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Peptidy komplexu TLP urogenitalneho karcinému a ich protilatky

Oblast’ techniky

PredloZeny vynédlez sa tyka peptidov TLP komplexu (niddorom uvoltiované
proteiny), izolovanych z karcindému mocovopohlavného tstrojenstva.

Vynélez sa tyka najmd peptidov proteinovych komplexov TLP z karcinému
Pudského mocovopohlavného ustrojenstva, majicich antigénnu u&innost’ a protilatok

schopnych reagovat’ s nimi, ktoré mézu byt’ pouZité na diagnostikovanie a na klinikach.

Doterajdi stav techniky

Komplexy TLP st komplexy proteinov, ktoré si pritomné v huménnych
nadorovych bunkéch. Spomedzi TLP proteinov je opisany protein 214 kDa (Tarro, G.:
Oncology 40, 248-253, 1983). TLP su izolované z nadorovych tkaniv, ako je opisané v
eurépskom patente EP 283443. Talianska patentova prihlaska & RM92A000506
idéntiﬁkuje TLP protein z pl'icneho nadoru.

Autor tohto vynalezu prekvapivo zistil, Ze TLP z mocovopohlavného tuistrojenstva
obsahuje nové peptidy, ktoré maju sekvencie odlisné od zndmych TLP peptidov.

Preto existuje potreba identifikovat TLP peptidy, pdsobiace ako epitopy, z

mocovopohlavného karcinému, kvdli vytvoreniu $pecifickych ¢inidiel, ako su protilatky.

Podstata vynalezu

Autor predloZeného vynélezu identifikoval peptid majtci sekvenciu obsiahnutu v
sekvencii 214 kDa TLP proteinu bud’ z kréka maternice alebo z adenomatdzneho
karcindému semennikov a z neoplazie obliéiek.,

Podstata predloZeného vynélezu sa preto tyka peptidu, obsahujticeho $pecificky TLP
epitop mo€ovopohlavného karcinému, kde uvedeny TLP je charakterizovany obsahom
aminokyselinovej sekvencie SEQ ID ¢&.1:

Gly Pro Pro Glu Val GIn Asn Ala Asn.

Podl'a vyhodného rieSenia peptid obsahuje aminokyselinovu sekvenciu SEQ ID ¢&.1.
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Dalsim podstatnym znakom predloZeného vynalezu su $pecifické &inidla schopné
rozoznat TLP z karcindému mo&ovopohlavného tstrojenstva, pri¢om uvedené ¢inidlé s
vyhodou obsahujii TLP protilatky. ESte vyhodnejSie uvedené protilatky rozoznavaju
peptidovy fragment, ktory ma sekvenciu z SEQ ID €.1.

Este dalsim znakom tohto vynalezu st diagnostické supravy na ide'ntiﬁko’va'nie TLP
zo vzorky, obsahujuce ako Specifické €inidla protilatky podla vynéalezu.

Dalsou podstatou vynalezu je farmaceutické zmes, obsahujica ako G&innu zlozku

peptid podl'a vynalezu.

Priklady uskutoénenia

Vynélez je d’alej opisany pomocou doloZenych prikladov, ktoré sa vSak nemaju

chapat’ ako obmedzujtce.

Priklad 1

Priprava nddorového extraktu

12,55 g nadorovej biopsie z karcindmu krka maternice 45-roénej Zeny sa
rozmrazilo pri teplote miestnosti a nekrotické tkaniva boli chirurgicky odstrénené. Ked’
sa material stal homogénnym, viackrat sa premyl s Tris 1x (10 mM Tris-HC), pH 7,2) a
tkanivo sa vystavilo trom zmrazovacim a rozmrazovacim cyklom.

Pouzity Tris premyvaci roztok sa zhromazdil a centrifugoval pri 33.000 obréatkach
1 hodinu. Supernatant sa pozberal a zmrazil.

Tkanivo sa vystavilo ufinkom ultrazvuku trikrdt po tri minity a nasledne sa
centrifugovalo pri 33.000 obratkach 2 hodiny. Supernatant (5,7 m'l) sa zhromazdil,
prefiltroval filtraénymi Agrodiskami (0,45 pum), tkanivo sa suspendovalo vV mnozstve
1 g/ml Tris a ultracentrifugovalo pri 33.000 obratkach 60 minut. Supernatant (0,5 ml) sa
prefiltroval a pridal k predchddzajicemu.

Rovnaky postup bol pouZity pri vzorkdch karcindmu semennikov (celkovy vytazok

1,9 ml) alebo neoplézie obliciek.



Priklad 2

Identifikacia peptidov obsiahnutych v TLP proteine z karcindmu mo&ovopohlavného

ustrojenstva

TLP komplex bol izolovany z extraktov karcinému mocovopohlavného Gstrojenstva
spdsobom, opisanym v EP 283443. Pouzitymi vzorkami boli:

1) adenokarciném kr&ka maternice

2) semennikovy karciném

3) oblickova neoplazia

Vysledny obsah proteinov je uvedeny v tabul'ke 1.

Tabul'ka 1
vzorka | celkom mg mg/ml TLP
adenokarciném krcka maternice 59,5 9,6
semennikovy karciném 7,4 3,9
obli¢kova neoplazia 74 1,5

" celkovd koncentricia obli¢kového proteinu neumoznila G&innG TLP purifikaciu -

vytazku

TLP identifikdcia sa uskuto¢nila stanovenim molekulovej hmotnosti (214 kDa)
prostriedkami denatura¢nej elektroforetickej analyzy (SDS).

Odstranenie hlavnej &asti kontaminantov sa uskuto¢nilo vyhotovenim gélovych
sekcii  zodpovedajlicich zrejmej molekulove] hmotnosti 214 kDa a dalsou
elektroeluciou mikroelektroeluénym pristrojom (AMICON).

Cistota TLP bola nésledne potvrdena denaturagnou elektroforetickou analyzou. TLP
sa potom preniesli na PVDF (polyvinyldifluoridovii) membréanu s vysokou proteinovou
viazacou aktivitou a vykonala sa sekvenéna aminokyselinovd analyza podla
Edmanovej metédy na pristroji Applied Biosystems na automatické sekvencovanie
proteinov. |

Aminokyselinovou sekvenciou, ktord bola ndjdend vo vsetkych vzorkach, bola

nasledovna sekvencia:

Gly Pro Pro Glu Val GIn Asn Ala Asn (SEQ ID ¢.1).
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PATENTOVE NAROKY

1. Peptid obsahujuci TLP Specificky mocovopohlavny epitop, kde uvedeny TLP

obsahuje aminokyselinovi sekvenciu SEQ ID ¢.1.
2. Peptid podla néroku 1, zahrnujici aminokyselinovi sekvenciu SEQ ID ¢&.1.
3. Protilatka schopnéa rozoznat’ aépor'l jeden peptid podl'a naroku 1 alebo 2.

4. Diagnostickd stprava na identifikovanie TLP z mocovopohlavnych néadorovych

vzoriek, zahrnujtica ako Specifické ¢inidlo protilatku podla naroku 3.

5. Spbsob identifikicie TLP komplexov z mo¢ovopohlavnych nddorovych vzoriek, vy
znafujuci sa tym, Ze pozostava z nasledujtcich krokov:
- imunoprecipitacia uvedenej vzorky s prvym alikvotnym mnoZstvom séra imtinneho
voci peptidu podla ndroku 1 alebo 2;
- detegovanie uvedenych TLP komplexov z prvej imunoprecipitacie reakciou s
druhym alikvotnym mnoZstvom uvedeného imunneho séra a detegovanie

prostriedku uvedenej reakcie.

6. Farmaceuticka kompozicia, vyznadujlica sa tym, Ze obsahuje ako uginnu

zloZku peptid podl'a naroku 1.
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Zoznam sekvencii
(1) VSEOBECNE INFORMACIE

(i) PRIHLASOVATEL:
(A) Meno: Istituto Farmacoterapico Italiano S.p.A.
(B) Ulica: Via Paolo Frisi1 21/23
(C) Mesto: Rim
(E) Krajina: Taliansko
(F) Postové smerovacie ¢&islo (ZIP): 00197

(A) Meno: Tarro Giulio c/o Istituto Farmacoterapico Italiano S.p.A.
(B) Ulica: Via Paolo Frisi 21/23

(C) Mesto: Rim

(E) Krajina: Taliansko

(F) Postové smerovacie Cislo (ZIP): 00197

(i) NAZOV VYNALEZU: TLP komplex peptidov moSovopohlavného karcinému a
jeho protilatky

(iii) POCET SEKVENCII: 1
(iv) POCITACOM CITATELNA FORMA:
(A) Typ média: floppy disk
(B) Pocitac: IBM PC kompatibliny
(C) Operacny systém: PC-DOS/MS-DOS
(D) Software: Patentln Release # 1.0, Verzia # 1.30(EPO)

(2) INFORMACIE PRE SEQID ¢.1:
(1) Sekvencné charakteristiky:
(A) Dizka: 9 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Vlakno: jednoduché

(D) Topolégia: linedrna
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(ii) Typ molekuly: peptid

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID ¢.1: |
" Gly Pro Pro Glu Val Gln Asn Ala Asn
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