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¢4 ANTICORPI POLICLONALI ANTI-TIROZINAZA UMANA

(57) Rezumat:

Prezenta inventie se refera la anticorpi policlonali anti-
tirozinaza umana, destinati diagnosticarii si tratamen-
tului cancerului de piele. Anticorpii policlonali conform
inventiei prezinta specificitate ridicata fata de tirozinaza
umand, si capacitate redusd de interactie cu alte
proteine din familia tirozinazei si cu tirozinaza de la alte
specii decat cea umana.
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Inventia se refera la anticorpi policlonali fata de tirozinaza umana, destinati diagnos-
ticarii si tratamentului cancerului de piele, in special a melanomului malign.

Melanomul este una dintre cele mai agresive forme de cancer care se dezvolta la
nivelul pielii. Este o tumora maligna a melanocitelor, celule ce deriva din crestele neurale.
Cu toate ca majoritatea melanoamelor primare iau nastere la nivelul pielii, ele se pot gasi si
la suprafata mucoaselor sau a altor locuri la nivelul carora migreaza celule neuronale.

Melanomul este o tumora activa din punct de vedere metabolic, ce exprima si secreta
in circulatie enzime, citochine si alte molecule. Cele mai studiate molecule imunoreglatoare
sunt doud antigene de diferentiere a melanocitelor: tirozinaza si antigenul de melanom
recunoscut de celulele T, MART-1/melan-A. Tirozinaza este 0 enzima implicata in sinteza
melaninei atat in celulele de melanom, cét si in melanocite, reprezentand una dintre tintele
principale ale anticorpilor gasiti in serul pacientilor cu vitiligo si/sau melanom. Este o
glicoproteina inalt glicozilata si o metaloenzima, enzima ce contine cupru in centrul activ.

Anticorpii policlonali produsi de celulele B, ca reactie la patrunderea unui antigen in
organism, declanseaza activarea sistemului-imun, fiind utilizati in terapiile anti-tumorale, in
vederea eliminarii tumorii prin intermediul sistemului imun. Datorita specificitatii ridicate fata
de epitopi apartinand antigenului, anticorpii sunt folositi intr-o gama foarte larga de tehnici
biochimice ca reactivi de diagnostic. in particular, anticorpii sunt folositi si Tn imunohisto-
chimie, tehnica ce permite vizualizarea proteinelor sau a altor antigene la nivel tisular sau
celular.

Problema pe care o rezolva inventia de fatd este obtinerea unui produs cu
proprietatea de a reactiona ca anticorp cu antigene de tipul tirozinazei umane.

Anticorpii conform inventiei au specificitate fatd de regiunea truncata solubila a
tirozinazei umane. Acesti anticorpi pot fi utilizati pentru diagnosticul cancerului de piele, in
special a melanomului malign, pentru terapia melanomului malign si pentru identificarea
tirozinazei umane.

Avantajele aplicarii acestei inventii sunt urméatoarele:

- anticorpii descrisi in inventie recunosc tirozinaza umana “wild type” (WT), cat si
mutante truncate, intrucét sunt specifici fata de regiunea truncata solubild a tirozinazei;

- anticorpii descrisi in inventie au specificitate inalta fata de tirozinaza umana din celule
de melanom sau melanocite, si pot fi folositi in diagnosticul melanomului inimunohistochimie;

- injectarea proteinei recombinante, rezultata intr-o etapa intermediara a procedurii
de obtinere a anticorpilor, la pacienti cu melanom, poate fi folosita ca vaccin anti-melanom.

Anticorpii conform inventiei pot fi obtinuti folosind ca imunogen tirozinaza truncata la
aminoacidul 402, molecula care contine epitopii necesari recunoasterii tirozinazei umane.
Acest antigen se poate obtine folosind tirozinaza recombinanta exprimata la bacterii. Pentru
obtinerea anticorpilor policlonali se pot folosi procedee conventionale care implica imunizarea
animalelor cu tirozinaza recombinantd, si recuperarea anticorpilor din ser al animalelor
imunizate.

Anticorpii descrisi Tn aceasta inventie pot fi folositi pentru detectarea tirozinazei din
tesuturi, celule sau extracte celulare, careactivi de analizg, in scopul diagnosticarii prezentei
acestei proteine in diferite cancere de piele. in urma analizarii rezultatelor, s-a constatat o
specificitate ridicata a anticorpilor policlonali obtinuti fatd de tirozinaza. Pentru validarea
specificitatii anticorpilor, acestia au fost testati prin comparatie cu anticorpii T311. Rezultatele
au scos in evidenta o specificitate crescuta a anticorpilor policlonali fata de tirozinaza. Acesti
anticorpi policlonali pot fi folositi pentru evidentierea tirozinazei in diferite tehnici biochimice
(Western blotting, imunoprecipitare) si inimunohistochimie, cu rezultate superioare anticorpilor
monoclonali T311.
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Anticorpii conform inventiei au urmatoarele proprietati:

- specificitate inalta pentru tirozinaza umana exprimata constitutiv de celule melano-
tice sau supraexprimata in celule de melanom;

- capacitate redusa sau absenta de interactiune cu tirozinaza de la alte specii decat
cea umana;

- capacitate redusd sau absenta de interactiune cu celelalte proteine din familia
tirozinazei TRP1 si TRP2 de la om.

Se dau, in continuare, cinci exemple de realizare a inventiei, in legatura si cu fig.
1...6, ce reprezinta:

- fig. 1, secventa de nucleotide (secv. nr. 1) si aminoacizi (secv. nr. 2) a tirozinazei
TYR 402,

- fig. 2, secventa primerilor folositi pentru clonarea TYR 402,

- fig. 3, etapele de purificare a polipeptidului; electroforeza SDS-PAGE a extractului
proteic obtinut in urma etapelor de purificare: 1. lizat celular indus cu IPTG; 2. lizat celular
neindus cu IPTG; 3,4. supernatant de la separarea corpilor de incluziune; 5. lizat indus din
corpii de incluziune nesolubilizati (dupa spalare); 6. lizat neindus din corpii de incluziune
nesolubilizati (dupa spalare); 7. sni din corpii de incluziune nesolubilizati (dupa spalare); 8.
sn ni din corpii de incluziune nesolubilizati (dupa spalare); 9,10. corpi de incluziune solu-
bilizati ept sol-10. ept sol cu sds; 11. corpi de incluziune solubilizati-neindus; 12. supernatant
corpi deincluziune-indus; 13. supernatant corpiincluziune-neindus. Proteinele separate prin
SDS-PAGE au fost colorate cu Coomassie blue;

- fig. 4, caracterizarea puritatii preparatului; analiza prin SDS-PAGE si colorare cu
Coomassie blue a proteinei solubilizate din corpii de incluziune (2) si a proteinei rezultate din
ultima etapa de purificare (1);

- fig. 5, utilizarea anticorpilor pentru identificarea tirozinazei prin Western Blotting;
celule umane HEK (human embryonic kidney) au fost transfectate tranzient atat cu tirozinaza
WT (1, 3, 6), céat si cu tirozinaza truncatéd TYR 402 (2, 4, 7). Proteinele au fost apoi
transferate pe o membrana de nitroceluloza, si au fost detectate utilizand atat anticorpii T311
(1, 2), cat si cei descrigi in inventie (3 - 8) diluati 1:500 (3, 4, 5) si 1:250 (6, 7, 8). 5, 8 - lizate
de celule netransfectate;

- fig. 6, utilizarea anticorpilor pentru imunoprecipitarea tirozinazei; celule HEK,
transfectate tranzient cu tirozinaza WT, au fost marcate cu **S, pentru 30 min, imunopre-
cipitate cu anticorpii descrigi si analizate prin SDS-PAGE si autoradiografie in conditii
reducatoare (2, 4) si nereducatoare (1, 3).

Exemplul 1. Clonarea tirozinazei recombinante

cDNA-ul proteinei de interes (TYR 402, fig. 1, secv. nr. 1) a fost clonat intr-un vector
de expresie pentru bacterii prin reactia PCR (polymerase chain reaction), folosind primeri
specifici (fig. 2). in acest scop s-a folosit vectorul pHAT2, ce contine promotor pentru
expresia proteinei in bacterii. Tulpina bacteriana folosita a fost BL21-DE3 Ril. Inurma reactiei
PCR, fragmentul de interes (TYR 402) a fost clonat in vectorul pGEM, folosind kitul pPGEM®-
T Easy Vector Systems (Promega). Acest kit reprezintd un sistem convenabil de donare a
produsilor obtinuti in urma reactiei PCR, datorita faptului ca vectorul liniar contine, la ambele
capete, resturi de timina. Polimeraza folositad in reactia PCR (Taq polimeraza) adauga
deoxiadenozina la capetele fragmentului amplificat. Datorita legaturilor de hidrogen formate
intre nucleotidele complementare (timina de la nivelul vectorului si adenina de la nivelul
insertului), insertul poate fi integrat in vectorul de clonare pGEM. Urmatoare etapa a fost
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preluarea insertului (TYR 402) din vectorul pGEM, si introducerea in vectorul de expresie
pHAT2, folosind enzimele de restrictie Ncol si EcoRI. Situsurile de restrictie ale acestor
enzime au fost adaugate in secventa de oligonucleotide (primeri) prezentatd mai sus. in
urma reactiei de restrictie a vectorului pGEM recombinant, au rezultat doua fragmente,
primul reprezentand vectorul, si cel de-al doilea fragment reprezentand insertul. Pentru
introducerea insertului in vectorul pHAT2, acesta a fost supus digestiei enzimatice cu
enzimele Ncol si EcoRI. Reactia de restrictie a avut loc la 37°C, timp de 16 h. Ultima etapa
a constat in reactia de ligare realizatad intre insertul obtinut in urma restrictiei vectorului
pGEM si vectorul pHATZ2 digerat.

Exemplul 2. Obtinerea proteinei recombinante

DNA-ul recombinant a fost introdus in tulpina bacteriand BL21(DE3)Ril pentru
exprimarea tirozinazei, iar expresia proteinei a fost indusa prin adaugarea de iso-p-¢-
tiogalactopiranozida (IPTG), urmatd de incubarea suspensiei bacteriene 4 h, la 37°C.
Celulele au fost centrifugate si peletul a fost supus unor etape de sonicare si solubilizare.
Dupa sonicare se adauga 10 mM MgSO,, pentru chelatarea EDTA, DN-aza (0,01 mg/ml) si
lizozim aproximativ 0,1 mg/ml, si se incubeaza la temperatura camerei, pentru 20 min. Se
centrifugheaza corpii de incluziune (6000 rpm, pentru 15 min). S-a dispersat peletul cu o
spatuld, si apoi s-a resuspendat prin sonicare in tamponul de lizd. Se adauga DN-aza si
lizozim pentru a creste puritatea peletului. Corpii de incluziune se spala cu tamponul de liza
fara Triton-X100. Peletul se resuspenda prin sonicare. Tamponul final de spalare contine:
50 mM Tris-HCI, pH=8,0, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0,1% NaN,. Se colecteaza peletul ce
contine corpii de incluziune, si se solubilizeaza in 1% SDS (fig. 3). Pentru injectare, se poate
folosi atat proteina solubilizata din corpii de incluziune, cat si proteina purificatd printr-o
metoda cromatograficad. Expresia proteinei a fost evidentiatd prin colorarea gelului cu
Comassie-Blue (fig. 4).

Exemplul 3. Obtinerea anticorpilor anti-tirozinaza TYR 402

in urma etapei de purificare s-a obtinut 1...5 pyg/ul de proteina care a fost injectaté la
iepuri. Amestecul de injectie a fost format din adjuvant Freud complet (2,5 ml), ser fiziologic
(2 ml) si TYR 402 (500 pl). S-au realizat 4...8 injectati (1 ml amestec) la intervale de 2...3
saptamani, iar dupa fiecare injectare a fost recoltatd o cantitate mica de sange, pentru
testarea titrului de anticorpi. Aceasta testare calitativa a fost facuta prin metoda Ouchterlony.
Aceasta metoda consta in incubarea antigenului (TYR 402) cu serul colectat de la iepuri.
Incubarea se realizeaza pe lame pe care in prealabil a fost turnat un gel de agaroza. Dupa
solidificare, se decupeaza sub formé de rozeta (un godeu central si mai multe periferice). in
godeul central se depune antigenul (TYR 402), iar in cele periferice, serul colectat ce contine
anticorpii anti-TYR. Dupa incubare, antigenele, respectiv, anticorpii difuzeaza in gel,
formandu-se linii de precipitat. Dupa obtinerea unui titru constant de anticorpi, iepurii au fost
exsangvinizati, iar serul obtinut a fost alicotat si testat prin western blot si pulse chase, prin
comparatie cu anticorpii comerciali existenti T311.

Exemplul 4. Utilizarea anticorpilor pentru identificarea tirozinazei prin Western
Blotting

Pentru testarea specificitatii se foloseste un experiment Western Blotting, in care se
identifica tirozinaza WT si forma truncata, transfectate tranzient in celule HEK. Lizatele
celulare au fost separate prin SDS-PAGE, si probate cu anticorpii descrisi in inventie. Dupa
cum se poate vedea in fig. 5, anticorpii produsi prezinté o specificitate ridicata atat fata de
proteina WT, cét si fata de cea truncata, specificitate identica celei a anticorpilor monoclonali
cunoscuti T311.
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Exemplul 5. Utilizarea anticorpilor pentru imunoprecipitarea tirozinazei din celule

Tehnica de marcare metabolica este utilizata pentru studiereabiosintezei, procesarii,
transportului intracelular, secretiei, degradarii si proprietatilor fizico-chimice ale proteinelor.
O etapa foarte importanta in cadrul aceste tehnici este cea de imunoprecipitare. Aceasta
etapa consta in precipitarea antigenului dintr-o anumité solutie (in cazul nostru, este vorba
despre lizat celular transfectat tranzient cu tirozina WT), prin intermediul anticorpilor specifici
fata de acel antigen. Dupa cum se observa in fig. 8, anticorpii policlonali sunt specifici pentru
proteina WT, putand fi folositi in experimente de imunoprecipitare in conditii reducatoare.
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Revendicari

1. Anticorpi policlonali anti-tirozinaza umana, caracterizati prin aceea ca au specifi-
citate fata de regiunea truncata solubild a tirozinazei umane cu secventa de aminoacizi din
fig. 1, secv. nr. 2.

2. Anticorpi policlonali anti-tirozinaza umana, conform revendicarii 1, caracterizati
prin aceea ca se utilizeaza pentru diagnosticul cancerului de piele.

3. Anticorpi policlonali anti-tirozinaza umana, conform revendicarii 1, caracterizati
prin aceea ca se utilizeaza pentru diagnosticul melanomului malign.

4. Anticorpi policlonali anti-tirozinazad umana, conform revendicarii 1, caracterizati
prin aceea ca se utilizeaza pentru identificarea tirozinazei umane.

5. Anticorpi policlonali anti-tirozinaza umana, conform revendicarii 1, caracterizati
prin aceea ca se utilizeaza pentru terapia melanomului malign.



RO 123600 B1

51) Int.CI.

A61K 39/395 0%

sacv. nr. 1
1 atcactgtag tagtagebtgy aaagagaasat ctghbgactor aattagecag
ttoctgoags
61 cettgtgagg actagaggaa gaasbgotcot ggotgtttty tactgoctgo
tgtggagttt
141l cragacctec getggecatt tceoctagage ctgtgtotos totaagaace
tgatggagas
18l ggaatgotgt ccacogtgga goggugacag gagroootygt gygocagottt
caggeagagg
241 ttootgtesyg aatatcoctto tgtocaatgo accacttggg octoaatito
cotteacagyg
301 ggtggatgac cgggagtogt ggeotbeogt ctbttataat aggacctgee
agtgctotyay
361 caactteatyg ggattcaact gtggasacty casgtttgge ttttggggac
casactygoac
421 agagagacga ctottggtga gaagsaacabt cttogattto agtgocooadg
agaaggacas
481 attttttgee tacctcoactt tagcaaagea taccatcage tcagactatyg
toatococat
541 agggacctat ggcocaaatga aassatggabtce aacacgeatg tttaacgaca
tecaatattts
601 tgacctottt gtotggatge attattatgt gtcaatggat gractgotty
ggggatctga
661 aatctggaga gacattgatt ttgococatga ageaccaget tbtotgeott
ggcatagact
721 cttottgttg cggtgggasc asgaaatcoca gaagetgaca ggagatgasa
acttcactat
781 tocatattygg gactggoggy atgeagasas gtgtgacatt tgeacagaty
agtacatggg
841 aggtcagcac cocacaaabte ctaacttact cageccages teattotict
cotecttggoa
201 gattgtetgt agocgattgy aggagtacaa cagocatcag totttabgea
atggaacgcc
961 cgagggacct ttacggeogta atcoctggaas coatgacaaa tocagaacod
caaggotooo
1021 ctetteaget gatgtagast tttgooctgag tttgacccas tatgsatoty
gttoccatgga
1081 taaagotgece aatttceaget ttagaaatac actggaagga tttgetagte
cacttactygy
1141 gatagoggat geectetcaaa geagoatgea caatgocttg cacatcotata
tgaatggaac
1201 aatgte taa
secv. nr. 2
10 20 30 40 50 &G
MLLAVLYCLL WSFQTUTSAGHF PRACVSSENL MEKECCPPUS CDRSPUGQLS CGRESCONILL
70 80 S0 100 110 120
BNAPLOGPOFF FTGVDDRESW PEVFYNRTOQ CSGNFMGFNC GNCKFGPRWGP NCTERRLLVE
130 140 150 180 170 180
RHIFDLSAPE KDKFFAYLTL AXHTISSDYV IPIGTYGQMK NGSTPMENDI NIVDLFVWMH
180 200 210 220 230 240
YYVEMDALLG GSEIWRDIDF AHEAPAFLPW HRLFLLRWEQ EIQKLTGDEN FTIPYWDWRD
250 260 270 280 290 300
AEXCDICTDE YMGGUHPTINEP NLLSPASFFS BWQIVCOSRELE BEYNBHOSLCN CGTPEGPLRREN
310 320 330 240 350 360
PONHDKSRTE RLPSSADVEF CLELTOYESC SHDEAANFESF RNTLEGFASP LTGIADASQS
FT0 380 3490 402
SHMHNALHIVM NGTMSQVQGS ANDPIFLIHH APFVDEIFEOW LE
Fig. 1
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Primer 1. FW: 5'GAATTCGAGCTCCATTTCCCTAGAGCCTGS

Primer 2. RW: 5CTCGAGTTAACGGTGCCTTTGGAGCCY

Fig. 2
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