate pe ribozomii regasiti la
nivelul reticului endoplasmic (Walter si Blobel, 1980). In acelasi timp, co-translational,
proteinele sunt N-glicozilate prin transferul in bloc a secventei GIcNAc,ManyGlcs;
(G3My) pe resturile de asparagina aflate in secventa consens Asn-X-Ser/Thr (unde X
poate substitui orice aminoacid cu exceptia Pro) (Aebi, 2013). Doua dintre unitéatile de
glucoza periferice sunt ulterior eliminate de catre Glucozidaza I (Glc 1) si Glucozidaza
IT (Glc 1I), lasand un singur rest de glucoza (G1Mg) ce constituie un semnal de
recunoastere a glicoproteinei de catre chaperonii calnexina si calreticulind (CNX/CRT)
(Thomson si Williams, 2005, Kapoor si colab., 2004, Zapun si colab., 1997, Hubbard si
Ivatt, 1981). Aceasta recunoastere initiaza procesul de pliere asistata de catre chaperoni
moleculari ai proteinei nou sintetizate. La acest nivel actioneaza un sistem de verificare
a calitatii plierii proteinelor - ERQC (ER quality control), prin transferul proteinelor
pliate catre export pe calea secretorie si sortarea proteinelor incomplet pliate fie pentru o
noud runda de pliere asistata de chaperoni moleculari prin monoreglucozilarea UGGT
dependenta a glicanului proteinei, fie trimiterea acesteia catre degradare pe calea ERAD

(Ellgaard si Helenius, 2003).

EDEM 2 — Oare activitatea manozidazica spune intreaga poveste ?

Similar cu procesul plierii si in cazul degradarii proteinelor incomplet pliate a fost
propus un mecanism glican-dependent, rezultand astfel conceptul glicoprotein ERAD
(JQpERAD). O atentie deosebita in acest sens a fost axata asupra proteinelor capabile sa
transforme GoMg Tn GoMg, prin indepartarea unui rest de manoza, posibilitatea
reglucozilarii GoMg nefiind demonstrata, fapt ce sugereaza ca aceasta reactie duce la
selectarea definitiva a substratului pentru degradare (Tannous si colab., 2015, Hirao si

colab., 2006, Olivari si Molinari, 2007). Initial ER Man I a fost propusa ca manozidaza
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ce actioneaza ca initiator In gpERAD, prin hidroliza indepartérii unei manoze in
secventa GoMg (Gonzalez si colab., 1999, Tremblay si Herscovics, 1999), dar studii
ulterioare au relevat faptul ca specificitatea enzimatica este dependenta de timp si
concentratie, rezultand si secvente tip GoMs-GoMg (Herscovics si colab., 2002). Date
recente au atribuit acest rol proteinei EDEM 2, unul din membrii familiei de proteine
EDEM (Ninagawa si colab., 2014). Astfel, a fost propus un mecanism prin care EDEM
2 indeparteaza unul dintre resturile de manoza de pe catena B a glicanilor, initiind

degradarea gpERAD a substratului.
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Figura 1. Reprezentarea schematici a proceselor de pliere, ERQC si ERAD glican-

dependente.
Ca urmare a translocarii proteinelor sintetizate la nivelul ribozomilor atasati reticului

endoplasmic, lantul polipeptidic este glicozilat prin transferul glicanilor de pe dolicol-pirofosfat
de catre oligozahariltransferaza -OST (Oligosaccharyltransferase). Glucozidaza I si
Glucoziadaza IT (Glc I si Gle IT) indeparteaza doua din cele trei resturi de glucoza din secventa
glicanilor atasati, ceea ce rezulta in initierea procesului de pliere al proteinei in ciclul
CNX/CRT. Un sistem de control al calitatii plierii proteinelor (ERQC) sorteaza apoi
polipeptidele in functie de statusul plierii acestora.

EDEM 2 a fost descoperit simultan de catre doua grupuri independente, pe baza analizei
bioinformatice a bazelor de date cu secvente nucleotidice (Mast si colab., 2005, Olivari
si colab., 2005). Secventa umana EDEM 2 este o proteind cu 578 de aminoacizi (~ 65
kDa) cu o secventa semnal localizata in capatul N-terminal al proteinei, care ulterior
biosintezei este indepartata. Analiza bazei de date UniProt (UniProt, 2015) a relevat

prezenta a doua izoforme, raportate ca fiind obtinute prin splicing alternativ, in cazul
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izoformei 2 lipsind aminoacizii intre pozitiile 36 si 72. La om, EDEM 2 este descris ca
o proteinad solubila cu 4 potentiale situsuri de N-glicozilare (N90, N112, N289 si N450),
care aparent sunt ocupate, estimare bazata pe analiza digestiilor Endo H ale proteinei
supraexprimate in celulele HEK293, care au relevat o schimbare a mobilitatii
electroforetice (Olivari si colab., 2005). Totusi, pana acum nu au fost realizate studii
privind ocupanta situsurilor de N-glicozilare si un eventual posibil rol al acestora in
functionalitatea proteinei in ERAD. Analiza comparativa a celorlalti doi membrii ai
subfamiliei de proteine EDEM (EDEM 1 si EDEM 3) a relevat o similitudine a
secventei restransa doar la nivelul domeniului manozidazic. Prin tehnica northern blot,
Mast si colab., au aratat ca EDEM 2 este exprimat in majoritatea tesuturilor, cu un nivel
mai ridicat la nivelul intestinului si in leucocitele din sangele periferic (Mast si colab.,
2005). Similar cu ceilalti omologi ai acestei Subfamilii, nivelul proteinei creste in celula
ca urmare a stresului indus de tunicamicina (Olivari si colab., 2005). Prin microscopie
de fluorescentd, a fost aratat faptul ca EDEM 2 este o proteina rezidenta in reticulul
endoplasmic iar prin indepartarea capatului C-terminal localizat imediat dupa domeniul
manozidazic, proteina a fost identificata si extracelular, sugerand un posibil rol al
acestor aminoacizi in localizarea la nivelul reticulului endoplasmic a proteinei (Mast si
colab., 2005), desi proteina nu contine o secventa conventionala de retentie la nivelul
reticului endoplasmic (KDEL). Experimentele initiale realizate cu substrate marcate tip
GoMy-GoMs nu au relevat o0 activitate manozidazica a proteinei, dar autorii au aratat ca
EDEM 2 supraexprimat in celulele HEK293, interactioneaza cu cateva dintre proteinele
incomplet pliate ce sunt substrate ERAD (Mast si colab., 2005). Mai mult decat atét,
ambele grupuri au aratat ca EDEM 2 poate induce degradarea unor astfel de proteine,
dar nu si a unor proteine asemanatoare neglicozilate (Mast si colab., 2005, Olivari si
colab., 2005). De remarcat, ca varianta truncatd a EDEM 2 - obtinuta prin indepartarea
aminoacizilor din portiunea C-terminald, localizati in afara domeniului manozidazic -
nu a aratat acelasi efect asupra proteinelor incomplet pliate din reticulul endoplasmic
(Mast si colab., 2005). Unii autori au aratat ca EDEM 2 este implicat intr-un mecanism
tip SEC61p independent de retrotranslocare a ricinului, o glicoproteina toxica
endocitatd, care este partial transportata in Golgi si ulterior retrograd in reticulul
endoplasmic (Slominska-Wojewodzka si colab., 2014). Autorii au sugerat ca EDEM 2
poate recunoaste substrate diferite, comparativ cu EDEM 1, prin observatia ca o cantiate

mult mai mare glicoproteinei toxice interactioneaza cu EDEM 2 fata de EDEM 1. Intr-o
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abordare usor diferita Tang si colaboratorii au aratat ca EDEM 2 este implicat in
degradarea atat a variantei glicozilate a proteinei sonic hedgehog (SHH) cét si a celei
neglicozilate (Tang si colab., 2014). SHH este o proteina implicata in organogeneza
(Lewis si Eisen, 2001), care se autocliveaza in reticulul endoplasmic, rezultand un
fragment C-terminal care este substrat ERAD (Tang si colab., 2014). Acest studiu a
ardtat in plus, interactia EDEM 2 supraexprimat cu alte componente ale ERQC si
ERAD, precum calnexina si SEL1L (Tang si colab., 2014). Un studiu semnificativ
privind rolul EDEM 2 in ERAD este reprezentat de catre experimentele realizate de
catre Ninagawa si colab., care au observat o acumulare a structurilor de tip GoMg n
urma separarii prin HPLC a glicanilor totali marcati fluorescenti, extrasi dintr-o linie cu
gena EDEM 2 deletata (Ninagawa si colab., 2014). Autorii au aratat ca EDEM 2 nu
interactioneaza cu SEL1L atunci cand este supraexprimat stabil in HCT116, o linie de
carcinom colorectal uman (Ninagawa si colab., 2014, Hosokawa si colab., 2006). Tot in
privinta interactiilor cu alte componente ERQC sau ERAD Jansen si colab., au ardtat
prin experimente de pull-down ca secventa omoloaga de soarece a EDEM 2 poate
interactiona cu proteine implicate n pliere precum PDIA3, PDIA4, PDIAG sau
Thioredoxin domain-containing protein 5 (Jansen si colab., 2012). Totusi pana la
aceasta datd nu exista publicatii privind interactiile acestei proteine cu alti membrii ai
ERAD, iar avand in vedere ca la ora actuala EDEM 2 este propus ca fiind proteina ce
initiaza degradarea in ERAD, obtinerea unor date privind posibilitatea existentei unor

astfel de interactii este de mare interes.

Imunoterapia in melanom

Melanomul malign cutanat se afla pe locul sase ca frecventa in diagnosticul cancerului
in SUA (Erdei si Torres, 2010, Jemal si colab., 2006). Un aspect important al
melanomului malign este numarul mare de decese, cauzate de aparitia tumorilor la
nivelul pielii (Radovic-Kovacevic si colab., 1997), evaluarile actuale estimand decesul
unui pacient la fiecare sase ore in SUA (Erdei si Torres, 2010). Studiile realizate pe
culturi celulare, folosind anticorpi monoclonali au dus la identificarea unui numar mare
de antigene prezente la suprafata celulelor din melanom (Herlyn si Koprowski, 1988,
Kath si Herlyn, 1989). Tn mod similar infectiilor patogenice, celulele tumorale sunt

capabile sa semnalizeze sistemului imun prin intermediul antigenelor tumorale de

11
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suprafata (TAAs), transformarea maligna, conducand ulterior la activarea sistemului
imun, ceea ce da posibilitatea organismului sa distrugad tumora. Observatia ca soarecii
imunodeprimati dezvoltd un numar mai mare de tumori corelatad cu faptul ca tumorile
pot evita sistemul imun prin scaderea nivelului complexului major de
histocompatibilitate (MHC), au pus bazele a ceea ce astazi reprezintd imunoterapia
(Dunn si colab., 2002, Ahmad si colab., 2004). La om, MHC codeaza antigenul
leucocitar uman-HLA (human leucocyte antigen), care se gaseste sub forma a doua
clase, in functie de tipul antigenelor pe care le prezinta: complexe HLA clasa I si
complexe HLA clasa Il. HLA clasa I prezinta antigene rezultate prin degradarea unor
proteine intracelulare, in timp ce HLA clasa II prezinta antigene rezultate in urma
degradarii unor proteine extracelulare (Krensky, 1997). in general antigenele prezentate
prin complexele HLA clasa I sunt obtinute in urma degradarii proteazomale a
proteinelor intracelulare. Observatia ca prevalenta melanomului este mai mare in cazul
indivizilor cu un ten mai alb (Erdei si Torres, 2010), indica faptul ca ar putea exista 0
corelatie intre pigmentatia pielii si acest tip de cancer. La om, ca urmare a expunerii la
razele ultraviolet, este produsa melanina, pigmentul responsabil de coloratia pielii,
sintetizata la nivelul melanozomilor, structuri de lineaj lizozomal ce se regasesc in

melanocite (Lin si Fisher, 2007).

Tirozinaza - sursa de peptide pentru HLA clasa |

Biosinteza melaninei este catalizatd de catre o serie de enzime, printre care tirozinaza si
proteinele inrudite cu aceasta (TRP1 si TRP2) (Slominski si colab., 2004, Jimenez-
Cervantes si colab., 1994). Tirozinaza este o enzima cupru-dependenta care catalizeaza
reactia de hidroxilare a tirozinei la dihidroxifenilalanina (DOPA) si oxidarea DOPA la
DOPA chinona, prima reactie fiind determinanta de viteza in biosinteza melaninei
(Figura 2). Biosinteza tirozinazei are loc Tn reticulul endoplasmic la nivelul caruia
proteina este N-glicozilata intr-o reactie catalizata de catre N-oligozahariltransferaza in
care glicanii sunt transferati de pe dolicol-pirofosfat pe lantul polipeptidic (Branza-
Nichita si colab., 2000b, Aebi, 2013) (Figura 2). Ulterior tirozinaza este supusa unui
proces de pliere Tn cadrul ciclului calnexina/calreticulina (ciclul CNX/CRT), iar apoi
moleculele polipeptidice sunt sortate de catre sistemul ERQC (Branza-Nichita si colab.,

1999). La acest nivel fractia de molecule incomplet pliate, este trimisa catre ERAD, in

12
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timp ce moleculele care ating conformatia stabila sunt trimise mai departe pe calea
secretorie, via Golgi cu destinatia finala in melanozomi (Petrescu si colab., 2000,
Ostankovitch si colab., 2005, Jimbow si colab., 2000). Studiile au aratat ca in diverse
tipuri de melanom, tirozinaza este deseori incomplet pliata fiind trimisa catre degradare
pe calea ERAD, sugerand faptul ca proteina ar putea consitui o bogata sursa de peptide
HLA | (Ostankovitch si colab., 2005, Slingluff, 1996). Acest lucru a fost confirmat prin
experimente ulterioare, iar intr-un studiu de prioritizare a antigenelor tumorale,
tirozinaza a fost clasatd in top 20 privind potentiala eficienta clinica in imunoterapie,

dintr-o lista cu peste 75 de antigene analizate (Cheever si colab., 2009).
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Figura 2. Reprezentarea schematici a reactiilor catalizate de citre tirozinaza (A) si
principalele elemente structurale ale acesteia (B).

A. Tirozinaza catalizeaza transformarea L-tirozinei la L-DOPA si oxidarea produsului de reactie
la dopachinona. B. Tirozinaza umana contine un domeniu transmembranar, o portiune C-
terminald citosolicd precum si doi centrii de legare a cuprului.

Una dintre cele mai abundente secvente antigenice asociate HLA 1, derivate de la
tirozinaza este reprezentata de catre epitopul restrictionat HLA-A*02 YMDGTMSQV
(peptidul YMD), care a fost gasit ca fiind prezentat de ordinul a mii de copii pe celula,
in unele tipuri de melanom (Michaeli si colab., 2009). Peptidul a fost descoperit prin
analiza MS (spectrometrie de masd) a unor secvente peptidice extrase din celule de
melanom (Cox si colab., 1994, Engelhard si colab., 1993) si a fost descris printre
primele secvente care se prezinta la suprafata sub o forma modificata, fata de secventa

genomica, care corespundea secventei de aminoacizi YMNGTMSQV (Skipper si

13
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colab., 1996). Ulterior a fost demonstrat faptul ca transformarea asparaginei din pozitia
373 are loc prin indepartarea glicanului de catre Peptidil:N-Glicozidaza F citosolica
(PNGase F) (Mosse si colab., 1998). Pe langa acest lucru, au fost descoperiti pacienti cu
melanom ce prezintd limfocite T citotoxice capabile sd recunoascd complexul HLA I-
peptid YMD, ceea ce a deschis calea utilizarii acestuia in imunoterapie (Mosse si colab.,

1998).

14
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REZULTATE SI DISCUTII

EDEM 2 este asociat cu membrii sistemului de pliere, ERQC si ERAD

Secventa umand EDEM 2 careia i s-a adaugat la capatul C-terminal aminoacizii
corespunzatori hemaglutininei virusului gripal uman a fost supraexprimata stabil in
celulele de melanom A375, care au fost lizate si purificate folosind cromatografia de
afinitate, cuplata cu spectrometria de masa pentru detectia proteinelor
coimunoprecipitate. Protocolul a fost optimizat in ceea ce priveste metoda de extractie a
proteinelor din materialul biologic, anticorpul folosit in cadrul imbogatirii probei,
solutia folositd la elutia proteinelor coimunoprecipitate etc. Pe langa etapele din cadrul
purificarii prin afinitate a proteinei EDEM 2, au fost optimizate si etape din cadrul
pregatirii probei pentru analiza prin spectrometria de masa, rezultind un protocol
GeLC-MS/MS optimizat, ce combind separarea electroforetica a proteinelor in gel de
poliacrilamida cu separarea cromatografica a peptidelor rezultate in urma digestiei
proteinelor separate in etapa anterioara si detectia acestora prin spectrometrie de masa
(Figura 3). Deoarece toate experimentele cu detectie prin spectrometrie de masa au fost
realizate folosind un instrument de inalta rezolutie Orbitrap Velos Pro echipat cu
fragmentare tip disociere prin transfer de electroni-ETD (Thermo Fisher Scientific),
protocolul GeLC-MS/MS optimizat a fost verificat in privinta acuratetii maselor
peptidelor masurate si in privinta eficientei fractionarii acestora. Figura 4 reda
schematic o ierarhizare clusterizata a peptidelor identificate intr-o proba, folosind
protocolul GeLC-MS/MS. Se poate observa ca fiecare peptida poate fi atribuita unei
singure fractii, subliniind eficienta fractionarii. Exista totusi cateva secvente care sunt
regasite Tn mai multe fractii, ceea ce indica faptul ca acestea ar putea fi contaminanti,
sau peptide cros-contaminante intre fractii ale aceleiasi probe, protocolul asumand o
comparatie doar intre probe. Din acest motiv peptide care apartin unor proteine de o
anumita masa moleculara, pot fi totusi identificate in fractii corespunzatoare unei alte
mase moleculare. Probele au fost pregatite si analizate in triplicate biologice alaturi de
un control negativ (celule transfectate cu vector) folosind o metoda de achizitie
automata tip data-dependent, in care peptidele separate folosind cromatografia de inalta

performata au fost detectate printr-o scanare in trapa orbitald (rezolutia 60 000 la m/z
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400), urmata de o scanare 1n trapa liniara a fragmentelor rezultate in urma fragmentarii
de tip disociere indusa prin coliziune cu un gaz inert - CID (Collision Induced
Dissociation). Datele achizitionate au fost analizate folosind algoritmul SEQUEST
pentru identificarea peptidelor si asamblarea acestora in proteine. Prin aceastd metoda

au fost identificate 3283 proteine.
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Figura 3. Reprezentarea schematica a protocolului GeLC-MS/MS utilizat pentru analiza
interactiilor proteinei EDEM 2.

Dupa transfectia proteinei de interes, celulele au fost crescute pana la o confluentd de peste 90
% Tntr-un flask tip T75 (~ 10x10° celule/replicat). Au fost optimizate etapa de liza a celulelor,
de cromatografie de afinitate precum si pregatirea probei pentru analiza prin spectrometrie de
masa. Proteinele separate prin electroforeza monodimensionala in gel de poliacrilamidé au fost
detectate prin coloratie cu azotat de argint sau Coomassie. Ulterior gelul rezultat a fost
fractionat, iar fiecare fractie a fost supusa digestiei in gel a proteinelor cu tripsina. Peptidele
rezultate au fost extrase si separate prin cromatografie de lichide in faza inversa cuplata cu
detectie prin spectrometrie de masa de nalta rezolutie si fragmentare cu detectie in trapa liniara
a ionilor fragment rezultati. Protocolul a fost optimizat empiric si pe baza publicatiilor in
domeniu (Kalli si colab., 2013, Piersma si colab., 2013, Shevchenko si colab., 2006).

Rezultatele au fost exportate si reformatate folosind un script R dezvoltat de catre autor,

pentru o analiza ulterioara folosind algoritmul SAINTexpress. Ca urmare a acesteli
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analize, 45 de proteine au fost considerate ca fiind potential asociate cu EDEM 2 in
celulele de melanom A375. Pentru a creste confidenta listei proteinelor, aceleasi date
achizitionate au fost reanalizate folosind o strategie alternativa, bazata pe utilizarea
algoritmului Andromeda, integrat in MaxQuant (Cox si Mann, 2008) pentru
identificarea peptidelor si asamblarea acestora in proteine. Pentru analiza ulteriord a
rezultatelor a fost utilizat si modulul maxLFQ (Cox si colab., 2014), pentru calcularea

valorilor LFQ.
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Figura 4. Eficienta fractionarii si acuratetii masei peptidelor in cadrul protocolului
optimizat GeLC-MS/MS.
Valorile curentului de ioni asociate fiecarei peptide identificate intr-o proba au fost ierarhizate si
reprezentate sub forma unui cod de culori (negru - 0 si verde - valoarea maxima in logaritm). Tn
sectiunea inferioara este reprezentat un grafic cu densitati de puncte privind acuratetea maselor
peptidelor identificate masurate.

Acestea au fost utilizate ulterior pentru analiza acestui set de date, Tn care doar
proteinele cu valori in fiecare replicat-grup au fost pastrate pentru analiza statistica. In
acest scop, a fost folosit testul t cu doua probe cu o corectie a rezultatelor fals pozitive
prin permutdri. 97 de proteine au fost gésite ca fiind potential asociate cu EDEM 2,

folosind aceasta strategie. Este de remarcat ca 28 de proteine au fost regasite in lista
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finala folosind ambele strategii de analiza a datelor. Printre acestea au fost regasite
proteine implicate in pliere sau in sistemul de control al calitatii plierii de la nivelul
reticulului endoplasmic, care nu au fost aratate pana acum ca fiind asociate cu EDEM 2.
Totusi experimentul a confirmat si existenta unor interactii demonstrate anterior ca
interactori ai proteinei EDEM 2, precum calnexina sau PDIA4 (Jansen si colab., 2012,
Tang si colab., 2014). O parte dintre aceste interactii au fost confirmate folosind metode
biochimice.

In afara investigarii proteinelor asociate EDEM 2, functionalitatea proteinei
supraexprimate a fost testata prin co-transfectia EDEM 2 si a unor proteine incomplet
pliate folosite ca substrate ERAD, in celulele de melanom A375 si cellule embrionare
de rinichi HEK293T. Nivelul acestor proteine, substrate ERAD, a fost urmarit prin
separarea continutului proteic in gel de poliacrilamida urmat de detectie prin tehnica
Western Blot. Experimentele au demonstrat ca nivelul unor substrate ERAD precum
NHK sau BACE476 este mai scazut in aceste celule, ca urmare a supraexpresiei EDEM
2, confirméand astfel rezultate anterioare (Mast si colab., 2005, Olivari si colab., 2005).
Acest lucru a confirmat in acelasi timp faptul ca EDEM 2 formeaza complexe
functionale 1n aceste celule, iar interactiile identificate in aceste exprimente sunt

explicate prin rolul proteinei in ERAD.

Analiza ocupantei situsurilor de glicozilare ale tirozinazei in linia de melanom A375

Pentru aceasta analiza, celulele de melanom A375 care exprima stabil secventa
tirozinazei umane au fost lizate, iar produsul rezultat a fost supus unei imbogatiri prin
cromatografie de afinitate folosind un anticorp monoclonal ce recunoaste secventa
recombinanta a tirozinazei (Chen si colab., 1995). Pentru a analiza cele 7 situsuri de
glicozilare au fost folosite doud strategii: elutia rezultata in urma cromatografiei de
afinitate a fost supusa digestiei cu PNGase F sau cu Endoglicozidaza H (Endo H).
Aceasta din urma, scindeaza secventa N-glicanilor, lasand un rest de HexNAc la nivelul
lantului polipeptidic (Maley si colab., 1989, Robbins si colab., 1984), care poate indica
pozitia exacta a glicozilarii. Digestia cu PNGase F indeparteaza intreaga secventd a
glicanului atasat, prin hidroliza legaturii N-glicozidice cu transformarea asparaginei in
acid aspartic (Maley si colab., 1989). Ca urmare PNGase F este o amidaza, care

transforma situsurile asparaginelor ocupate in acid aspartic, rezultdnd o crestere a masei
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lantului polipeptidic cu 0.98 Da fatd de secventa genomica. Aceastd diferentd de masa
se poate utiliza pentru a recunoaste Situsurile glicozilate, prin identificarea secventelor
care contin aceasta modificare. Proteinele rezultate in urma digestiei cu Endo H au fost
separate prin electroforeza in gel de poliacrilamida, iar apoi supuse proteolizei cu
tripsina. Similar, proteinele tratate cu PNGase F au fost separate folosind electroforeza
in gel de poliacrilamida, iar apoi supuse proteolizei cu chimotripsina. Peptidele din
ambele probe au fost extrase si analizate prin cromatografie de lichide cuplata cu
detectie prin spectrometrie de masa. Analiza instrumentald a urmarit utilizarea unor
tehnici multiple de fragmentare a peptidelor, astfel incat sa poata fi identificate si
caracterizate toate situsurile de glicozilare ale tirozinazei. Probele supuse digestiei cu
Endo H, care ar trebui sd contina un rest HexNAc la fiecare asparagina glicozilata au
fost analizate utilizdnd o metoda cu fragmentare ETD declansata ca urmare a detectiei
n 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 si colab., 2012).
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Figura 5. Strategia de achizitie a datelor MS pentru analiza glicozilirii tirozinazei.
Tirozinaza umana a fost purificata folosind cromatografia de afinitate din continutul proteic al
celulelor A375 ce exprima stabil tirozinaza. Proba purificata a fost impartita in doua si tratata
fie cu Endo H fie cu PNGase F pentru indepartarea glicanilor. Probele tratate cu Endo H au fost
supuse digestiei in gel cu tripsina, iar probele tratate cu PNGase F au fost supuse proteolizei in
gel cu chimotripsind pentru caracterizarea situsurilor N161 si N371. In functie de proba, a fost
folosita fie fragmentarea bazata pe disocierea prin coliziune cu energie inalta HCD (higher
collisional dissociation) a peptidelor (pentru probele supuse digestiei cu PNGase F), fie
fragmentarea HCD si conditional ETD (pentru probele supuse digestiei cu Endo H).
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Metoda de achizitie a presupus fragmentarea fiecarui ion detectat cu sarcina +2 sau mai
mare folosind HCD (Olsen si colab., 2007). A fost aleasa fragmentarea HCD, deoarece
in fragmentarea tip CID cu detectie in trapa liniara a fragmentelor rezultate, ionii
oxonium nu sunt detectati de cele mai multe ori ca urmare a limitarii domeniului de
scanare m/z in functie valoarea m/z a precursorului (Schwartz si colab., 2002, Yang si
colab., 2009). Totusi a fost realizatd o a doua injectie, replicat in care au fost utilizate
tehnicile de fragmentare CID si ETD. Peptidele chimotriptice au fost analizate folosind
atat fragmentarea HCD cat si fragmentarea CID, nefiind necesara fragmentarea ETD
deoarece a fost urmarita identificarea unei modificari de masa a situsurilor de
glicozilare, care este detectabild prin ambele metode. Pe langa identificarea situsurilor
de glicozilare, analiza datelor a presupus si determinarea ocupantei fiecarui situs, prin
utilizarea curentului de ioni extras pentru fiecare secventa modificata. In acest sens au
fost considerate peptidele rezultate in urma digestiei cu Endo H identificate ca
aparagina neglicozilata, asparagina glicozilata (modificata cu HexNAc) sau asparagina
deamidata (transformata in acid aspartic). Pentru probele supuse digestiei cu PNGase F
au fost considerate doar formele asparaginei nemodificate sau deamidate. Controlul
identificarilor fals pozitive a fost mentinut prin acceptarea a maximum 5 % identificari
posibil fals pozitive in setul final. Totusi pentru a caracteriza cele 7 situsuri de
glicozilare identificate au fost pastrate 2 spectre MS/MS ce corespund unor peptide
derivate de la tirozinaza care contin doua situsuri de glicozilare, dar care au avut un scor
de identificare sub pragul de 5 %. Spectrul de fragmentare corespunzator secventei
AAN*FSFR (unde * si caracterul bold indica asparagina glicozilatd) a fost analizat si
validat manual (Figura 6). Pentru aceasta secventa aproape toti ionii seriei y au fost
identificati. Pe 1anga acest lucru si acuratetea masei peptidei identificate a fost la nivelul
de parti per milion (ppm). De remarcat este identificarea ionului oxonium al HexNAc la
m/z 208, ion specific peptidelor glicozilate. O posibild explicatie pentru scorul mai mic
obtinut de cétre acest spectru de fragmentare este legat de lungimea secventei peptidice,
fiind cunoscut faptul ca peptidele scurte sunt penalizate la calcularea scorului in
SEQUEST (Eng si colab., 1994). Acest lucru ar putea explica si identificarea ionului
oxonium in fragmentarea CID, deoarece n mod normal acesti ioni sunt mai greu de

identificat in astfel de fragmentari (Yang si colab., 2009).
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HexNAc modification of TYR N337
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Figura 6. Spectrul de fragmentare CID al peptidei AANFSFR HexNAc modificata
corespunzitoare Situsului N337 din tirozinaza umana.
Se poate observa ci aproape toti ionii y'/y"" sunt detectati, precum si ioni b*. lonul diagnostic

de la m/z 208, care corespunde ionului oxonium al HexNAc, confirmad modificarea acestei
secvente.
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Toate aceste observatii au condus la includerea acestui spectru de fragmentare in setul
de date analizat. Un alt spectru de fragmentare cu scor mai mic fata de cel
corespunzator pragului de 5 % este cel al secventei ESWPSVFYN*R (unde * si
caracterul bold indica asparagina modificatd). Similar secventei precedente acuratetea
masei a fost de ordinul ppm, iar aproape toti ionii seriei y si cinci ioni consecutivi ai

seriei b au fost identificati (Figura 7).

Deamidation modification of TYR N86
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Figura 7. Spectrul de fragmentare CID al secventei deamidate ESWPSVFYNR,
corespunzitoare primului situs de glicozilare al tirozinazei umane.

Se poate observa ca aproape toti ionii seriei y sunt identificati precum si cinci ioni consecutivi ai
seriei b.
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Ambele secvente au fost identificate folosind fragmentarea tip CID cu detectie in
regiunea trapei liniare a instrumentului.

Analiza probei digerata cu Endo H, continand peptidele triptice ale tirozinazei, a dus la
confirmarea situsurilor N86, N111, N230, N290 si N337 (Figura 8) ca fiind glicozilate.
Nu au fost identificate peptide triptice continand situsurile N161 si N371. Totusi,
evaluarea probelor tratate cu PNGase F a condus la identificarea peptidelor
chimotriptice continand aceste situsuri, sub forma deamidata, indicand faptul ca acestea
sunt glicozilate (Figura 8).

Analiza tuturor probelor a condus la identificarea tirozinazei cu o secventa de acoperire
de aproximativ 64 %, fiind identificate peptide acoperind aproape toata secventa
proteinei.

Peptidele din secventa N-terminala clivabila si din domeniul transmembranar nu au fost
identificate. Distributia spectrelor de fragmentare identificate ca fiind secvente asociate

tirozinazei nu a relevat diferente majore intre peptide si glicopeptide Figura 8.
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Figura 8. Analiza glicozilarii tirozinazei umane in celulele de melanom A375 folosind
spectrometria de masa.

Celulele de melanom A375, care exprima stabil intreaga secventa a tirozinazei umane, au fost
lizate iar proba rezultata a fost supusa purificarii folosind cromatografia de afinitate. Elutia a
fost impartita si supusa digestiei folosind doud glicozidaze separat, iar proteinele rezultate au
fost separate prin electroforeza in gel de poliacrilamida. Digestia proteinelor in gel a fost
realizata folosind tripsind sau chimotripsind (in functie de glicozidaza utilizatd) pentru a
caracteriza toate situsurile de glicozilare. Se poate observa ca majoritatea situsurilor au fost
caracterizate folosind digestia cu Endo H si tripsina.

Utilizand valorile curentului de ioni extras pentru toate formele peptidelor tirozinazei,
care contin situsurile de glicozilare, predictiile bazate pe secventa de aminoacizi a

proteinei precum si rezultatele publicate anterior in literatura de specialitate, a fost
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estimata ocupanta celor 7 situsuri de glicozilare Tabelul 1. Rezultatele au aratat ca
situsul trei si situsul cinci sunt partial ocupate in cazul tirozinazei umane exprimate in
celulele de melanom A375. Acest lucru a fost sugerat si de predictiile realizate folosind
NetNGlyc. Rezultatele sunt in acord cu experimente realizate anterior, care sugerau
ocupanta partiald sau chiar lipsa glicozilarii pentru situsul trei si glicozilare pentru N86,
N111, N230, N337 si N371. Desi in tirozinaza de soarece situsul din pozitia 111 nu este
ocupat (Branza-Nichita si colab., 2000a), studii recente au indicat ca in secventa umana

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

Tabelul 1. Analiza LC-MS a ocupantei situsurilor de glicozilare apartinand tirozinazei
umane Tn celulele de melanom A375.

Tirozinaza purificatd prin cromatografie de afinitate a fost supusa digestiei cu Endo H, separata
prin electroforeza in gel de poliacrilamida, iar apoi supusa proteolizei cu tripsina. Peptidele
rezultate au fost extrase si analizate folosind LC-MS/MS. Curentul de ioni corespunzator
formelor peptidelor modificate cu HexNAc, demidate sau nemodificate a fost folosit la
determinarea ocupantei. Pentru situsurile N161 si N371, tirozinaza purificata prin cromatografie
de afinitate a fost supusa digestiei cu PNGase F, separata prin SDS-PAGE si supusa proteolizei
n gel folosind chimotripsina. Ocupanta acestor situsuri a fost estimata folosind curentul de ioni
extras pentru formele deamidate si cele nemodificate ale situsurilor de glicozilare. Pe langa
acest lucru au fost luate Tn considerare si predictiile NetNGlyc
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc). Doua dintre situsuri au fost gasite ca fiind partial
ocupate. Cu rosu sunt marcate asparaginele identificate ca fiind glicozilate.

|Pozitia |Predic§ie |Experimenta| |Secven;a peptidei | Secventz'1|
N86 ++ Glicozilat ESWPSVFYNR Triptica
N111 ++ Glicozilat FGFWGPNCTER Triptica
N161 - Partial GQMKNGSTPMFNDINIY Chimotriptica
N230 ++ Glicozilat LTGDENFTIPYWDWR Triptica
N290 - Partial LEEYNSHQSLCNGTPEGPLR Triptica
N337 + Glicozilat AANFSFR Triptica
N371 ++ Glicozilat MNGTMSQVQGSANDPIF Chimotriptica
Legenda:
Situsuri glicozilate: Situsuri neglicozilate:
+ Potential > 0.5 - Potential < 0.5
++ Potential > 0.5 -- Potential < 0.5

--- Potential < 0.32
+++ Potential > 0.75

++++ Potential > 0.90
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Identificarea tirozinazei recombinante si a unor secvente derivate ale acesteia cu
potentiale aplicatii in imunoterapie

Identificarea tirozinazei recombinante prin analiza MS a unor fractii purificate prin
cromatografie de afinitate

Tirozinaza de soarece a fost exprimata in E. Coli si purificata folosind cromatografia de
afinitate. Fractiile colectate au fost analizate prin cromatografie de lichide cuplatd cu
spectrometria de masa, pentru confirmarea secventei proteinei si estimarea puritatii
fractiilor, in vederea unei posibile utilizari ulterioare ca antigen in melanom. Fractiile au
fost analizate folosind o metoda automatizata tip data-dependent, iar spectrele
achizitionate au fost analizate folosind algoritmul SEQUEST. Rezultatele au relevat
copurificarea chaperonului GroEL alaturi de tirozinaza, care a fost identificata in cinci
din cele sase fractii analizate cu o secventa de acoperire Intre 40.78 % si 70.00 %.
Metoda de purificare si rezultatele acestei analize au fost publicate (Chiritoiu si colab.,

2015).

Identificarea unor potentiali noi epitopi ai tirozinazei in melanom prin spectrometrie de
masd

Analiza MS a elutiilor acide din celulele de melanom A375 care supraexprima
tirozinaza umana, a condus la identificarea peptidului EEYNSHQSL, corespunzator
secventei de aminoacizi 280-288 a tirozinazei. Pentru confirmarea identificarii a fost
analizat, in conditii similare, peptidul sintetizat chimic. In vederea validarii identificarii
au fost luate in considerare caracteristici precum timpul de retentie, masa si valoarea
m/z, sarcina ionilor precursori precum si spectrul de fragmentare CID al peptidului
standard si al ionului regésit in proba analizata. Analiza unei probe obtinuta similar din
elutia celulelor A375, tirozinazo-negative nu a relevat existenta unui ion cu aceleasi
caracteristici. Secventa a fost identificata si in probele obtinute prin imunoprecipitarea
HLA I si a peptidelor asociate acestuia cu anticorpul W6/32. Acelasi experiment a
condus la identificarea secventelor LEEYNSHQSL si LLMEKEDYHSL, derivate de la
tirozinaza. Toate aceste secvente au fost recent descrise intr-un studiu ce a urmarit
analiza peptidelor asociate HLA | in melanom (Gloger si colab., 2016). Studii ulterioare
urmeaza sa stabileasca daca aceste sevente derivate de la tirozinaza se pot folosi in

imunoterapie.
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CONCLUZII

Aceasta lucrare isi propune, Tn prima parte, identificarea si caracterizarea unor
complexe proteice cu functionalitate in ERAD si implicatii in controlul calitatii plierii
proteinelor.

Tn partea a doua m-am concentrat asupra investigarii tirozinazei — un model clasic al
glicoproteinelor, folosita in laboratorul in care am lucrat pentru investigarea
evenimentelor din reticulul endoplasmic — prin analiza glicozilarii acesteia in melanom

si identificarea unor potentiale noi secvente antigenice, derivate de la aceasta.

Implementare metodologica si dezvoltare

Pentru a atinge obiectivele principale mentionate mai sus am depus un efort
semnificativ in dezvoltarea si implementarea unor protocoale axate pe analiza prin
spectrometrie de masa, care includ si tehnici complementare din biochimie analitica si
preparativa, biologie moleculara, analiza computationala si statistica etc.

O parte din rezultatele obtinute in aceasta lucrare au fost publicate sau se afla inca sub
review, cu aplicatii ale spectrometriei de masa precum: identificarea unor compusi de
sinteza sau a unor oligozaharide, (P5-P11), identificarea proteinelor in analiza tip
bottom-up din fractii purificate prin cromatografie de afinitate (P2, P4), analiza
glicozilarii proteinelor, a peptidelor asociate HLA I si a interactiilor tip proteina-

proteina (P1, P3).

Rezultate obtinute privind complexele functionale ERAD
Principalele rezultate obtinute asupra acestei teme investigate sunt descrise pe scurt

astfel:

o Pentru identificarea proteinelor asociate cu EDEM 2 in ERAD, am optimizat
cateva aspecte-cheie ale protocolului AP-MS. Mai mult, pentru a creste confidenta
rezultatelor obtinute am folosit doud metode de analiza a datelor: SAINTexpress care
foloseste distributia numarului de spectre in tandem asociate unei proteine si QUBIC

care foloseste o metoda bazata pe curentul de ioni asociat unei proteine.
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J Rezultatele obtinute aratd ca EDEM 2 este asociat cu o serie de proteine
rezidente Tn reticulul endoplasmic, implicate in pliere, ERQC dar si ERAD, ceea ce

pozitioneaza EDEM 2 la intersectia sortarii proteinelor in reticulul endoplasmic.

o O parte dintre aceste proteine asociate au fost validate folosind metode
biochimice, aldturi de controale pozitive si negative iar pentru prima data este propus un

draft al hartii de interactii pentru EDEM 2, in melanom.

o Asocierea EDEM 2 cu alti membrii ERAD are ca rezultat formarea unor
complexe proteice functionale care trimit spre degradare proteinele incomplet pliate,
lucru aratat prin experimentele functionale, experimente care indica si o posibila reglare

intre componentele ERAD.

o EDEM 2 se poate degrada folosind aceeasi cale, observatie bazata pe
experimentele folosind inhibitori de proteazom, care au aratat o crestere a nivelului

intracelular al acestei proteine.

Rezultate privind glicozilarea tirozinazei si analiza epitopilor acesteia
Principalele concluzii privind partea a doua a acestei lucrari sunt sintetizate in

continuare:

. n linia A375, tirozinaza umani este neuniform N-glicozilata. Cinci din cele 7
situsuri de glicozilare sunt ocupate, in timp ce situsurile 3 si 5 sunt doar partial ocupate.
Rezultate au fost confirmate si in experimentele cu MG132 in care PNGase F
intracelular transforma Asn glicozilate Tn Asp. Aceste rezultate arata pentru prima data

ocupanta situsurilor de glicozilare a tirozinazei umane Th melanom.

° Experimentele de spectrometrie de masa au aratat cd ambele methionine (M3 si
M374) ale epitopului Tyrsgg-377 Sunt oxidate, iar acest lucru poate avea un impact major

asupra recunosterii epitopului de catre sistemul imunitar.
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o Analiza cinetica prin HPLC a aratat ca cele mai stabile forme ale epitopului
Tyrase-377 SUNt formele sulfoxid. Aceastd observatie a fost concretizatd intr-o metoda
specifica pentru analiza cantitativa a acestui epitop in diverse linii celulare derivate de la

pacienti cu melanom.

. In aceasta lucrare este descrisa analiza MS a unei secvente peptidice derivate de
la tirozinaza umana, secventa identificata in cateva linii celulare de melanom. Secventa
este asociatda HLA 1, lucru ce sugereaza posibilitatea utilizarii acesteia in imunoterapie.
Este descrisa identificarea prin spectrometrie de masa si a altor secvente derivate de la

tirozinaza, inclusiv identificarea tirozinazei recombinante purificate prin cromatografie

de afinitate, toate acestea avand potentiale aplicatii in tratamentul melanomului.
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