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64 ANTICORPI POLICLONALI ANTI-DOPACROM TAUTOMERAZA UMANA

(57) Rezumat:

Prezenta inventie se referd la anticorpi policlonali
obtinuti fatd de unul sau mai multi epitopi prezenti in
proteina dopacrom tautomeraza (DCT) umana, si la
utilizari ale acestor anticorpi policlonali Tn detectarea
proteinei DCT in probele biologice, cu aplicatie in
biologia celulara si moleculara a sistemului pigmentar
si nervos normal si patologic, medicina de laborator,
oncologie. Anticorpii anti-DCT, obtinuti prin imunizarea
unui mamifer cu proteina recombinanta de fuziune
DCT?*°_His, au capacitatea de a se lega specific la
unul sau mai multi epitopi din DCT umana, de a reac-
tiona specific cu glicoforme ale proteinei DCT sau
fragmente glicozilate, partial glicozilate sau neglico-
zilate, derivate de la DCT, de a reactiona specific cu
proteina DCT in lizate celulare, prin tehnicile Western
blot, de imunoprecipitare si de imunofluorescenta, de a
reactiona specific cu proteina DCT in preparate histo-
logice, prin tehnica de imunohistofluorescenta, de a
reactiona specific cu proteina DCT in preparate
anatomopatologice, prin tehnica de imunohistochimie.

Examinator. biolog TENEA GABRIELA

Produsul conform prezentei inventii poate fi utilizat
pentru diagnosticarea oricarei maladii tumorale si boli
autoimune n care este implicatéd DCT, pentru evaluarea
DCT ca marker tumoral, pentru explorarea proceselor
din sistemul nervos si a mecanismelor de rezistenta la
stresul fiziologic sau terapeutic al celulelor tumorale in
care este implicatéa DCT.
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Inventia se refera la anticorpi policlonali obtinuti fatd de unul sau mai multi epitopi (deter-
minanti antigenici) prezenti in proteina dopacrom tautomeraza (DCT), si utilizarea acestor
anticorpi policlonali in detectarea proteinei DCT in probe biologice (celule, lizate celulare, prepa-
rate histologice), in scop de diagnostic, terapie, studii de cercetare la nivel molecular ale proce-
selor din anumite tipuri de celule ale sistemului pigmentar si nervos, normale si transformate.

Domeniile la care se referd aceasta inventie sunt: biologia celulara si moleculara a siste-
mului pigmentar si nervos normal si patologic, medicina de laborator (diagnosticul anatomopa-
tologic al unor tumori de melanom si/sau gliom), oncologie (terapia anti- melanom si/sau anti-
gliom).

Sunt cunoscuti anticorpi policlonali fata de DCT ce recunosc doar anumite secvente fie
din domeniul N-, fie din C-terminal ale polipeptidei DCT, acestia fiind comercial accesibili sau
obtinutiin laboratoare de cercetare, aga cum indicé studiul publicat de Virador si colab. (2001),
in Pigment Cell Res 14, 289-297, si Romero si colab. (1994), in J Cell Sci, 107, 1095-1103.
Toti acesti anticorpi recunosc secvente relativ scurte (maximum 150aa) din structura DCT, ceea
ce poate limita detectia proteinei. In cazul specimenelor histologice in care expresia antigenelor
melanozomale este scazutd, sunt preferati anticorpii policlonali ce recunosc epitopi multipli in
proteina. In plus, fiecare dintre acesti anticorpi poate fi utilizat doar in cadrul unui numar de 1
(una) pana la maximum 3 (trei) tehnici sau proceduri de laborator.

Dopacromtautomeraza (DCT) este proteina a carei expresie este codificatéd de gena
localizata pe cromozomul 14 la soarece (Jackson si colab., EMBO J 11, 527-535 (1992)) si
pe cromozomul 13932 la om (Sturm si colab. Genomics 21, 293-296, (1994)). Este bine docu-
mentatd expresia DCT in melanocite, celulele producatoare ale pigmentului de melanina
prezente in epiderma, foliculii pilosi, retina, choroida si urechea interna. in dezvoltarea embrio-
nard, DCT este unul dintre markerii de expresie timpurii, detectati in melanoblaste si melanocite.
Un studiu recent, efectuat de Jiao si colab. in Developmental Biol. 296, 396, (2006), a aratat
ca expresia DCT se coreleaza cu neurogeneza in dezvoltarea embrionara, si ca DCT
controleaza proliferarea si migrarea celulelor neurale progenitoare.

Functiile biologice ale DCT in celulele sistemului pigmentar normal $i patologic

DCT-DCT, cunoscuta si sub denumirea de TRP-2, este un membru al familiei tirozina-
zelor (Tyrosinase Related Proteins), compus din tirozinaza TRP-1 si TRP-2, proteine ce contro-
leaza cile de sinteza ale melaninelor in melenocite. in calea melanogenetica DCT catalizeaza
reactia de tautomerizare a Dopacrom (un intermediar rezultat din DOPAquinona, produs in
urma activitatii tirozinazei asupra tirozinei), la acidul dihidroxindolcarboxilic (DHICA). DHICA
este precursorul melaninelor de culoare bruna, cu solubilitate crescuta si greutate moleculara
mica. Studii aditionale semnaleaza implicarea DCT in controlul unor procese celulare cum ar
fi medierea contactelor intercelulare, cresterea, morfologia si imbatranirea celulara.

in conditii patologice, melanocitele pot reprezenta tinta destructiei autoimune, cum este
cazul in vitiligo, sau pot evolua catre o proliferare necontrolata, transformandu-se in celule de
melanom. Atat in vitiligo, cat si in melanom a fost detectat un raspuns imun umoral (Kemp si
colab., Clin Exp Immunol 109, 495-500, (1997)) si celular fatd de DCT (Khong si colab. J
Immunol. 168,951-956, 2002; Tang, Cancer iImmunol Immunother 56, 319-329, 2007)). DCT
este exprimata si in celulele de gliom. La pacientii cu gliom, un tip de cancer care deriva din
transformarea celulelor gliale si ce are foarte multe caracteristici comune cu melanomul, au fost
identificate celule T citotoxice specifice fatd de DCT. Astfel, rezultatele publicate de Liu si
colab. in Oncogene 24, 5226-5234 (2005), demonstreaza ca DCT reprezintd un candidat
atractiv in elaborarea de noi terapii imunologice anti-melanom sau anti-gliom.
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Cea mai recent semnalata functie a DCT in patofiziologie, sustinuta prin rezultatele
publicate de Nishioka si colab. (1999), Melanoma Res 9, 433-443; Pak si colab. (2000),
Melanoma Res 10, 499-505; Chu si colab (2000), Oncogene 19, 395-402; Pak si colab.
(2004), Oncogene 23, 30-38; Michard si colab. (2008), Free Radic Biol 44, 1023-1031, este
aceea de mediator al unei cai prin care celulele tumorale sunt rezistente la stresul fiziologic sau
la cel indus in urma tratamentului cu agenti chemo- si radio-terapeutici. S-a aratat ca acest
mecanism este legat de activitatea enzimatica a DCT, si depinde in totalitate de integritatea
centrului sau catalitic activ. Transformarea de catre DCT a derivatilor quinonici, rezultati in calea
de sinteza a melaninelor, in produsi cu toxicitate scazuta explica rolul protectiv al DCT asupra
melanocitelor sau celulelor de melanom. Avand in vedere ca DCT se exprima atat in melano-
cite, cat siin celulele neuronale, cét si faptul ca intermediarii qunionici toxici rezultati din sinteza
catecolaminelor in neuroni sunt, prin analogie structurald, posibile substraturi pentru DCT,
actiunea protectiva a DCT ar putea functiona si pentru celulele sistemului nervos.

DCT in evaluarea leziunilor melanocitice.

Melanomul malign este unul dintre cele mai agresive forme de cancer, care debuteaza
printr-o proliferare necontrolata a melanocitelor din stratul bazal al epidermei, si cuimineaza cu
popularea organelor distale (ficat, plaman, creier) cu celule de melanom. Diversitatea morfo-
logicad a melanomului malign necesitd adesea diagnosticarea pe baze imunohistochimice.
Printre mecanismele dezvoltate de celulele de melanom in timpul progresiei tumorale este si
aceeade ainduce scaderea expresiei proteinelor melanozomale, care sunt si antigene tumorale
(Le Poole si colab., Am J Pathol, 160, 521-528 (2002)). Acest eveniment reprezintd un
impediment atat in recunoasterea si eliminarea tumorii de catre sistemul imun, cat si in
diagnosticarea corecta a maladiei. Nu sunt cunoscute mecanismele prin care, in diverse tipuri
de melanom si stadii ale acestuia, expresia unor proteine melanocitice scade, iar a altora nu.
in plus, mai exist& si diferente de expresie ale acestor proteine la nivel individual al subiectilor
cu melanom, care complica si mai mult diagnosticarea maladiei. Astfel, in pofida unui numar
extrem de mare de proteine exprimate specific in melanom sau in stadii de progresie ale
acestuia, nu existd un consens in ceea ce priveste diagnosticarea melanomului utilizdnd o
anumit& configuratie de markeri moleculari. in ultimul timp se practica pe scara tot mai larga uti-
lizarea asa-numitelor “melanoma cocktails”, ce reprezintd un amestec de anticorpi care permite
detectarea simultana intr-un preparat histologic a cat mai multe antigene specifice. Un astfel
de exemplu este amestecul format din 2 clone anticorpi (DT101 si BC199) care detecteaza
proteina MART, o clona care detecteaza tirozinaza (T311) si o clona care detecteaza proteina
HMBA45.

Studiile publicate de Orlow si colab. (1995) in Proc. Natl. Acad.Sci USA 92, 10152-56,
arata ca, spre deosebire de alte proteine melanozomale, nivelul de expresie al DCT este
mentinut in decursul progresiei tumorale, mai ales in melanoamele amelanotice (lipsite de pig-
ment), sugerand ca DCT ar putea fi un antigen specific si sensibil pentru diagnosticul acestui
tip de melanom. Cu toate acestea, nu existd, pana in prezent, studii consistente care sa sta-
bileasca importanta acestei proteine in evaluarea leziunilor melanocitice.

In concluzie, Dopacromtautomeraza este o proteina cu functii biologice multiple in fizio-
logia normala a melanocitelor si a celulelor gliale, cét si in patofiziologia celulelor transformate
ce deriva din acestea, celulele de melanom si gliom. in plus, informatiile recente despre impli-
carea DCT in dezvoltarea si fiziologia celulelor neuronale extind ariile de interes ale acestei
proteine.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in detectarea proteinei DCT intr-un
numar de 5 teste de laborator, diagnosticarea sau terapia unor maladii in care este implicata
DCT, studiul proceselor biologice in care este implicatd DCT inlocuind antiseruri similare
comercializate din import.
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Anticorpii anti-DCT prezentati in aceasta inventie au capacitatea de a se lega specific
la unul sau mai multi epitopi din secventa de aminoacizi aa27-aa439 a SECV. NR1, din DCT
umana. Anticorpii se obtin prin imunizarea unui mamifer cu proteina recombinanta de fuziune
DCT#“**-His.

Avantajul prezentei inventii consta in faptul ca detectarea DCT la nivel de proteina este
bazata pe recunoasterea sa specifica de catre anticorpi.

in continuare, sunt descrise cateva exemple de realizare a inventiei in legatura cu
urmatoarele figuri:

- fig. 1 - reprezentarea schematica a polipeptidei DCT. De la capatul C-terminal, coada
citoplasmatica (Cyt), domeniul transmembranar (TM) si domeniul luminal cu doua situsuri de
legare a metalului (Me), 15 resturi de cisteina si 7 situsuri potentiale de N-glicozilare. Secventa
de aminoacizi 27-439, din domeniul luminal al DCT, a fost clonata in vectorul pHAT-2 si folosita
la obtinerea antiserului anti-DCT,;

- fig. 2 - analiza proteinei recombinante DCT*****°. Proteina recombinantd DCT?**%%,
exprimata in bacterii $i purificatéd pe Ni-NTA-agaroza, a fost analizata in SDS-PAGE prin colo-
ratia cu Coomassie (a, b) si prin Western blot (c) cu anticorpi anti-TRP-2 (D18);

- fig. 3- analiza anticorpilor anti-DCT. Titrul si specificitatea anticorpilor anti-DCT obtinuti
intimpul a4 imunizari (a-e) cu DCT?#*%* au fost testati prin Western blot, folosind lizate celulare
de melanom (MJS si SKMel28), comparativ cu antiserul anti-TRP-2 (D18) (f, g). Celulele HEK
au fost utilizate ca si control negativ;

- fig. 4 - detectarea DCT in lizate celulare de melanom cu anticorpi anti-DCT in Western
blot. Lizate celulare diferite au fost separate in SDS-PAGE (conditii reducatoare) si gelul a fost
transferat pe membrana de nitroceluloza; dupa blocare, membrana a fost incubata cu anticorpi
anti-DCT, cu IgG de capra anti-iepure-HRPO si, in final, cu reactiv ECL;

- fig. 5 - detectarea DCT in celule de melanom cu anticorpi anti-DCT prin imunoprecipi-
tare. Celulele MJS si HEK (control negativ) au fost marcate cu [*°S]metionina/[*°S]cisteina timp
de 30 min, si urmarite pentru timpii indicati in figurd. DCT a fost imunoprecipitata din lizatul
celular cu anticorpi anti-DCT, si imunocomplexele au fost capturate pe Protein A Sepharose.
DCT afost eluata in conditii reducatoare, separata in SDS-PAGE si vizualizata prin autoradio-
grafie;

- fig. 6 - detectarea DCT in celule de melanom cu anticorpi anti-DCT in imunofluores-
centa. Celulele au fost crescute 24 h pe suporturi de sticla standard. Celulele au fost fixate,
permeabilizate si incubate alternativ cu: anticorpi anti-hDCT (a, b, e, f, g), cu anti-TRP-2 (D18)
(Santa Cruz) (c), cu anti-Pep8 (d) urmate de incubarea cu IgG capra anti-iepure Alexa Flour 488
(a, b, e f q),lgG magar anti-capra Alexa Fluor 594 (c), sau IgG capra anti-iepure Alexa Fluor
488 (d) (1: 400) si montate in reactiv ProLong Gold antifade cu DAPI;

- fig. 7 - expresia DCT, analizata cu anticorpi anti-DCT in specimene reprezentand dife-
rite stadii de melanom prin imunohistofluorescenta (IHF). Au fost testate cazuri de nev displazic
(a, b), melanom malign extensiv in suprafata (c, d), melanom malign nodular acromic (e, f) si
melanom acral lentiginos (g, h). Probele au fost incubate simultan cu anticorpi anti-DCT si T311
(pentrutirozinaza). DCT si tirozinaza au fost detectate cu IgG capra anti-iepure Alexa Fluor 594
(rosu), si cu IgG capra anti-soarece Alexa Fluor 488 (verde), iar nucleele, cu reactiv ProLong
Gold antifade cu DAPI (albastru) (a-h);

- fig. 8 - expresia DCT, analizatad cu anticorpi anti-DCT in specimene reprezentand
diferite stadii de melanom prin imunohistochimie (IHC). Probele (a-e) au fostincubate secvential
cu anticorpi anti-DCT, 1gG anti-iepure biotinilat, streptavidina cu peroxidaza si, in final, cu DAB.
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Abrevieri: SFV - Ser fetal de vitel; SDS-PAGE-sodium dodecylpolyacrylamide (electro-
foreza in gel de poliacrilamida in dodecilsulfat de sodiu); ASB - albumina serica bovina; TC -
temperatura camerei; PBS - tampon fosfat salin, Phosphate Buffer Saline, TBS - tampon fosfat
salin, Tris Buffer Saline, DAB-diaminobenzidina.

Linii celulare si specimene histologice:

B16F1, B16F10 linii de melanom murin (ATCC nr acces crl-6323 si, respectiv, CRL-
6475); MelJuso (MJS) linie de melanom uman primar (ATCC nr. acces ACC72); SKMel28 - linie
de melanom uman metastatic (ATCC nr. acces HTB-72). Melanocite normale embrionare
umane (NHEM) (ATCC). Liniile celulare HEK (Human Embrionic Kidney - celule embrionare de
rinichi) si HeLa (celule tumorale de cancer de endometru) au fost donate de Dr. E. Condac - din
colectia Facultatii de Biologie, Universitatea Bucuresti. Preparatele analizate prin imunohisto-
chimie siimunohistofluorescenta au reprezentat specimene de melanom malign uman provenite
de la Departamentul de Patologie al Spitalului Universitar Colentina, Bucuresti. Fragmentele
tumorale incluse in parafind au fost procesate conform procedeelor standard din practica de
rutind a acestui departament. Celulele BL21 trx RIL si XL1 blue competente (Stratagene).

Culturi celulare: celulele au fost cultivate in mediu RPMI 1640 (EuroClone), cu 10% SFV
(Biochrome), 50 unitati/ml penicilind, 50 mg/ml streptomicind suplimentat cu aminoacizi
neesentiali si piruvat de sodiu (Gibco).

Anticorpi si reactivi: Anti-TRP-2 (D18), T311 (anti-tirozinazd umana) (Santa Cruz
Biotechnologies); 1gG capra anti-iepure-Alexa Fluor 594, IgG capra anti-soarece-Alexa Fluor
594, IgG magar anti-capra-Alexa Fluor 488, ProLong Gold reactiv cu DAPI (Invitrogen
Molecular Probes). IgG capra anti-iepure-HRPO si IgG méagar anti-capra-HRPO, HEPES,
CHAPS, L-metionina, medium RPMI 1640 fara metionina si cisteina, paraformaldehida, ASB,
Tween-20, saponina, IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside), imidazol (Sigma Aldrich);
lapte degresat pudra (Sainsbury’s), kit ECL (Amersham); suporturi sticla pentru imunofluores-
centd (VWRInternational), cocktail de inhibitori de proteaze (Complete ™ ) (Roche), [*S]
metionind/[*°S]cisteind (MP Biomedicals Inc.CA, US); Ni-NTA-agarose (Qiagen), Cytofix/
Cytoperm (BD Biosciences). Streptavidina cu peroxidaza, diaminobenzidina (DAB) de la Lab
Vision.

Continutul de proteina totala a fost determinat prin metoda Bradford (Thermo Scientific).

Plasmide, enzime de restrictie, PCMV-DCT (donatie de la Dr. S. Shibaraha, Dermal Res
Dept, POLA R&D dept. Yokohama), pHAT-2 (EMBL-Heidelberg); Ncol si Sall (New England
Biolabs).

Western Blot

Celulele testate au fost lizate in tampon 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 2 mM
EDTA, 0,5% Triton X-100, centrifugate, si supernatantul, continand intre 50...100 ug proteina
totald sau aproximativ 20 yg proteind recombinanta, a fost separat in SDS-PAGE. Dupa
transferul gelului pe membrana de nitroceluloza, aceasta a fostincubatain 5...15% lapte in PBS
peste noapte, incubata secvential la TC cu anticorpi anti-DCT (1:500...1:1,000) sau IgG capra
anti-TRP-2 (D18) (1: 250...1:500) intre 0,5...2 h, spalata cu tampon de spalare PBS continand
0,1...0,3% Tween, incubata cu anticorpi secundari IgG capra anti-iepure, marcati cu HRPO
(1:10,000-1:50,000) (pentru anti-DCT), sau cu IgG magar anti-capra (1:2000), marcati cu HRPO
(pentru D18). Dupa spalarea anticorpilor secundari, membrana a fost incubata in reactiv ECL,
si benzile au fost vizualizate prin autoradiografie.
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Marcarea metabolica si imunoprecipitarea

Un numar de celule intre 20x10?....70x10* au fost suspendate in mediu fara metionina
si cisteina, timp de 1 h, la 37°C, si incubate cu aproximativ 200 pl Ci/ml [*S]metionina/
[*°S]cisteina timp de 30 min, la 37°C. Se adauga medium RPMI ce contine 5 mM metionina
nemarcata, si se continua incubarea pentru intervalele de timp indicate (perioada de “chase”).
Celulele sunt recoltate, lizate in tampon 50 mM Hepes, pH 7,5, cu 2% Chaps, 200 mM NaCl si
cocktail de inhibitori de proteaze. Lizatele continand proteine marcate cu **S sunt imunopre-
cipitate cu anticorpi anti-DCT, si imunocomplexele sunt capturate prin incubare cu Protein A-
Sepharose peste noapte, la 4°C. Dupa spalare cu tampon 50 mM HEPES, pH 7,5, cu 0,5%
CHAPS si 200 mM NaCl, DCT este eluata in conditii reducatoare, separata in SDS-PAGE si
vizualizata prin autoradiografie.

Imunofluorescenta

Un numar de celule intre 0,5 x10%... 2 x10* au fost cultivate pe suporturi de sticla
standard timp de 24 h, fixate in 4% paraformaldehida si permeabilizate in tampon cu
0,05...0,2% saponina si 0,5...2% ASB. Celulele au fost incubate alternativ cu anticorpi anti-DCT
(1:500...1:3,000), cu anti-TRP-2 (D18) (1:200...1:500) sau cu aPep8 (1:200-1:500), timp de
20 min, la TC, spalate cu tampon 0,05... 0,2% saponina si 0,5...0,2% BSA, si incubate cu
anticorpi secundari IgG de capra anti-iepure-Alexa Fluor 488 (pentru anti-DCT), 1gG de capra
anti-iepure Alexa Fluor 594 (pentru aPep8) si IgG magar anti-capra AlexaFluor 594 (pentru
D18) (1:300...1:500). Preparatele au fost montate in reactiv ProLong Gold antifade cu DAPI, si
vizualizate cu ajutorul unui microscop de fluorescentéd Nikon Eclipse E 600. Imaginile au fost
prelucrate cu programul Adobe 7.0.

Imunohistofluorescenta (IHF) si Imunohistochimia (IHC)

Probele analizate pentru IHF au fost deparafinate dupa procedee standard, sirehidratate
in bai succesive de etanol pana la apa distilatd. Atat pentru evidentierea DCT, cat si a
tirozinazei in IHF, probele au fost incubate in tampon Tris cu EDTA, 20 min, la 97°C. Dupa
incubarea in solutie de blocare (0,2...2% ASB si 0,05...0,2% gelatind), probele au fost incubate
simultan in anticorpi anti-DCT (1:2,000...1:10,000) si T311 (1:1,000...1:1,3000), timp de 1 h la
TC. Dupa spalare, probele au fost incubate in anticorpi secundari IgG de capra anti-iepure
Alexa Fluor 594 (pentru anti-DCT) si IgG capra anti-goarece Alexa Fluor 488 (pentru T311)
(1:300...1:500), timp de 20 min, la TC, spalate si, in final, montate in reactiv ProLong Gold
antifade cu DAPI. Vizualizarea s-a facut cu ajutorul unui microscop de fluorescentd Nikon
Eclipse E 600. Imaginile au fost prelucrate cu programul Adobe 7,0. Pentru IHC, probele au fost
analizate pentru coloratii uzuale (hematoxilina&eozina) si histochimice. Dupa hidratare, au fost
efectuate urmatoarele etape: 1) spalare cu TBS pH 7,4, de 3 ori a cate 5 min; 2) fierbere in Tris
cu EDTA, 20 min, la 97°C; 3) spalare cu TBS, de 3 ori a cate 5 min; 4) inhibarea peroxidazei
endogene (Hydrogen peroxide Block, Labvision) timp de 15 min; 5) spalare cu TBS , de 3 ori
a cate 5 min; 6) blocarea antigenicitatii nespecifice cu protein block (ultra V block Lab Vision),
timp de 10 min, la TC; 7) spalare cu TBS, de 3 ori a cate 5 min; 8) incubare cu anticorpi anti-
DCT (1:2,000...1:10,000), timp de 1 h, la TC, in camera umeda; 9) spalare cu TBS, de 3 ori a
cate 5 min; 10) incubare cu anticorp secundar biotinilat anti-iepure (Ultravision detection
system); 11) spalare cu TBS, de 3 ori a cate 5 min; 12) streptavidina-peroxidaza (streptavidin
peroxidaze Lab Vision) timp de 10 min; 13) spalare cu TBS, de 3 ori a cate 5 min; 14) develo-
pare cu DAB (DAB plus substraturi, LabVision); 15)spalare cu apa de robinet; 17) colorare cu
Hemalaun Meyer, urmata de deshidratare si uscare la colorator automat.

Se dau in continuare 7 exemple de realizare a inventiei.
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Exemplul 1. Clonarea hDCT in vectorul pHAT-2

Pentru expresia fragmentului aa 27-aa 439 din domeniul luminal al DCT umane (fig. 1),
cDNA-ul ce codifica aceasta secventd, fragmentul a fost clonat in vectorul pHAT-2, pornind de
la cDNA cu intreaga secventd a DCT umane clonata in vectorul pCMV (pCMV-DCT). Plasmida
pentru expresia in bacterii a fost obtinutd prin clonarea fragmentului 27-439 obtinut prin
amplificare prin PCR din pCMV-hDCT, intre situsurile Ncol si Sall, in sensul unei secvente de
6 resturi de His, folosind urmatorii primeri: 5-AATTCCATGGGAGTCTGCATGACGGTGGACAGC
(sense) si 5-AATTGTCGACTTACTACACTGGAGGGAAGAAAGGAACCATG (antisense).
Produsul codificand secventa aa27-aa439, a fost obtinut prin aplicarea tehnicilor standard de
ADN recombinant, si confirmat prin secventiere.

Exemplul 2. Expresia, purificarea si analiza proteinei umane recombinante DC

Colonii de celule BL21 trx RIL transformate cu cDNA continand DCT?"**-pHAT au fost
crescute peste noapte si diluate. Expresia proteinei de fuziune DCT?**-His s-a realizat prin
inductie cu o concentratie de IPTG intre 0,1...0,7 mM, timp de 1...6 h. Celulele bacteriene au
fost colectate si lizate in tampon de liza (50 mM Na,HPO,, 0,3M NaCl cu 0,5M...1,0 M uree).
Lizatul bacterian a fost centrifugat si reextras in tampon de liza de céateva ori. Fractille de
supernatante au fost reunite si utilizate pentru purificarea proteinei recombinante prin afinitate
pe gel de Ni-NTA-agaroza si elutie cu 100 mM...550 mM imidazol. Proteina de fuziune DCT?%
His a fost analizatd in SDS-PAGE, prin coloratie cu Coomassie, si in Western blot, prin
imunodetectie cu antiser anti-TRP-2 (D18). Dupéa cum este aratat in fig. 2a, b, DCT***
migreaza ca o banda de aproximativ 42 kDa, ceea ce corespunde greutatii moleculare asteptate
a domeniului luminal al DCT. In plus, DCT?*° a fost imunodetectata si de antiserul anti-TRP-2
(D18) (Santa Cruz) care este descris ca specific pentru un epitop din apropierea regiunii N-
terminale (fig. 2c). Proteina DCT="** astfel purificata a fost utilizata ca agent imunizant.

Exemplul 3. Obtinerea si analiza anticorpilor anti-DCT

Aproximativ 1 mg de proteind DCT?** recombinanta purificat a fost amestecata cu 1
ml adjuvant Freund complet, si injectatda subcutanat in 6 locuri distincte, intr-un iepure.
Procedura s-a repetat de inca 3 ori, folosind adjuvant Freud incomplet, astfel: imunizarea a 2-a
si a 3-ala 2 saptamani de la cea anterioara, si a 4-a la 3 saptamani de cea anterioara. Animalul
a fost sangerat la 7 zile dupa a 2-a, a 3-a si a 4-a imunizare, si serul a fost testat pentru
specificitate in western blot. Serulimun obtinut in decursul etapelor de imunizare a fost analizat
pentru specificitatea si titrul anticorpilor anti-DCT prin Western blot folosind lizate de celule de
melanom care exprima DCT. Rezultatele prezentate in fig. 3 arata ca antiserul colectat dupa
a 4-a imunizare contine anticorpi care detecteaza specific DCT (fig. 3¢, d) similar cu antiserul
comercial D18 (fig. 3f, g) doar in celulele de melanom, nu si in celulele HEK (fig. 3e) utilizate
drept control negativ. Serul obtinut dupa a 4-a imunizare a fost utilizat in toate testele descrise
in continuare, si va fi referit in text ca “anticorpi anti-DCT”.

Exemplul 4. Detectarea specificd a DCT in lizate celulare de melanom cu anticorpi anti-
DCT prin Western blot

Pentru a determina specificitatea anticorpilor anti-DCT, s-a analizat expresia DCT in
diferite linii de melanom uman (primar - MJS si metastatic-SK28) si murin (B16F1 si B16F10),
iar celulele HEK si Hela, cunoscute ca nu exprima DCT, au fost utilizate drept control negativ.
Rezultatele prezentate in fig. 4 arata ca, in starea de homeostazie atat in celulele de melanom
murin, cat si uman (primar sau metastatic) DCT, este detectatd ca un dublet format dintr-o
banda de 69 kDa si alta de 80 kDa. Fiind cunoscut ca polipeptida neglicozilatd migreaza la
55 kDa, cele doua benzi detectate de antiserul anti-DCT reprezinta glicoforme ale DCT. Aceste
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date suntin concordanté cu cele raportate in alte studii despre DCT in celule de melanom murin
cu antiserul aPep8; in plus, acest rezultat indica faptul ca anticorpii anti-DCT detecteaza
intregul lant polipeptidic al DCT complet glicozilat, ca si antiserul aPep8 ce recunoaste epitopul
de la capatul C-terminal al polipeptidei. Nu au fost detectate in celulele HEK sau HelLa benzi
similare cu cele din celulele MJS si SK28. Anticorpii anti-DCT mai recunosc o banda nespecifica
de aproximativ 50 kDa.

Exemplul 5. Procesarea intracelularé a DCT in celule de melanom urmarita cu anticorpi
anti-DCT prin marcare metabolica $i imunoprecipitare

Tehnica de marcare metabolica, urmata de imunoprecipitare, este larg folosita pentru
studiul cailor de biosinteza a proteinelor. Procesarea DCT in celulele de melanom uman primar
MJS afost monitorizata intr-un experiment de marcare metabolica siimunoprecipitare a lizatelor
celulare la 0 h si 3 h. Asa cum se observa in fig. 5, proteina nou sintetizatda DCT migreaza la
aproximativ 62 kDa dup& 30 min de la marcarea celulelor. in decursul celor 3 h, intensitatea
benzii de 62 kD scade si apare banda de la 80 kDa, ceea ce indica procesarea gradata a
structurilor N-glicozilate din precursorul partial glicozilat de la O h, la structuri complexe.
Important de retinut este faptul ca, desi obtinut fata de proteina neglicozilata, anticorpii anti-DCT
detecteaza formele glicozilate ale DCT in solutie. Aceasta interactiune este specifica deoarece
nu apare si in celulele HEK.

Exemplul 6. Detectarea DCT in substructuri celulare de melanom cu anticorpi anti-DCT
prin imunofluorescenta

Informatii despre localizarea intracelulara a unei proteine se pot obtine prin detectarea
acesteia prin imunofluorescentd, simultan cu markeri moleculari specifici pentru comparti-
mentele celulare. Rezultatele obtinute in celulele MJS si SK28, HelLa si HEK cu anticorpii anti-
DCT au fost analizate comparativ cu cele obtinute cu antiserul anti-TRP-2 (D18) (Santa Cruz)
si cu aPep8. Asa cum se observain fig. 6, atatin celulele MJS, cat si SK28, imunofluorescenta
pentru DCT cu toate antiserurile testate este localizata in citoplasma in structuri veziculare (in
SK28) sau tubulare (in MJS). in plus, anticorpii anti-DCT detecteaza intens DCT la membrana
plasmatica in ambele tipuri de celule. Acest rezultat este asteptat deoarece anticorpii anti-DCT,
fiind obtinuti faté de aproximativ intreg domeniul luminal, ar reactiona cu ugurinta cu acesta in
eventualitatea in care proteina este traficatd la membrana plasmatica si expune portiunea N-
terminala. Un semnal difuz nespecific este detectat in celulele HEK si HelLa, precum si in linia
de melanom A375, in care atat tirozinaza, cat si TRP-1 nu sunt detectabile.

Exemplul 7. Detectarea DCT cu anticorpi anti-DCT in preparate histopatologice de
melanom prin imunohistofluorescenta (IHF) si imunohistochimie (IHC)

Pentru a valida utilizarea anticorpilor anti-DCT ca reactiv de diagnostic al leziunilor
melanocitice, s-a utilizat acest antiser pentru analiza expresiei DCT in céteva specimene de la
pacienti cu melanom cutanat prin tehnicile de IHF si IHC. Rezultatele prezentate in fig. 7 si fig.
8 arata ca marcarea DCT cu anticorpi anti-DCT prin tehnicile de IHF si, respectiv, IHC indica
o coloratie specifica reproductibild, cu interactiuni nespecifice slabe. Imunoreactivitatea acestor
anticorpi pentru DCT in cazurile de melanom malign invaziv in derm sau hipoderm apare intens
difuza sau in grupuri de celule localizate in special in dermul profund (fig. 7). in anumite celule
ale leziunii tumorale DCT si tirozinaza (detectata cu T311) colocalizeaza in melanocitele
prezente in stratul bazal (c); in aceste celule se observa clar ca DCT si tirozinaza colocalizeaza
doar in regiunea perinucleara, in vreme ce tirozinaza apare si in dendritele melanocitelor.
Interesant de notat faptul ¢a, in cazul unui nev nevocelular displazic, se observa clustere de
celule DCT pozitive si negative pentru tirozinaza (a, b). In pofida omologiei structurale, imuno-
reactivitatea observata pentru DCT si tirozinazad nu se suprapune complet in majoritatea
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probelor analizate. Aceste rezultate demonstreaza ca anticorpii anti-DCT reactioneaza specific
cu DCT. in plus, observatia ca DCT si tirozinaza sunt detectate in populatii celulare distincte,
in acelasi specimen tumoral, sugereaza ca expresia si procesarea tirozinazei si a DCT sunt
probabil controlate de mecanisme individuale specifice in progresia tumorala.

Analiza specimenelor histologice prin IHC (fig. 8) cu anticorpi anti-DCT a demonstrat o
pozitivitate intensa atat in celulele de melanom cu raspandire superficiala (MRS), cat si in cele
de melanom malign nodular (MMN). Componenta intraepidermala a MRS a fost pozitiva, dar
mai difuz& decat cea dermald invaziva. Celulele tumorale DCT-pozitive atat in MMN, cat si cele
dinfaza de crestere verticald a MRS sunt grupate in arii restranse, distribuite neuniform in masa
tumorala. in toate celulele DCT este detectata in citoplasma, iar intensitatea coloratiei este intre
2+ si 3+ pe o scara de la O la 3. Exista si o reactivitate nespecifica slaba in epiderma, in
portiunea epiteliald a anxelor cutanate (glandele sudoripare si sebacee) si in musculatura
neteda si vasele de sange. in plus, un aspect deosebit de interesant a fost acela c&, in anumite
cazuri ce nu au prezentat pozitivitate pentru markeri consacrati in diagnosticul melanomului,
HMB45 si MelanA, DCT afost detectata cu anticorpii anti-DCT, ceea ce sustine includerea DCT
pe lista markerilor de diagnostic histopatologic al melanomului si specificitatea anticorpilor anti-
DCT.

Lista de secvente:

SECV. NR.1: proteina DCT umana aa27-aa439
RVCMTVDSLVNKECCPRLGAESANVCGSQQGRGQCTEVRADTRPWSGPYILRNQDDREL
WPRKF
FHRTCKCTGNFAGYNCGDCKFGWTGPNCERKKPPVIRQNIHSLSPQEREQFLGALDLAKK
RVHP
DYVITTQHWLGLLGPNGTQPQFANCSVYDFFVWLHYYSVRDTLLGPGRPYRAIDFSHQGP
AFVTW
HRYHLLCLERDLQRLIGNESFALPYWNFATGRNECDVCTDQLFGAARPDDPTLISRNSRFS
SWET
VCDSLDDYNHLVTLCNGTYEGLLRRNQMGRNSMKLPTLKDIRDCLSLQKFDNPPFFQNSTF
SFRNALEGFDKADGTLDSQVMSLHNLVHSFLNGTNALPHSAANDPIFVVLHSFTDAIFDEW
MKRFNPPADAWPQELAPIGHNRMYNMVPFFPPVT
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Revendicari

1. Anticorpi policlonali anti-DCT, caracterizati prin aceea ca au capacitatea de a se
lega specific la unul sau mai multi epitopi din secventa de aminoacizi aa27-aa439 a SECV.
NR1, din DCT umana.

2. Anticorpi in conformitate cu revendicarea 1, caracterizati prin aceea ca se obtin
prin imunizarea unui mamifer cu proteina recombinantd de fuziune DCT?**-His.

3. Anticorpi anti-DCT, caracterizati prin aceea ca reactioneaza specific cu
glicoforme ale proteinei DCT sau fragmente glicozilate, partial glicozilate sau neglicozilate,
derivate de la DCT.

4. Anticorpi anti-DCT, caracterizati prin aceea céa reactioneaza specific cu proteina
DCT in lizate celulare, prin tehnica Western blot.

5. Anticorpi anti-DCT, caracterizati prin aceea ca reactioneza specific cu proteina
DCT in lizate celulare, prin tehnica de imunoprecipitare.

6. Anticorpi anti-DCT, caracterizati prin aceea céa reactioneaza specific cu proteina
DCT in celule, prin tehnica de imunofluorescenta.

7. Anticorpi anti-DCT, caracterizati prin aceea ca reactioneaza specific cu proteina
DCT, in preparate histologice, in amestec cu alti anticorpi, prin tehnica de
imunohistofluorescenta.

8. Anticorpi anti- DCT, caracterizati prin aceea ca reactioneaza cu proteina DCT in
preparate anatomopatologice, prin tehnica de imunohistochimie.
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