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DESCRICAO

“PEPTIDOS DO COMPLEXO TLP DO CARCINOMA UROGENITAL E ANTICORPOS
CONTRA ESTES”

A presente invencdo refere-se a péptidos do complexo TLP
(proteinas libertadas com tumores) isoladas do carcinoma do
aparelho urogenital.

Em particular a invencdo refere-se a um péptido da proteina
TLP possuindo uma sequéncia especifica do carcinoma do aparelho
urogenital humano apresentada em SEQ ID No. 1 e a anticorpos
capazes de reagir com este, a ser utilizados em diagnéstico e
clinica.

Os complexos TLP s&ao complexos de proteina que estao
presentes em células tumorais humanas. Entre as proteinas TLP
esta descrita uma proteina de 214 kDa (Tarro G., Oncology, 40:
248-253, 1983). As TLP s&o isoladas de tecidos tumorais como
descrito na patente BEuropeia EP 283443. O Pedido de Patente
Italiana N° RM92A000506 identifica uma proteina TLP de carcinoma
de pulméo. 0 autor da presente invencao verificou
surpreendentemente que as TLP de carcinoma do aparelho
urogenital compreendem novos péptidos possuindo sequéncias que
diferem de péptidos TLP conhecidos.

Deste modo existe a necessidade de identificar péptidos
TLP, actuando como epitopos, do carcinoma urogenital, para
produzir reagentes especificos, como anticorpos.

O autor da presente invencdo identificou um péptido
actuando como um epitopo especifico de TLP urogenital que esta
compreendido na sequéncia da proteina TLP de 214 kDa da cerviz
do uUtero ou do adenocarcinoma dos testiculos, e da neoplasia do
rim.

A presente invencdo proporciona um péptido actuando como um
epitopo especifico de TLP de carcinoma urogenital, em que o
referido péptido esta representado pela sequéncia de aminoicido
como apresentada em SEQ ID No. 1:

GlyProProGluValGlnAsnAlaAsn
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Outro objecto da invencdo sdo reagentes especificos capazes
de reconhecerem a TLP do carcinoma urogenital, tais como
anticorpos contra TLP. Os anticorpos da invencdo sao especificos
para o fragmento peptidico possuindo a sequéncia SEQ ID No. 1.

Outro objecto da invengdo sdo “kits” de diagnéstico para
identificar TLP de uma amostra compreendendo os anticorpos da
invengdo como reagentes especificos.

Outro objecto da invencdo ¢é uma composicdo farmacéutica
compreendendo como agente activo o péptido da invencdo como
apresentado na SEQ ID No. 1.

A invencgdo serd agora descrita de acordo com os exemplos
exemplificativos mas ndo limitantes.

Exemplo 1 Preparagdo de extracto tumoral

Uma bidpsia tumoral de 12,55 g, de uma mulher de 45 anos de
idade possuindo um carcinoma da cerviz, foi descongelado a
temperatura ambiente e os tecidos necréticos foram removidos
cirurgicamente. Quando o material resultou homogéneo, foram
efectuadas muitas lavagens com Tris 1x (Tris-HC1 a 10 mM, pH
7,2) e o tecido foi sujeito a trés ciclos de
congelacado/descongelacéo.

A solugdo de Tris da lavagem foi recolhida e centrifugada a
33 000 rpm durante 1 h. O sobrenadante foi recolhido e
congelado.

O tecido foil sujeito a sonicacdo trés vezes durante trés
min. e subsequentemente ultracentrifugado a 33 000 rpm durante
120 min. O sobrenadante (5,7 mL) foi colhido, filtrado em
filtros Agrodisc (0,45 pm), e o tecido foi suspendido para uma
razdao de 1 g/mL de Tris, e ultracentrifugado a 33 000 rpm
durante 60 min. O‘ sobrenadante (0,5 mL) foi filtrado e
adicionado 4o anLerior.

Foi efectuado o mesmo processo em amostras de carcinoma
testicular (rendimento total de 1,9 mL) ou neoplasia do rim.

Exemplo 2 Identificagdo de péptidos compreendidos na

proteina TLP de carcinoma urogenital
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O complexo TLP é isolado a partir de extractos do carcinoma
do aparelho urogenital como descrito na patente EP 283443. As
amostras utilizadas sdo:

1) adenocarcinoma da cerviz;
2) carcinoma testicular;
3) neoplasia do rim.

O conteudo em proteina mostrou ser o seguinte:

Tabela 1
Amostra mg Total mg/mL de TLP
adenocarcinoma da cerviz 59,5 9,6
carcinoma testicular 7,4 3,9
neoplasia do rim 7,4%* 1,5

*A concentracdo de proteina total do rim n&c permitiu um

rendimento eficiente de purificacdo de TLP.

A identificacao de TLP foi efectuada através - da
determinagcdo do peso molecular (214 kDa) por meio de andlise
electroforética desnaturante (SDS) .

A remocao da maior parte dos contaminantes foi efectuada
por excisdo das secgdes do gel correspondentes a um peso
molecular aparente de 214 kDa e por posterior electroeluicgdo com
um dispositivo de microelectroeluigdo (AMICON).

Subsequentemente a pureza de TLP foi confirmada por analise
em electroforese desnaturante. A TLP foi entio transferida para
uma membrana de PVDF (poli-difluoreto de vinilo) com uma
actividade de captura de proteina elevada, e foi efectuada uma
andlise de aminodcidos sequencial de acordo com o método de
Edman, com um aparelho de sequenciacdo automatica de proteina de
Applied Biosystems.

A sequéncia de amincicidos que foi cncontrada com todas as
amostras fol a seguinte: GlyProProGluValGlnAsnAlaAsn (SEQ ID No.
1).



LISTAGEM DE SEQUENCIAS

(1) INFORMAGAO GERAL:

(1)

(1i)

REQUERENTE:

(A) NOME: Tstituto Framacoterapico Italiano S.p.A.

(B) RUA: Via Paolo Frisi 21/23

(C) CIDADE: Roma

(E) PAIS: Italia

(F) CODIGO POSTAL (ZIP): 00197

(A) NOME: Tarro Giulio c¢/o Istituto Framacoterapico
Italiano S.p.A.

(B) RUA: Via Paoclo Frisi 21/23

(C) CIDADE: Roma

(E) PAIS: Italia

(F) CODIGO POSTAL (ZIP): 00197

TITULO DA INVENCAO: Péptidos do complexo TLP do

carci

noma urogenital e anticorpos contra estes

NUMERO DE SEQUENCIAS: 1

FORMATO DE LEITURA EM COMPUTADOR

A)
B)
C)
(D)

(
(
(

TIPO DE MEIO: Disquete

COMPUTADOR: IBM PC compativel

SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS

PROGRAMA INFORMATICO: PatentIn Release #1.0,
Versdo #1.30 (EPO)



(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 1:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 9 aminodcidos
(B) TIPO: amino&cido
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGTA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:

Gly Pro Pro Glu Val Gln Asn Ala Asn
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REIVINDICACOES

Péptido actuando como um epitopo especifico de TLP
urogenital, que estd representado por uma sequéncia de

aminodcidos como apresentada em SEQ ID No. 1.

Anticorpo especifico contra o péptido de acordo com a

reivindicacdo 1.

“Kit” de diagndéstico para identificar amostras de tumor
urogenital compreendendo como reagente especifico o)

anticorpo de acordo com a reivindicacdo 2.

Processo para identificar complexos TLP de amostras de
tumor urogenital caracterizado pelos seguintes passos:

- imunoprecipitacdo da referida amostra com uma
primeira fracgdo de soro imune contra o péptido de acordo
com a reivindicacdo 1;

- deteccdo dos referidos complexos TLP do primeiro
imunoprecipitado por meio de uma reacgdo com uma segunda
fracgdo do referido soro imune e com um meio para detectar

a referida reaccdo.

Composigdo farmacéutica compreendendo como um agente activo

O péptido de acordo com a reivindicacdo 1.

Lisboa, 10 de Maio de 2001
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