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RESUMO

"VARIANTES DE ANTIGENIO DE CELULAS ESTAMINAIS DE PROSTATA
(PSCA) E SUBSEQUENCIAS DAS MESMAS"

Descrevem—-se PSCA e a proteina que ele codifica, e
variantes dos mesmos, em que PSCA exibe expresséo
especifica para tecido em tecido adulto normal, e dque
apresenta uma expressao aberrante nos cancros listados no
Quadro I. Consequentemente, o PSCA proporciona um alvo de
diagnéstico, progndstico, profildctico e/ou terapéutico
para cancro. O gene de PSCA ou fragmento do mesmo, ou a
proteina que ele codifica, ou variantes do mesmo, ou um
fragmento do mesmo, pode ser usado para provocar uma
resposta humoral ou imune celular; anticorpos ou células T
reactivas com PSCA podem ser usadas em imunizacdo activa ou

passiva.



DESCRICAO

"VARIANTES DE ANTIGENIO DE CELULA ESTAMINAL DE PROSTATA
(PSCA) E SUBSEQUENCIAS DAS MESMAS"

Campo Técnico

A invencao descrita no presente documento refere-se a
genes e as proteinas que eles codificam, denominados PSCA,
expressos em determinados cancros e a métodos de
diagnéstico e terapéuticos e composicdes Uteis no
tratamento de cancros gque expressam PSCA.

Técnica Anterior

O cancro é a segunda causa de morte em seres humanos
depois da doenca corondria. Em todo o mundo, milhbées de
pessoas morrem de cancro em cada ano. Nos Estados Unidos
apenas, conforme relatado pela American Cancer Society, o0
cancro causa a morte de bem mais de meio milhdo de pessoas
anualmente, com mais de 1,2 milhdo de novos casos
diagnosticados por ano. Embora as mortes relacionadas com a
doenga cardiaca venham diminuindo significativamente,
aquelas resultantes de cancro geralmente estdo a subir. No
inicio do préximo século, prevé-se que o cancro se torne a
principal causa de morte.

Em todo o mundo, varios cancros estabelecem-se como as
principais causas de morte. Em particular, carcinomas do
pulméo, prdostata, mama, cdlon, pancreas e ovario
representam as causas primdrias de morte pelo cancro. Esses
e virtualmente todos o0s outros carcinomas partilham uma
caracteristica letal comum. Com muito poucas excepc¢des, a
doenca metastdtica oriunda de um carcinoma € fatal. Além
disso, mesmo para aqueles ©pacientes com cancro que
inicialmente sobrevivem aos seus cancros primarios, a
experiéncia comum tem mostrado gque as suas vidas sao
dramaticamente alteradas. Muitos ©pacientes com cancro

sentem fortes ansiedades impulsionadas pelo conhecimento de



uma possivel recorréncia ou fracasso do tratamento. Muitos
pacientes com cancro sentem debilidades fisicas apds o
tratamento. Além disso, muitos pacientes com cancro sofrem
uma recorréncia.

Mundialmente, o cancro de prdéstata € o gquarto cancro
mais prevalente em homens. Na América do Norte e no norte
da FEuropa, ele é o cancro mais comum em homens e & a
segunda causa de morte por cancro em homens. Nos Estados
Unidos apenas, mais de 30.000 homens morrem anualmente
dessa doengca - ultrapassado apenas pelo cancro de pulmao.
LApesar da magnitude desses quadros, ainda nao existe
tratamento eficaz para o cancro de prdstata metastdatico. A
prostectomia cirurgica, terapéutica por radiacéao,
terapéutica de ablacdo hormonal, castragdao cirurgica e
quimioterapia continuam a ser as principais modalidades de
tratamento. Infelizmente, esses tratamentos sao ineficazes
para muitos e sdo frequentemente associados a consequéncias
indesejaveis.

Na frente do diagndéstico, a falta de um marcador de
tumor de prdéstata que possa detectar precisamente tumores
localizados em estdgio precoce permanece uma limitacéo
significativa no diagnéstico e tratamento dessa doenca.

Embora o ensaio de antigénio especifico da prdstata (PSA)

no soro seja uma ferramenta muito Util, contudo, sua
especificidade e utilidade geral sao amplamente
consideradas como deficientes em varios aspectos
importantes.

0 progresso na identificacdo de marcadores especificos
adicionais para o cancro de proédstata foi aperfeicoado pela
geracao de xenoenxertos de cancro de prdstata que podem
recapitular diferentes estagios da doenca em ratinhos. Os
xenoenxertos LAPC (Los Angeles Prostate Cancer) sao
xenoenxertos de cancro de prodéstata gque sobreviveram a
passagem em ratinhos gravemente imunodeficientes combinados

(SCID) e exibiram a capacidade de imitar a transicao de



dependéncia de androgénio para independéncia de androgénio
(Klein et al., 1997, Nat. Med. 3:402). O marcadores de
cancro de préstata mais recentemente identificados incluem
PCTA-1 (Su et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:
7252), antigénio de membrana especifico da prdéstata (PSM)
(Pinto et al., Clin Cancer Res, 2 de Setembro de 1996; (9):
1445-51), STEAP (Hubert et al., Proc Natl Acad Sci U.S.A.,
7 de Dezembro de 1999; 96 (25): 14523-8) e antigénio de
células estaminais da préstata (PSCA) (Reiter et al., 1998,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:1735).

Embora os marcadores anteriormente identificados, tais
como PSA, PSM, PCTA e PSCA, tenham facilitado os esforcos
para diagnosticar e tratar o cancro de ©préstata, é
necessaria a identificacéao de marcadores e alvos
terapéuticos adicionais para cancro de prdéstata e cancros
relacionados de forma a melhorar adicionalmente o
diagnéstico e terapéutica.

O carcinoma de células renais (RCC) representa
aproximadamente 3 por cento de malignidades em adultos. Uma
vez que os adenomas atingem um didmetro de 2 a 3 cm, existe
potencial maligno. No adulto, os dois principais tumores
renailis malignos sédo adenocarcinoma de células renais e
carcinoma de células transicionais da pélvis renal ou
ureter. A incidéncia de adenocarcinoma de células renais é
estimada em mais de 29.000 casos nos Estados Unidos e mais
de 11.600 pacientes morreram dessa doenca em 1998. O
carcinoma de células transicionais € menos frequente, com
uma incidéncia de aproximadamente 500 casos por ano nos
Estados Unidos.

A cirurgia foi a terapéutica primaria para
adenocarcinoma de células renais durante muitas décadas.
Até recentemente, a doenca metastdtica era resistente a
qualquer terapéutica sistémica. Com desenvolvimentos
recentes em terapéuticas sistémicas, particularmente

imunoterapias, o carcinoma de células renais metastatico



pode ser abordado agressivamente em pacientes apropriados
com uma possibilidade de respostas durdveis. Entretanto,
existe ainda uma necessidade de terapéuticas eficazes para
esses pacientes.

De todos os novos casos de cancro nos Estados Unidos,
o cancro de bexiga representa aproximadamente 5 por cento
em homens (quinto neoplasma mais comum) e 3 por cento em
mulheres (oitavo neoplasma mais comum). A incidéncia esta a
crescer lentamente, concorrente com um aumento da populacao
mais velha. Em 1998, eram estimados 54.500 casos, incluindo
39.500 em homens e 15.000 em mulheres. A 1incidéncia
ajustada a idade nos Estados Unidos é de 32 por 100.000
para homens e oito por 100.000 em mulheres. A PpProporgao
histérica de homens/mulheres de 3:1 pode estar a diminuir
com relacgao aos padrdes de tabagismo em mulheres.
Estimaram-se 11.000 mortes em virtude de cancro de bexiga
em 1998 (7.800 em homens e 3.900 em mulheres). A incidéncia
e mortalidade pelo cancro de bexiga aumentam fortemente com
a 1dade e sera um problema crescente a medida gque a
populagdo se torna mais velha.

A maioria dos cancros de bexiga reocorre na bexiga. O
cancro de bexiga € tratado com uma combinacdo de resseccao
transuretral da bexiga (TUR) e qguimioterapia intravesical
ou imunoterapia. A natureza multifocal e recorrente do
cancro de bexiga realca as limitacdes da TUR. A maioria dos
cancros musculo-invasivos nao é curada pela TUR apenas. A
cistectomia radical e derivacdo urindria sdo o0s meios mais
eficazes para eliminar o cancro, mas trazem um impacto
inegavel sobre a fungdo urindria e sexual. Continua a
existir uma necessidade significativa de modalidades de
tratamento que sejam benéficas para pacientes com cancro de
bexiga.

130.200 casos estimados de cancro colorectal ocorreram
em 2000 nos Estados Unidos, incluindo 93.800 casos de

cancro de c¢d6élon e 36.400 de cancro rectal. Cancros



colorectais sdo o terceiro cancro mais comum em homens e
mulheres. As taxas de incidéncia declinaram
significativamente durante 1992-1996 (-2,1 % por ano). A
pesquisa sugere que esses declinios foram em virtude de um
aumento do rastreio e da remocao de pdlipos, impedindo a
progressao de pdlipos em cancros 1invasivos. Estimam-se
56.300 mortes (47.700 por cancro de cdlon, 8.600 por cancro
rectal) em 2000, somando cerca de 11 % de todas as mortes
por cancro nos E.U.A..

No momento, a cirurgia ¢ a forma mais comum de
terapéutica para o cancro colorectal e para cancros gue nao
se disseminaram, ela é frequentemente curativa. A
quimioterapia ou quimioterapia mais radiacdo, ¢é fornecida
antes ou apds a cirurgia para a maioria dos pacientes cujo
cancro perfurou profundamente a parede do intestino ou se
disseminou para os ganglios linfdticos. Uma colostomia
permanente (criacao de uma abertura abdominal para
eliminacéao de residuos corporais) é ocasionalmente
necessaria para o cancro de cdélon e ndo € rara ser
requerida para o cancro rectal. Continua a existir uma
necessidade por modalidades diagnésticas e de tratamento
eficazes para o cancro colorectal.

Estimaram-se 164.100 novos casos de cancro de pulméo e
brénguico em 2000, somando 14 % de todos os diagndsticos de
cancro nos E.U.A.. A taxa de incidéncia de cancro de pulmao
e Dbrdéngquico estd a diminuir significativamente em homens,
de 86,5 por 100.000 em 1984 para 70,0 em 1996. Na década de
1990, a taxa de aumento entre mulheres comegou a diminuir.
Em 1996, a taxa de incidéncia em mulheres era de 42,3 por
100.000.

O cancro de pulméo e brénquico causou uma estimativa
de 156.900 mortes em 2000, somando 28 % de todas as mortes
por cancro. Durante 1992-1996, a mortalidade por cancro de
pulmao declinou significativamente entre homens (-1,7 % por

ano), enquanto que as taxas para mulheres ainda sao



significativamente crescentes (0,9 % por ano). Desde 1987,
mais mulheres tém morrido a cada ano por cancro de pulmio
do que de cancro de mama que, durante mais de 40 anos, era
a principal causa de morte por cancro em mulheres. A
diminuicao das taxas de mortalidade e incidéncia de cancro
de pulmao resultou, mais provavelmente, das taxas
diminuidas de tabagismo durante os 30 anos anteriores;
contudo, a diminuic¢do do padrao de tabagismo entre mulheres
nao acompanha aguela dos homens. Preocupante & que,
enquanto o declinio no consumo de tabaco em adultos é
lento, a utilizacdo de tabaco por Jjovens estd a aumentar
novamente.

As opgdes de tratamento para o cancro de pulmao e
brénquico sdo determinadas pelo tipo e estdgio do cancro e
incluem cirurgia, terapéutica por radiacdo e quimioterapia.
Para muitos cancros localizados, a cirurgia é usualmente o
tratamento de escolha. Em virtude do fato de a doenga
usualmente ja& se ter disseminado gquando € diagnosticada, a
terapéutica por radiacéo e quimioterapia sao,
frequentemente, necessdrias em combinag¢do com cirurgia. A
quimioterapia sozinha ou combinada com radiagdo € o
tratamento de escolha para cancro do pulmédo de pequenas
células; sob esse regime, uma grande percentagem de
pacientes experimenta remissdao a qual, em alguns casos, &
de longa duragao. Contudo, existe uma necessidade real de
um tratamento eficaz e abordagens diagndsticas para os
cancros de pulmao e brdngquicos.

182.800 novos casos invasivos estimados de cancro de
mama sao esperados que ocorram entre mulheres nos Estados
Unidos durante 2000. Adicionalmente, espera-se que cerca de
1.400 novos casos de cancro de mama sejam diagnosticados em
homens em 2000. Apds aumentar cerca de 4 % por ano na
década de 1980, as taxas de incidéncia de cancro de mama em
mulheres mantiveram-se num platd na década de 1990 em torno
de 110,6 casos por 100.000.



Nos E.U.A. apenas, estimaram-se 41.200 mortes (40.800
em mulheres, 400 em homens) em 2000 em virtude de cancro de
mama. O cancro de mama é classificado como o segundo entre
as mortes por cancro em mulheres. De acordo com os dados
mais recentes, as taxas de mortalidade declinaram
significativamente durante 1992-1990, com as maiores
diminuicdes em mulheres mais jovens, brancas e negras. Essa
diminuicao foi, provavelmente, o resultado de deteccdo mais
precoce e tratamento aperfeicgoado.

Levando-se em conta as circunstdncias médicas e as
preferéncias do paciente, o tratamento do cancro de mama
pode envolver lumpectomia (remocdo local do tumor) e
remocdo dos géanglios linfdticos sob o braco; mastectomia
(remocdao cirtrgica da mama) e remocdo dos ganglios
linféaticos sob o braco; terapéutica por radiacao;
quimioterapia; ou terapéutica hormonal. Frequentemente,
dois ou mais métodos sao usados em combinagdao. Numerosos
estudos mostraram que, para a doenca em estdgio precoce, as
taxas de sobrevivéncia a longo prazo apds lumpectomia mais
radioterapia sdo similares as taxas de sobrevivéncia apds
mastectomia radical modificada. Os avangos significativos
nas técnicas de reconstrucdo proporcionam varias opcgdes
para reconstrucdo da mama apds mastectomia. Recentemente,
tal reconstrucdo tem sido feita ao mesmo tempo em que a
mastectomia.

A excisao local do carcinoma ductal in situ (DCIS) com
quantidades adequadas de tecido de mama normal subjacente
pode impedir a recorréncia local de DCIS. Radiagdo a mama
e/ou tamoxifeno podem reduzir a chance de que DCIS ocorra
no tecido da mama restante. Isso é importante porque a
DCIS, se for deixada nao tratada, pode desenvolver—-se em
cancro de mama invasivo. Entretanto, existem graves efeitos
colaterais ou sequelas a esses tratamentos. Existe,
portanto, uma necessidade de tratamentos eficazes para o

cancro de mama.



Existiram 23.100 novos casos estimados de cancro
ovariano nos Estados Unidos em 2000. O mesmo responde por 4
% de todos os cancros entre mulheres e é classificado como
o segundo entre o0s cancros ginecoldgicos. Durante 1992-
1996, as taxas de incidéncia de cancro ovariano diminuiram
significativamente. Em consequéncia do cancro ovariano,
estimaram-se 14.000 mortes em 2000. O cancro ovariano causa
mais mortes do qgue qualgquer outro cancro do sistema
reprodutor feminino.

Cirurgia, terapéutica por radiacdo e quimioterapia sao
as opgdes de tratamento para o cancro ovariano. A cirurgia
usualmente inclui a remocdo de um ou ambos os ovarios, das
trompas de Faldépio (salpingo-ooforectomia) e do utero
(histerectomia). Em alguns tumores muito precoces, somente
o ovario envolvido serd removido, especialmente em mulheres
jovens que desejam ter filhos. Na doenca avancada, uma
tentativa ¢é feita para remover toda a doenca intra-
abdominal para intensificar o efeito da quimioterapia.
Continua a haver uma necessidade importante de opcdes de
tratamento eficazes para o cancro ovariano.

Foram estimados 28.300 novos casos de cancro
pancredtico nos Estados Unidos em 2000. Durante os ultimos
20 anos, as taxas de cancro pancredtico tém declinado em
homens. As taxas entre as mulheres permaneceram
aproximadamente constantes, mas comecam a declinar. O
cancro pancredtico causou 28.200 mortes estimadas em 2000
nos Estados Unidos. Durante os ultimos 20 anos, houve uma
leve, mas significativa diminuig¢do nas taxas de mortalidade
entre homens (cerca de -0,9 % por ano), enquanto gue as
taxas tém aumentado ligeiramente entre mulheres.

Cirurgia, terapéutica por radiagdao, e quimioterapia
sdo as opcgdes de tratamento para o cancro pancreatico.
Essas opg¢des de tratamento podem aumentar a sobrevivéncia
e/ou aliviar os sintomas em muitos pacientes, mas nao é

provavel que produzam uma cura para a maioria. Existe uma



necessidade significativa de opcdes terapéuticas e
diagnosticas para o cancro pancredtico.

A presente invencgdo refere-se a um gene, designado
PSCA, que se descobriu que é sobre-expresso em cancros. O
documento WO 98/40403, documento WO 01/40309 e Patente US
N° 6.258.939 descrevem variantes de PSCA, anticorpos contra
os mesmos e utilizacgdes terapéuticas dos mesmos. A andlise
de expressao por Northern blot da expressao de gene de PSCA
em tecidos normais mostra um padrdao de expressao restrito a
tecidos adultos. Proporcionam-se as sequéncias de
nucledétido (Figura 2) e aminodcido (Figura 2, e Figura 3)
de PSCA. O perfil relacionado com o tecido de PSCA em
tecidos adultos normais, combinado com a sobre-expressao
observada nos tecidos listados no Quadro I, mostra que PSCA
¢ aberrantemente sobre-expresso em pelo menos alguns
cancros, e assim serve como um alvo de diagndstico,
profildctico, ©progndstico, e/ou terapéutico util para
cancros do(s) tecido(s) tal(is) como aqueles listados no
Quadro I.

Sumdrio da invencao

A presente invencgdo refere-se mais particularmente a
detecgcdo de uma variante de transcrito especifica néo
revelada anteriormente, PSCA v. 4 (SEQ. ID. NO:11; veja-se
Quadro V(c) e Figura 2D) e variantes de nucledétido unico
identificadas do mesmo. Assim, num aspecto, a presente
invengdo proporciona um método in vitro para detectar a
presenga de um polinucledtido de PSCA numa amostra de teste
derivada de um individuo como um indicador da presenca de
cancro que compreende:

colocar em contacto a amostra com uma sonda que se liga
especificamente ao polinucledtido de PSCA, e

detectar a ligacdo da sonda ao polinucledétido de PSCA, em
que o polinucledétido de PSCA é seleccionado a partir do

grupo que consiste em:
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(a) um polinucledétido que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:11, desde o numero de residuo de nucledétido
424 até 993;

(b) um polinucledétido que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:11, desde o numero de residuo de nucledtido
424 até 993, em que o residuo de nucledtido em 521 & T;
(c) um polinucledétido que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:11. desde o numero de residuo de nucledtido
424 até 993, em que o residuo de nucledtido em 578 & C;
(d) um polinucledétido que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:11, desde o numero de residuo de nucledtido
424 até 993, em que o residuo de nucledtido em 649 & G;
(e) um polinucledétido que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:11, desde o numero de residuo de nucledtido
424 até 993, em que o residuo de nucledtido em 653 & T;
(f) um polinucledétido que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:11, desde o numero de residuo de nucledtido
424 até 993, em que o residuo de nucledtido em 721 & A;
(9) um polinucledétido que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:11, desde o numero de residuo de nucledtido
424 até 993, em que o residuo de nucledtido em 781 & A;
(h) um polinucledétido que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:11, desde o numero de residuo de nucledtido
424 até 993, em que o residuo de nucledtido em 788 & G;
(1) um polinucledétido que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:11, desde o numero de residuo de nucledtido
424 até 993, em que o residuo de nucledtido em 989 é A;
e

(j) um polinucledétido completamente complementar a um
polinucledétido de qualgquer um de (a) a (i);

em que a etapa de deteccao compreende comparar uma
quantidade de ligacao da sonda que se liga
especificamente ao polinucledétido de PSCA a quantidade
de ligacado da sonda ao polinucledétido numa amostra de

tecido normal correspondente, e em que a presenca de
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polinucledtido de PSCA elevado na amostra de teste em
relacdo a amostra de tecido normal proporciona uma
indicacdo da presencga de cancro.

Num outro aspecto, a presente invencdo proporciona um
método in vitro para detectar a presenca de uma proteina de
PSCA gue tem uma sequéncia seleccionada a partir do grupo
que consgsiste em SEQ ID NOS:14, 11, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27 e 28 numa amostra de teste derivada de um individuo como
um indicador da presenca de cancro que compreende:

colocar em contacto a amostra com um anticorpo ou
fragmento do mesmo que se liga especificamente a proteina
de PSCA, e detectar uma quantidade de 1ligacgao do
anticorpo ou fragmento do mesmo a proteina de PSCA na
amostra de teste e comparar a ligagao do anticorpo ou
fragmento do mesmo a proteina numa amostra de tecido
normal, em que a presenga de proteina de PSCA elevada na
amostra de teste em relacdo a amostra de tecido normal
proporciona uma indicacao da presenca de cancro.

0 pedido de patente publicado Us 2003/023054
(Genentech) revela uma proteina secretada humana PR0232,
que tem uma sequéncia 97 % idéntica a SEQ ID NOS:14, 23,
24, 25, 26, 27 e 28 e 96 % 1déntica a SEQ ID NOS:21 e 22.
Enquanto a expressao de polinucledétido PR0232 é indicada em
epitélio prostatico, nédo existe ensinamento na mesma
meméria descritiva de qualgquer meio de diagnéstico de
cancro. Nota-se meramente gue a proteina PR0232 mostra
homologia a um antigénio de superficie de célula estaminal.

Breve Descricdo dos Desenhos

Figura 1. Intencionalmente Omitida.

Figura 2.

A) A sequéncia de ADNc e de aminoacidos da variante 1
de PSCA (também denominada "PSCA v.1" ou "variante 1 de
PSCA") é mostrada na Figura 2A. A metionina de iniciacgao
estd sublinhada. A grelha de leitura aberta estende-se do

acido nucleico 18-389 incluindo o coddo de terminacao.
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B) A sequéncia de ADNc e de aminoadcidos da variante
2 de PSCA (também denominada "PSCA v.2") é mostrada na
Figura 2B. O codédo para a metionina de iniciagdo esta
sublinhado. A grelha de leitura aberta estende-se do
dcido nucleico 56-427 incluindo o coddao de terminacédo.

C) A sequéncia de ADNc e de aminodcidos da variante
3 de PSCA (também denominada "PSCA v.3") ¢é mostrada na
Figura 2C. O coddo para a metionina de iniciacdo esta
sublinhado. A grelha de leitura aberta estende-se do
acido nucleico 423-707 incluindo o coddo de terminacéao.

D) A sequéncia de ADNc e de aminodcidos da variante
4 de PSCA (também denominada "PSCA v.4") é mostrada na
Figura 2D. O coddo para a metionina de iniciagdo esté
sublinhado. A grelha de leitura aberta estende-se do
dcido nucleico 424-993 incluindo o codao de terminacéo.

E) A sequéncia de ADNc e de aminoadcidos da variante
5 de PSCA (também denominada "PSCA v.5") é mostrada na
Figura 2E. O codédo para a metionina de iniciagdo esta
sublinhado. A grelha de leitura aberta estende-se do
acido nucleico 910-1479 incluindo o coddo de terminacao.

F) A sequéncia de ADNc e de aminodcidos da variante
6 de PSCA (também denominada "PSCA v.6") é mostrada na
Figura 2F. O coddo para a metionina de iniciagdo esté
sublinhado. A grelha de leitura aberta estende-se do
acido nucleico 83-427 incluindo o coddo de terminacdao.

G) Variantes de SNP de PSCA v.Z2, PSCA v.7 até v.18.
As proteinas de PSCA v.7 a v.18 tém 123 aminoadcidos. As
variantes de PSCA v.7 até v.18 sao variantes com uma
unica diferenca de nucledétido com relagdo a PSCA v.2 e
codificam a mesma proteina que a v.2. Embora essas
variantes de SNP sejam mostradas separadamente, elas
também podem ocorrer em quaisquer combinagdes e em
qualgquer uma das variantes de transcrito listadas acima

nas Figuras 2A até 2F.
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H) Variantes de SNP de PSCA v.4, PSCA v.19 até v.30.
As proteinas de PSCA v.19 até v.30 tém 189 aminodcidos.
As variantes de PSCA v.19 até v.30 sdo variantes com uma
unica diferenga de nucledtido com relagdo a PSCA v.4. As
proteinas de PSCA v.9, v.10, v.1ll, v.24 e v.25 diferem da
PSCA v.l por um aminodcido. PSCA v.23, v.28, v.29 e v.30
codificam a mesma proteina que a v.4. Embora essas
variantes de SNP sejam mostradas separadamente, elas
também podem ocorrer em quaisquer combinacdes e em

qualguer uma das variantes de transcrito v.3 e v.4.

Figura 3.

n) A sequéncia de aminodcidos da PSCA v.l é mostrada
na Figura 32A; ela tem 123 aminodacidos.

B) A sequéncia de aminodcidos da PSCA v.3 é mostrada
na Figura 3B; ela tem 94 aminodcidos.

C) A sequéncia de aminodcidos da PSCA v.4 é mostrada
na Figura 3C; ela tem 189 aminodcidos.

D) A sequéncia de aminodcidos da PSCA v.6 é mostrada
na Figura 3D; ela tem 114 aminoéacidos.

E) A  sequéncia de aminodcidos da PSCA v.19 ¢é
mostrada na Figura 3E; ela tem 189 aminodcidos.

F) A sequéncia de aminodcidos da PSCA v.20 é
mostrada na Figura 3F; ela tem 189 aminodcidos.

G) A sequéncia de aminodcidos da PSCA v.21 ¢é
mostrada na Figura 3G; ela tem 189 aminodcidos.

H) A  sequéncia de aminodcidos da PSCA v.22 ¢é

mostrada na Figura 3H; ela tem 189 aminodcidos.
I) A sequéncia de aminodcidos da PSCA v.24 é mostrada

na Figura 31; ela tem 189 aminoacidos.

J) A sequéncia de aminodcidos da PSCA v.25 é mostrada
na Figura 3J; ela tem 189 aminodcidos.
K) A sequéncia de aminodcidos da PSCA v.26 €& mostrada

na Figura 3k; ela tem 189 aminodcidos.
L) A sequéncia de aminodcidos da PSCA v.27 é mostrada

na Figura 3L; ela tem 189 aminoéacidos.
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Como é utilizado no presente documento, uma referéncia
a PSCA inclul todas as variantes do mesmo, incluindo
aquelas mostradas nas Figuras 2, 3, 10, 11 e 12, a menos
que o contexto indique claramente de outro modo.

Figura 4. Alinhamento de PSCA v.4 com antigénio de
células estaminais da préstata humana (gi 27482160).

Figura 5. Figuras 5(a)-(c): Perfil de Hidrofilicidade
de aminodcidos de PSCA v.l, v.3, e v.4 determinado através
de andlise de sequéncia por algoritmo em computador usando
o método de Hopp e Woods (Hopp T.P., Woods K.R., 1981.
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78: 3824-3828) acedido ao
website ProtScale localizado na World Wide Web em
(expasy.ch/cgi-bin/protscale.pl) através do servidor de
biologia molecular ExPasy.

Figura 6. Figuras 6(a)—-(c): Perfil de Hidropaticidade
de aminodcidos de PSCA v.l, v.3, e v.4, determinado através
de andlise de sequéncia por algoritmo de computador usando
o método de Kyte e Doolittle (Kyte J., Doolittle R.F.,
1982. J. Mol. Biol. 157: 105-132) acedido ao website
ProtScale localizado na World Wide Web a (.expasy.ch/cgi-
bin/protscale.pl) através do servidor de biologia molecular
ExPasy.

Figura 7. Figuras 7(a)-(c): Perfil de residuos de
aminodcidos acessiveils percentual de PSCA v.1l, v.3 e v.4,
determinado através de andlise de sequéncia por algoritmo
de computador usando o método de Janin (Janin J., 1979
Nature 277: 491-492) acedido ao website ProtScale
localizado na World Wide Web a (.expasy.ch/cgi-
bin/protscale.pl) através do servidor de biologia molecular
ExPasy.

Figura 8. Figuras 8(a)-(c): Perfil de Flexibilidade
Média de Aminodcidos de PSCA v.l1l, v.3 e v.4, determinado
através de andlise de sequéncia por algoritmo de computador
usando o método de Bhaskaran e Ponnuswamy (Bhaskaran R. e
Ponnuswamy P.K., 1988. Int. J. Pept. Protein Res. 32: 242-
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255) acedido ao website ProtScale localizado na World Wide
Web a (.expasy.ch/cgi-bin/protscale.pl) através do servidor
de biologia molecular ExPasy.

Figura 9. Figuras 9(a)-(c): Perfil de Beta-Volta de
aminodcidos de PSCA v.l, v.3 e v.4, determinado através de
andlise de sequéncia por algoritmo de computador usando o
método de Deleage e Roux (Deleage, G., Roux B. 1987 Protein
Engineering 1: 289-294) acedido ao website ProtScale
localizado na World Wide Web a (.expasy.ch/cgi-
bin/protscale.pl) através do servidor de biologia molecular
ExPasy.

Figura 10. Composicgdes de exdao de variantes de
transcrito de PSCA. As variantes PSCA v.2, v.3, v.4 e v.5
sdo variantes de transcrito da v.l. A variante v.2 comecgou
a transcricdo 47 pb além da extremidade 5' com relacdo a
v.l. A variante v.3 tinha um exdo 2 mais curto guando
comparado a v.2. As variantes v.4 e v.5 tinham um primeiro
exao alternativo. A variante 5 manteve o segundo intrao,
quando comparado a v.4. A ordem dos exles potenciais sobre
0 genoma humano ¢é mostrada na parte inferior. As caudas
Poli A ndao sdo mostradas na Figura. Os finais dos exdes sao
mostrados acima das caixas. 0Os numeros entre "( )" sob as
caixas correspondem aquelas da PSCA v.2. As extensdes dos
intrdes e exdes nao sao proporcionais.

Figura 11. Figura 11 (a): Alinhamento esquemdtico de
variantes de proteina de PSCA. As variantes de proteina
correspondem as variantes de nucledtido. As variantes de
nucledétido PSCA v.2, v.7 a v.18 codificam a mesma proteina
que a v.l. A variante v.5 codifica a mesma proteina que a
v.4 e a proteina v.3 era parte da v.4. As variantes de
nucledétido PSCA v.2, v.3, v.4 e v.5 eram variantes de
transcrito da v.1l, como €& mostrado na Figura 10. O SNP em
v.2 gue nao causou alteracao de codao em v.2 causou uma
alteracédo de codéao em v.3, v.4 e v.5. Uma unica diferenca

de aminodcido é indicada acima das caixas. As caixas pretas
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representam a mesma sequéncia que a PSCA v.1l. 0Os numeros
sob a caixa correspondem a PSCA wv.l. Figura 11(b):
Alinhamento esquemdtico de variantes de proteina traduzidos
a partir de variantes de PSCA v.4 de SNP. As variantes de
proteina correspondem as variantes de nucledtido. As
variantes de nucledétido PSCA v.23, v.28, v.29 e v.30
codificam a mesma proteina gque a v.4. SNP em v.4, dgue
resultou numa alteracdo de aminodcido em v.4 e também
resultou numa alteracdo de aminodcido em v.5 e, se ocorria
entre o0s aa 96- 189, também em v.3. Uma Unica diferenca de
aminodcido ¢é indicada acima das caixas. As caixas pretas
representam a mesma sequéncia que a PSCA v.4. 0Os numeros
sob a caixa correspondem a PSCA v.4.

Figura 12. Figura 12(a): Alinhamento esquemdtico de
variantes de PSCA v.2 de SNP. As variantes PSCA v.6 a v.18
sdo variantes com uma Unica diferenca de nucledtido guando
comparado a variante v.2. A variante v.6 alterou a ORF de
56-427 para 83-427. Embora essas variantes de SNP sejam
mostradas separadamente, elas também poderiam ocorrer em
quaisquer combinacgdes e em guaisquer variantes de
transcrito, tal como v.4, mostrada na Fig. 12, que
contivessem os pares de Dbase. 0s numeros correspondem
aqueles da PSCA v.2. A caixa preta mostra a mesma sequéncia
que a PSCA v.2. SNPs sao indicados acima da caixa. Figura
12(b): Alinhamento esquemdtico de variantes de PSCA v.4 de
SNP. As variantes PSCA v.19 a v.30 sao variantes com uma
unica diferenca de nucledtido gquando comparada a variante
v.4 (ORF:424-993). Embora essas variantes de SNP sejam
mostradas separadamente, elas também poderiam ocorrer em
quaisquer combinacdes e em quaisquer variantes de
transcrito que contivessem os pares de base, tal como v.5,
mostrada na Fig. 10. Os numeros correspondem aqueles da
PSCA v.4. A caixa preta mostra a mesma sequéncia que a PSCA

v.4. SNPs sao indicados acima da caixa.
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Figura 13. Previsdo de estrutura secundadria e dominios
transmembranares de variantes de proteina de PSCA.

Figuras 13A, 13B, 13C e 13D: A estrutura secunddria da
variante 1 de proteina de PSCA (SEQ ID NO:6), variante 3
(SEQ ID NO:10), variante 4 (SEQ ID NO:14) e variante 6 (SEQ
ID NO:20) (Figuras A-D, respectivamente) foi prevista
usando o método HNN - Hierarchical Neural Network (NPS@:
Network Protein Sequence Analysis TIBS, Marco de 2000, Vol.
25, N° 3 [291]: 147-150 Combet C, Blanchet C., Geoutjon C.

e Deléage G., htip://phil.iccp.fr/ogi-

hin/npsa_automat,.pliepage=npsa_nn,html), acedido do servidor
]S ]S E S

Q

de biologia molecular ExPasy localizado na World Wide Web a
(.expasy.ch/tools/). Esse método prevé a presenca e
localizagao de filamentos com alfa hélices estendidas e
enrolamentos aleatdérios da sequéncia de proteina priméaria.
O percentual de cada proteina numa determinada estrutura
secunddria é também listado.

Figuras 13E, 13G, 131 e 13K: Representacdo esquemdtica
da probabilidade de existéncia de regides transmembranares
de variantes de PSCA 1,3,4 e 6, respectivamente, baseado no
algoritmo TMpred de Hofmann e Stoffel, o qual utiliza
TMBASE (K. Hofmann, W. Stoffel. TMBASE - A database of
membrane spanning protein segments Biol. Chem. Hoppe-Seyler
374: 166, 1993). Figuras 13F, 13H, 13J e 13L: Representacao
esquemdtica da probabilidade da existéncia de regides
transmembranares de variante 1 de PSCA, baseado no
algoritmo TMHMM de Sonnhammer, von Heijne e Krogh (Erik
L.L. Sonnhammer, Gunnar von Heijne e Anders Krogh: A hidden
Markov model for predicting transmembrane helices 1in
protein sequences, em Proc. of Sixth Int. Conf. on
Intelligent Systems for Molecular Biology, paginas 175-182,
Fd J. Glasgow, T. Littlejohn, F. Major, R. Lathrop, D.
Sankoff e C. Sensen Menlo Park, CA: AAAT Press, 1998). Os
algoritmos TMpred e T- MHMM sao acedidos do servidor de

biologia molecular ExPasy (http://www.expasy.ch/toonlia/).
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Figura 14. Expressao de variantes de PSCA. Figura
14 (A): Iniciadores foram projectados para diferenciar entre
PsCA v.l/v.2/v.4, PSCA v.3 e PSCA v.5. PSCA v.l/v.2/v.4
levou a um produto de PCR de 425 pb, PSCA v.3 levou a um
produto de PCR de 300 pb enquanto que PSCA v.5 levou a um
produto de PCR de 910 pb de tamanho. Figura 14(B): ADNc de
primeira cadeia foil preparado de bexiga normal, cérebro,
coracao, rim, figado, pulmdo, prdéstata, Dbaco, muisculo
esquelético, testiculo, pancreas, cédlon, estbmago,
reservatdérios de cancro de préstata, cancro de bexiga,
cancro renal, cancro de cdélon, cancro de pulmdao, cancro de
ovario, cancro de mama, metdstase cancerigena e cancro de
péncreas. Normalizacdo foi obtida através de PCR usando
iniciadores para actina. PCR semiquantitativa, usando os
iniciadores especificos a wvariante, foi realizada a 30
ciclos de amplificacdo. Os resultados mostram a expressao
de PSCA v.5 principalmente em cancro de mama, metédstase
cancerigena e cancro de pancreas e em menor nivel em cancro
de cdélon e cancro de pulmdao. O produto de PCR de PSCA
v.l/v.2/v.4 foi detectado em cancro de prdstata, cancro de
bexiga, cancro renal, cancro de cdélon, cancro de pulmao,
cancro de ovario, cancro de mama, metdstase cancerigena e
cancro de péncreas. Dentre os tecidos normais, o produto de
PCR de PSCA v.l/v.2/v.4 foi detectado somente em prdstata,
estdmago e em menor nivel em rim e pulmdo enquanto que a
PSCA v. 5 nao foi detectada em gqualguer tecido normal. O
produto de PCR de PSCA v.3 nao foi detectado em qualquer
uma das amostras testadas.

Figura 15. Expressao de PSCA v.4 e PSCA v.5. Figura
15(A): Iniciadores foram projectados para diferenciar entre
PSCA v.4 e PSCA v.5. PSCA v.4 levou a um produto de PCR de
460 pb enquanto que a PSCA v.5 levou a um produto de PCR de
945 pb de tamanho. Figura 15(B): ADNc de primeira cadeia
foi preparado de bexiga normal, cérebro, coracao, rim,

figado, pulméao, préstata, baco, musculo esquelético,
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testiculo, péancreas, cdlon, estdmago, reservatdrios de

cancro de préstata, cancro de bexiga e reservatdrios com

multixenoenxertos (xenoenxertos de cancro de proéstata,
cancro renal e cancro de bexiga). Normalizacdo foi obtida
através de PCR wusando iniciadores para actina. PCR

semiquantitativa, usando os iniciadores especificos a
variante foi realizada a 30 ciclos de amplificacdo. Os
resultados mostram a expressao de PSCA v.4 em cancro de
proéstata, cancro de bexiga e reservatdérios com
multixenoenxertos, rim de prdstata normais. PSCA v.5 foi
detectada somente em prédéstata normal e cancro de bexiga.

Descricdo Detalhada

Definicdes:

A menos que de outro modo definido, todos os termos
técnicos, notagdes e outros termos ou terminologia
cientifica usados no presente documento destinam-se a ter
0s significados comummente compreendidos pelos peritos na
especialidade a qual a presente invencdo pertence. Em
alguns casos, termos com significados comummente
compreendidos sdo definidos no presente documento para
clareza e/ou para pronta referéncia e a inclusédo de tais
definicgdes no presente documento nao devera ser
necessariamente construida para representar uma diferenca
substancial sobre aquilo que ¢ geralmente compreendido na
técnica. Muitas das técnicas e procedimentos descritos ou
mencionados no presente documento sao bem compreendidos e
comummente utilizados usando metodologia convencional pelos
peritos na especialidade, tais como, por exemplo, as
metodologias de clonagem molecular amplamente utilizadas
descritas em Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual 2% edicdo (1989) Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. Como for
apropriado, procedimentos envolvendo a utilizacdo de kits e
reagentes comercialmente disponiveis sao geralmente

realizados de acordo com protocolos e/ou parémetros



20

definidos pelo fabricante, a menos gque de outro modo
observado.

Os termos "cancro de prdstata avancado", "cancro de
prostata localmente avancado", "doenca avancada" e "doenca
localmente avancada" significam cancros de prdstata gque se
estenderam através da cépsula da prdéstata e devem ser
entendidos como incluindo doenca no estagio C, sob o
sistema de estdgios de doenca Cl - C2 da American
Urological Association (AUA) sob o sistema Whitmore-Jewett
e doenca no estdgio T3 - T4 e N+ sob o sistema TNM (tumor,
gadnglio, metédstase). Em geral, a cirurgia ndo é recomendada
para pacientes com doencga localmente avangcada e esses
pacientes tém resultados substancialmente menos favoraveis,
comparado a pacientes tendo cancro de prdstata clinicamente
localizado (confinado a ¢rgao). A doenca localmente
avancada é clinicamente identificada por evidéncia palpéavel
de endurecimento além da borda lateral da prdstata ou
assimetria ou endurecimento acima da base da préstata. O
cancro de ©proéstata localmente avancado actualmente ¢é
diagnosticado patologicamente apds prostectomia radical se
o tumor invade ou penetra a cdpsula prostdtica e estende-se
para a margem cirurgica ou invade as vesiculas seminais.

"Alteracdo do padrao nativo de glicosilacao" destina-
se, para as finalidades no presente documento, a significar
delecdo de uma ou mails porcgdes de hidrato de carbono
encontradas em PSCA com sequéncia nativa (através de
remocao do local de glicosilacdo subjacente ou através de
eliminacdo da glicosilagdao através de meios quimicos e/ou
enzimaticos) e/ou adicdo de um ou mais locais de
glicosilagdao que nao estdo presentes no PSCA de sequéncia
nativa. Além disso, a frase incluil alteracgdes qualitativas
na glicosilagcdo das proteinas nativas, envolvendo uma
alteracdo na natureza e proporcdes das varias porcgdes de

hidrato de carbono presentes.
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O termo "andlogo" refere-se a uma molécula a gqual é
estruturalmente similar ou partilha atributos similares ou
correspondentes com outra molécula (por exemplo, uma
proteina relacionada com PSCA). Por exemplo, um analogo da
proteina de PSCA pode ser ligado especificamente através de
um anticorpo ou célula T que se liga especificamente ao
PSCA.

O termo "anticorpo"™ € usado no senso mais amplo.
Portanto, um "anticorpo" pode ser anticorpos gque ocorrem
naturalmente ou feitos pelo homem, tais como monoclonais,
produzidos através tecnologia convencional de hibridoma.
Anticorpos anti-PSCA compreendem anticorpos monoclonais e
policlonais, bem como fragmentos contendo o dominio de
ligagao a antigénio e/ou uma ou mais regides de
determinacadao de complementaridade desses anticorpos.

Um "fragmento de anticorpo" & definido como pelo menos
uma porc¢do da regido variavel da molécula de imunoglobulina
que se liga a seu alvo, 1isto é, a regidao de ligacao a
antigénio. Numa forma de realizacao, ele abrange,
especificamente, anticorpos anti-PSCA simples e clones dos
mesmos (incluindo anticorpos agonistas, antagonistas e de
neutralizacdao) e composicdes de anticorpo anti-PSCA com
especificidade poliepitdpica.

O termo "sequéncias com codado optimizado" refere-se a
sequéncias de nucledétidos que foram optimizadas para uma
espécie hospedeira em particular através de substituicgdo de
quaisquer coddes tendo uma frequéncia de utilizacao de
menos do que cerca de 20 %. Sequéncias de nucledtidos que
foram optimizadas para expressao numa determinada espécie
hospedeira através de eliminacéao de sequéncias de
poliadenilacgcdo prejudiciais, eliminacaoc de sinais de
divisao de exdo/intréo, eliminacao de repeticdes
semelhantes a transposdao e/ou optimizacdo do teor de GC
além da optimizacdo de codao, sao referidas no presente

documento como uma "sequéncia com expressao intensificada".
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Uma "biblioteca combinatdéria™ ¢é uma coleccdao de
diversos compostos quimicos gerados através de sintese
gquimica ou sintese bioldégica por meio de combinacdo de uma
série de "blocos de construcao" quimica, tais como
reagentes. Por exemplo, uma biblioteca gquimica combinatdéria
linear, tal como uma biblioteca de polipéptido (por
exemplo, muteina), ¢é formada através de combinacdo de um
conjunto de Dblocos de construcdo guimica denominados
aminodcidos em cada forma possivel para uma determinada
extensdo de composto (isto é, o numero de aminocdcidos num
composto polipeptidico). Numerosos compostos quimicos sao
sintetizados através de tal mistura combinatdéria de blocos
de construcdo quimica (Gallop et al., J. Med. Chem. 37 (9):
1233-1251 (1994)).

LA preparacgcao e rastreio de bibliotecas combinatdrias
sdo bem conhecidos pelos peritos na especialidade. Tais
bibliotecas gquimicas combinatérias incluem, mas nao estao
limitadas a, bibliotecas de péptido (veja-se, por exemplo,
Patente U.S. N° 5.010.175, Furka, Pept. Prot. Res. 37: 487-
493 (1991), Houghton et al., Nature, 354: 84-88 (1991)),
peptdides (Publicacdo PCT No WO 91/19735), péptidos
codificados (Publicacdao PCT WO 93/20242), biocoligdémeros
aleatdérios (Publicacdo PCT WO 92/00091), benzodiazepinas
(Pat. U.S. N° 5.288.514), diversdémeros, tais como
hidantoinas, benzodiazepinas e dipéptidos (Hobbs et al.,
Proc. Nat. Acad. Sci. Usa  90: 6909-6913 (1993)),
polipéptidos vinilogos (Hagihara et al., J. Amer. Chem.
Soc. 114: 6568 (1992)), peptidomiméticos nao peptidicos com
uma armagao de Beta-D-Glicose (Hirschmann et al., J. Amer.
Chem. Soc. 114: 9217- 9218 (1992)), sintéticos organicos
andlogos de bibliotecas de pequenos compostos (Chen et al.,
J. Amer. Chem. Soc. 116: 2661 (1994)), oligocarbamatos (Cho
et al., Science 261: 1303 (1993)) e/ou peptidil fosfonatos
(Campbell et al., J. Org. Chem. 59: 658 (1994)). Veja-se,
de modo geral, Gordon et al., J. Med. Chem. 37: 1385
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(1994), Dbibliotecas de &cido nucleico (veja—-se, por
exemplo, Stratagene, Corp.), bibliotecas de &acido nucleico
peptidico (veja-se, por exemplo, Patente U.S. 5.539.083),
bibliotecas de anticorpo (veja-se, por exemplo, Vaughn et
al., Nature Biotechnology 14 (3): 309-314 (1996) e
PCT/US96/10287), bibliotecas de hidrato de carbono (veja-
se, por exemplo, Liang et al., Science 274: 1520-1522
(1996) e Patente U.S. N° 5.593.853) e Dbibliotecas de
pequenas moléculas orgénicas (veja-se, por exemplo,
benzodiazepinas, Baum, C&EN, 18 de Janeiro, p&agina 33
(1993) ; isoprendides, Patente U.S. N° 5.569.588;
tiazolidinonas e metatiazanonas, Patente U.S. N° 5.549.974;
pirrolidinas, Patentes U.S. Nos. 5.525.735 e 5.519.134;
compostos de morfolino, Patente U.S. N° 5.506.337;
benzodiazepinas, Patente U.S. N° 5.288.514; e similares).
Dispositivos para a preparacao de bibliotecas
combinatérias estdo comercialmente disponiveis (veja-se,
por exemplo, 357 NIPS, 390 NIPS, Advanced Chem Tech,
Louisville KY; Symphony, Rainin, Woburn, MA; 433A, Applied
Biosystems, Foster City, CA; 9050, Plus, Millipore,
Bedford, NIA). Uma série de sistemas robdticos Dbem
conhecidos também foi desenvolvida para quimicas em fase em
solugao. Esses sistemas incluem estag¢des de trabalho
automatizadas, tal como o aparelho de sintese automatizada
desenvolvido pela Takeda Chemistry Industries, LTDA.
(Osaka, Japao) e muitos sistemas robdéticos que utilizam
bracos robdéticos (Zymate H, Zymark Corporation, Hopkinton,
Mass.; orca, Hewlett-Packard, Paio Alto, Calif.), os gquais
imitam operagdes sintéticas manuais realizadas por um
quimico. Qualquer um dos dispositivos acima é adequado para
utilizacao com a presente invencgao. A natureza e
implementagdo de modificagdes a esses dispositivos (se
houver) de modo que eles possam operar como € discutido no
presente documento serda evidente para os peritos na

especialidade relevante. Além disso, numerosas bibliotecas
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combinatérias estdo, em si, comercialmente disponiveis
(veja-se, por exemplo, ComGenex, Princeton, NJ; Asinex,
Moscou, RU; Tripos, Inc., St. Louis, MO; ChemStar, Ltda.,
Moscou, RU; 3D Pharmaceuticals, Exton, PA; Martek
Biosciences, Columbia, MD; etc.).

O termo "agente citotdxico" refere-se a uma substancia
que inibe ou impede a actividade de expressao de células,
funcionamento de células e/ou causa destruicdo de células.
O termo destina-se a incluir agentes quimioterapéuticos de
isétopos radioactivos e toxinas, tails como toxinas de
moléculas pequenas ou toxinas enzimaticamente activas de
origem bacteriana, fungica, vegetal ou animal, incluindo
fragmentos e/ou variantes das mesmas. Exemplos de agentes
citotdxicos incluem, mas nao estao limitados a,
auristatinas, auromicinas, maitansindéides, Itrio, Dbismuto,
ricina, cadeilia-A de ricina, combrestatina, duocarmicinas,
dolostatinas, doxorrubicina, daunorrubicina, taxol,
cisplatina, brometo de etidio c¢ccl065, etoposido de
mitomicina, tenoposido, vincristina, vimblastina,
colchicina, dihidroxi antracina diona, actinomicina, toxina
de difteria, exotoxina de Pseudomonas (PE) A, PE40, abrina,
cadeia A de abrina, cadeia A de modecina A, alfa-sarcina,
gelonina, mitogelina, retstrictocina, fenomicina,
enomicina, curicina, crotina, calicheamicina, inibidor de
Sapaonaria officinalis e glicocorticdéide e outros agentes

' ' ~ . ' ' 2 . 1
quimioterapéuticos, bem como radioisdtopos, tais como at? ’

186 188 153 212 213 32
3, 125, v?°, Re'®®, Re'®®, sm!®?, Bi ou , P

e isdétopos
radioactivos de Lu, incluindo Lu'’’. Anticorpos podem ser
também conjugados a uma enzima de activacdo de pré-farmaco
anticancro capaz de conversdao da prdé-fadrmaco em sua forma
activa.

O "produto de gene" ¢é, algumas vezes, referido no
presente documento como uma proteina ou ARNm. Por exemplo,
um "produto de gene da invencao" é, algumas vezes, referido

no presente documento como uma "sequéncia de aminodcidos de
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cancro", T"proteina de cancro", "proteina de um cancro
listado no Quadro I", um "ARNm de cancro", "ARNm de um
cancro listado no Quadro I", etc. Numa forma de realizacao,
a proteina de cancro é codificada por um 4dcido nucleico da
Figura 2. A proteina de cancro pode ser um fragmento ou,
alternativamente, ser uma proteina de comprimento total ao
fragmento codificado pelos &cidos nucleicos da Figura 2.
Numa forma de realizacdo, uma sequéncia de aminodcidos de
cancro é usada para determinar a identidade ou similaridade
de sequéncia. Em outra forma de realizacdo, as sequéncias
sdo variantes alélicas gque ocorrem naturalmente da proteina
codificada por um 4&cido nucleico da Figura 2. Em outra
forma de realizacdo, as sequéncias sdo variantes de
sequéncia como € descrito adicionalmente no presente
documento.

Ensaios de "rastreio de elevado rendimento" com
relacdo a presencga, auséncia, quantificagcdo ou outras
propriedades de acidos nucleicos ou produtos de proteina em
particular sao bem conhecidos pelos peritos na
especialidade. Similarmente, ensaios de ligacdo e ensaios
de gene repérter sao similarmente bem conhecidos. Assim,
por exemplo, a Patente U.S. N° 5.559.410 descreve métodos
de rastreio de elevado rendimento para proteinas; a Patente
U.S. N° 5.585.639 descreve métodos de rastreio de elevado
rendimento para ligacdo de A&acido nucleico (isto &, em
fileiras); enquanto que as Patentes U.S. Nos. 5.576.220 e
5.541.061 descrevem métodos de rastreio de elevado
rendimento para ligacdo de ligante/anticorpo.

Além disso, sistemas de rastreio de elevado rendimento
estdao comercialmente disponiveis (veja-se, por exemplo,
Amersham Biosciences, Piscataway, NJ; Zymark Corp.,
Hopkinton, MA; Air Technical Industries, Mentor, OH;
Beckman Instruments, Inc. Fullerton, CA; Precision Systems,
Inc., Natick, MA; etc.). Esses sistemas, tipicamente,

automatizam procedimentos inteiros, incluindo todo
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pipeteamento de amostra e reagente, distribuicao de
liguido, incubacdes sincronizadas e leituras finais da
microldmina em detector(es) apropriado(s) para o ensaio.
Esses sistemas configuréaveis proporcionam elevado
rendimento e inicio réapido, bem como um elevado grau de
flexibilidade e ©padronizacdo. Os fabricantes de tais
sistemas proporcionam protocolos detalhados para varios
sistemas de elevado rendimento. Assim, por exemplo, a
Zymark Corp. proporciona boletins técnicos descrevendo
sistemas de rastreio para a deteccdao da modulacdao da
transcrigcdo de gene, ligacdo a ligando e similares.

O termo "homdélogo" refere-se a uma molécula a qual
exibe homologia a outra molécula, por exemplo, tendo
sequéncias de residuos guimicos que sdo 0s mesmos ou
similares em posigdes correspondentes.

"Antigénio de leucdcito humano" ou "HLA" ¢é uma
proteina do Principal Complexo de Histocompatibilidade
(MHC) humano da classe I ou classe II (veja-se, por
exemplo, Stites et al., IMMUNOLOGY, g® Ed., Lange
Publishing, Los Altos, CA (1994).

Destinam-se oS termos "hibridar", "hibridacao",
"hibrida" e similares, usados no contexto de
polinucledtidos, a referir-se a condigdes convencionais de
hibridacgao, de preferéncia tais como hibridacdo em 50 % de
formamida/6XSSC/0,1 % de SDS/100 ng/ml de ssDNA nas quais
as temperaturas para hibridacdo estao acima de 37 graus C e
as temperaturas para lavagem em 0,1XSSC/0,1 % de SDS estao
acima de 55 graus C.

As frases "isolado" ou "biologicamente puro" referem-
se ao material o qual ¢é substancial ou essencialmente
isento de componentes os gquais normalmente acompanham ©
material conforme encontrado em seu estado nativo. Assim,
péptidos isolados de acordo com a invencao, de preferéncia
nao contém materiais normalmente associados aos péptidos em

seu ambiente in situ. Por exemplo, um polinucledtido &
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mencionado como sendo "isolado" quando ele é
substancialmente separado de polinucledtidos contaminantes
que correspondem ou sao complementares a outros genes que
ndo os genes PSCA ou que codificam outros polipéptidos que
nao um produto do gene PSCA ou fragmentos do mesmo. Os
peritos na especialidade podem utilizar prontamente
procedimentos de isolamento de acido nucleico para se obter
um polinucledtido isolado de  PSCA. Uma proteina é
mencionada como sendo "isolada," por exemplo, quando
métodos fisicos, mecdnicos ou quimicos sdo utilizados para
remover as proteinas de PSCA de constituintes celulares que
estdo normalmente associados a proteina. Os peritos podem
utilizar prontamente métodos padrdo de purificacdo para
obter uma proteina de PSCA isolada. Alternativamente, uma
proteina isolada pode ser preparada através de meios
quimicos.

O termo M"mamifero" refere-se a qualguer organismo
classificado como um mamifero, incluindo ratinhos, ratos,
coelhos, caes, gatos, vacas, cavalos e seres humanos. Numa
forma de realizagdo da invengao, o mamifero é um ratinho.
Em outra forma de realizacadao da invencado, o mamifero & um
ser humano.

Os termos "cancro de prdstata metastdatico" e "doenca
metastatica" significam cancros de prdéstata que se
disseminaram para génglios regionais ou a locails distantes
e destinam-se a incluir doenca no estdgio D sob o sistema
AUA e no estdagio TxNxM+ sob o sistema TNM. Conforme €& o
caso com cancro de prédstata localmente avancado, cirurgia
geralmente nado ¢é indicada ©para pacientes com doencga
metastdtica e terapéutica hormonal (ablacdo de androgénio)
¢ uma forma de realizacdo de tratamento preferida.
Pacientes com cancro de prdéstata metastdtico eventualmente
desenvolvem um estado resistente a androgénio dentro de 12
a 18 meses de inicio de tratamento. Aproximadamente metade

desses pacientes resistentes a androgénio morre dentro de 6
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meses apds desenvolver esse estado. O local mais comum para
metdstase do cancro de prdstata é o osso. Metdstases dsseas
de cancro de préstata sdo freguentemente osteobldsticas ao
invés de osteoliticas (isto ¢é, resultando em formacao
liguida de o0sso). Metdstases o6sseas sdo encontradas mais
frequentemente na espinha, seguido pelo fémur, pélvis,
caixa tordcica, crédnio e umero. Outros locais comuns para
metdstase incluem génglios, pulmdo, figado e cérebro. O
cancro de prostata metastatico é, tipicamente,
diagnosticado através de linfadenectomia pélvica
laparoscédpica ou aberta, exploracdes por radionuclideo do
corpo todo, radiografia do esqueleto e/ou biopsia de lesao
6ssea.

0O termo "modulador"™ ou "composto de teste" ou
"candidato a fadrmaco" ou equivalentes gramaticais, como é
utilizado no presente documento, descrevem qualqgquer
molécula, por exemplo, proteina, oligopéptido, molécula
organica pequena, polissacarideo, polinucledétidos, etc., a
ser testado com relacgdo a capacidade de alterar, directa ou
indirectamente, o fendtipo do cancro ou a expressao de uma
sequéncia de cancro, por exemplo, uma sequéncia de 4&acido
nucleico ou proteina, ou afectar uma sequéncia de cancro
(por exemplo, sinalizacdo de expressao do gene, interaccéo
de proteina, etc.). Num aspecto, um modulador neutralizara
o efeito de uma proteina de cancro da invencdo. Por
"neutralizar" entenda-se que a actividade de uma proteina é
inibida ou bloqueada, junto com o consequente efeito sobre
a célula. Em outro aspecto, um modulador neutralizard o
efeito de um gene e sua proteina correspondente da invencgao
através de normalizacdo dos niveis da referida proteina. Em
formas de realizacao preferidas, moduladores alteram os
perfis de expressao, ou perfil de expressdo de acidos
nucleicos ou proteinas proporcionadas no presente
documento, ou vias efectoras a Jjusante. Numa forma de

realizacgdo, o modulador suprime um fendétipo de cancro, por
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exemplo, a uma caracteristica de um tecido normal. Em outra
forma de realizacdo, um modulador induziu a um fendtipo de
cancro. Geralmente, uma pluralidade de misturas de ensaio é
passada em paralelo com diferentes concentracdes de agentes
para se obter uma resposta diferencial as varias
concentracdes. Tipicamente, uma dessas concentracdes serve
como um controlo negativo, isto €, numa concentracao zero
ou abaixo do nivel de deteccao.

Moduladores, candidatos a féarmaco ou compostos de
teste abrangem numerosas classes quimicas, embora,
tipicamente, eles sejam moléculas orgdnicas, de preferéncia
pequenos compostos orgédnicos, tendo um peso molecular de
mais do que 100 e menos do que cerca de 2.500 Daltons.
Pequenas moléculas preferidas tém menos do gque 2000 ou
menos do que 1500 ou menos do que 1000 ou menos do que 500
D. Agentes candidatos compreendem  grupos funcionais
necessarios para interacg¢do estrutural com proteinas,
particularmente ligacao a hidrogénio e incluem,
tipicamente, pelo menos um grupo amina, carbonilo,
hidroxilo ou carboxilo, de preferéncia pelo menos dois dos
grupos quimicos funcionais. Os agentes candidatos
frequentemente compreendem estruturas ciclicas ou
heterociclicas de carbono e/ou estruturas aromdticas ou
poliaromaticas substituidas por um ou mais dos grupos
funcionais acima. Moduladores também compreendem
biomoléculas, tais como péptidos, sacarideos, acidos
graxos, esterdides, purinas, pirimidinas, derivados,
andlogos estruturais ou combinac¢des dos mesmos.
Particularmente preferidos sao péptidos. Uma classe de
moduladores sao péptidos, por exemplo, de cerca de cinco a
cerca de 35 aminodacidos, com de cerca de cinco a cerca de
20 aminodcidos sendo preferido e de cerca de 7 a cerca de
15 sendo particularmente preferido. De preferéncia, a
proteina modulatdéria de cancro é soluvel, inclui uma regiao

ndo transmembranar e/ou tem uma Cys N-terminal para
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auxiliar na solubilidade. Numa forma de realizacdo, o C-
término do fragmento € mantido como um acido livre e o N-
término é uma amina livre para auxiliar no acoplamento,
isto é, a cisteina. Numa forma de realizacdo, uma proteina
de cancro da invencadao ¢ conjugada a um agente imunogénico,
como ¢é discutido no presente documento. Numa forma de
realizacgdo, a proteina de cancro ¢ conjugada a BSA. Os
péptidos da invencao, por exemplo, de comprimentos
preferidos, podem ser ligados uns aos outros ou a outros
aminodcidos para criar um péptido/proteina mais longo. Os
péptidos modulatdérios podem ser digestdes de proteinas que
ocorrem naturalmente, conforme ¢é esbocado acima, péptidos
aleatdérios ou péptidos aleatdrios "desviados". Numa forma
de realizacéao preferida, moduladores baseados em
péptido/proteina sdo anticorpos e fragmentos dos mesmos,
como é definido no presente documento.

Moduladores de cancro também podem ser &acidos
nucleicos. Agentes de modulacdo de &cido nucleico podem ser
dcidos nucleicos que ocorrem naturalmente, Aacidos nucleicos
aleatérios ou &cidos nucleicos aleatérios "desviados". Por
exemplo, digestdes de genomas procariotas ou eucariotas
podem ser usadas numa abordagem andloga aquela esbocada
acima para proteinas.

0 termo "anticorpo monoclonal™ refere-se a um
anticorpo obtido de uma populacao de anticorpos
substancialmente homogénea, isto €&, o0s anticorpos que
compreendem a populacdo sao idénticos, excepto gquanto a
possiveis mutacgdes que ocorrem naturalmente que estéao
presentes em quantidades minimas.

Um "motivo", conforme em motivo bioldgico de uma
proteina relacionada com PSCA, refere-se a qualguer padréo
de aminodcidos que forma parte da sequéncia primaria de uma
proteina, que esta associada a uma funcdo em particular
(por exemplo, interaccédo proteina-proteina, interaccéao

proteina-ADN, etc.) ou modificacdo (por exemplo, gque &



31

fosforilada, glicosilada ou amidada) ou localizacdo (por
exemplo, sequéncia secretora, sequéncia de localizacéo
nuclear, etc.) ou uma sequéncia que é correlacionada por
ser imunogénica, quer humor ou celularmente. Um motivo pode
ser continuo ou capaz de ser alinhado a determinadas
posicdes que sao, geralmente, correlacionadas com uma
determinada funcdo ou propriedade. No contexto da motivos
de HLA, "motivo" refere-se a um padrdo de residuos num
péptido de comprimento definido, usualmente um péptido de
cerca de 8 a cerca de 13 aminodcidos para um motivo de HLA
da classe I e de cerca de 6 a cerca de 25 aminodcidos para
um motivo de HLA da classe II, o qual é reconhecido por uma
molécula de HLA em particular. Motivos de péptido para
ligagao de HLA sao, tipicamente, diferentes para cada
proteina codificada por cada alelo de HLA humano e diferem
quanto ao padréo de residuos dncora primdrios e
secundarios.

Um "excipiente farmacéutico" compreende um material,

tal como um adjuvante, um veiculo, agentes para ajuste de

pH e tamponamento, agentes molhantes, conservantes e
similares.
"Farmaceuticamente aceitdvel" refere-se a uma

composicdo ndo toéxica e/ou inerte que ¢é fisiologicamente
compativel com seres humanos ou outros mamiferos.

0 termo "polinucledétido" significa uma forma
polimérica de nucledétidos de pelo menos 10 bases ou pares
de base de comprimento, quer ribonucledétidos ou
desoxinucledtidos, ou uma forma modificada de qual quer
tipo de nucledétido e destina-se a incluir formas em cadeias
simples e duplas de ADN e/ou ARN. Na técnica, esse termo é
frequentemente usado intercambiavelmente com
"oligonucledtidos". Um polinucledtido pode compreender uma
sequéncia de nucledtidos descrita no presente documento em
que timidina (T), como é mostrado, por exemplo, na Figura

2, pode também ser uracilo (U); essa definicdo refere-se as
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diferencas entre as estruturas quimicas de ADN e ARN, em
particular a observacdo de que uma das quatro Dbases
principais no ARN é uracilo (U) ao invés de timidina (T).

O termo "polipéptido" significa um polimero de pelo
menos cerca de 4, 5, 6, 7 ou 8 aminodcidos. Ao longo da
memdéria descritiva, designagdes padradao de trés letras ou
uma unica letra para os aminodcidos sdo usadas. Na técnica,
esse termo € frequentemente usado intercambiavelmente com
"péptido" ou "proteina”.

Um "residuo &ancora primario" de HLA € um aminodacido
numa posicado especifica ao 1longo de wuma sequéncia de
péptido o qual é compreendido como proporcionando um ponto
de contacto entre o péptido imunogénico e a molécula de
HLA. Um a trés, usualmente dois, residuos &ncora primdrios
dentro de um péptido de comprimento definido geralmente
definem um "motivo" para um péptido imunogénico. Esses
residuos sao compreendidos como se adaptando em contacto
intimo com a ranhura de ligacdo peptidica de uma molécula
de HLA, com suas cadeias laterais alojadas em bolsas
especificas da ranhura de ligacgao. Numa forma de
realizacdo, por exemplo, os residuos ancora primdrios para
uma molécula da classe I de HLA estdo localizados na
posicdo 2 (a partir da posicdo amino terminal) e na posicéo
carboxilo-terminal de um epitopo de péptido com 8, 9, 10,
11 ou 12 residuos de acordo com a invencao.
Alternativamente, em outra forma de realizacgdao, os residuos
dncora primdrios de um péptido que se ligam a uma molécula
da classe II do HLA sao espacados com relagao uns aos
outros, ao invés de ao término de um péptido, onde o
péptido tem geralmente pelo menos 9 aminodcidos de
comprimento. Por exemplo, péptidos andlogos podem ser
criados através de alteracao da presenga ou auséncia de
residuos em particular nas posicdes Aancora primadrias e/ou
secunddrias. Tais andalogos sao usados para modular a

afinidade de ligagao e/ou abrangéncia de populagao de um
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péptido gque compreende um motivo ou supermotivo de HLA em

particular
"Radioisdtopos" incluem, mas nao estao limitados, aos
seguintes (utilizacdes exemplificativas nédo limitativas

também sao

**Exemplos

apresentadas) :

de Isdétopos Médicos:

Isdtopo

Descricgdo de uso

Actinio-225
(AC-225)
Actinio-227

(AC-227)

Bismuto-212
(Bi-212)
Bismuto-213
(Bi-213)
Cadmio-109
(Cd-109)
Cobalto-60
(Co-60)

Cobre-64
(Cu-64)
Cobre-67
(Cu-67)

Disprésio-
166 (Dy-166)
Erbio-169
(Er-169)
Eurdépio-152
(Eu-152)
Eurdpio-154
(Eu-154)

Veja—-se Tério-229 (Th-229)

Precursor de Ra&dio-223 (Ra-223) o qual & um alfa emissor

usado para tratar metdstases no esqueleto resultantes de

cancro (isto ¢&, cancros de mama e de proéstata) e
radioimunoterapia de cancro

Veja—-se Tério-228 (Th-228)

Veja-se Tério-229 (Th-229)

Detecgao de cancro

Fonte de radiagao para radioterapia de cancro, para
irradiadores de alimentos e para esterilizacao de

suprimentos médicos

Un emissor de positrao usado para terapéutica de cancro e
formagao de imagem SPECT.

Beta/gama emissor usado em radioimunoterapia de cancro e
estudos diagndésticos (isto é, cancros de mama e cdlon e
linfoma)

Radioimunoterapia de cancro
Tratamento de artrite reumatdide, particularmente para as
pequenas articulacg¢des associadas aos dedos dos pés e maos
Fonte de radiacdao para irradiacdao de alimentos e para a
esterilizacao de suprimentos médicos

Fonte de radiacdao para irradiacdo de alimentos e para a

esterilizacgdao de suprimentos médicos
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Detecgcdo de osteoporose e dispositivos para assegurar

153 (Gd-153) qualidade médica nuclear

Ouro-198
(Au-198)
H61lmio-166

(Ho-166)

Implante e terapéutica intracavidade de cancros ovariano,
de préstata e de cérebro

Tratamento de mieloma maltiplo em terapéutica direccionada
ao esqueleto, radioimunoterapia de cancro, ablacao da

medula éssea e tratamento de artrite reumatdide

Todo-125 (I-Deteccao de osteoporose, formagdo de imagem diagndstica,

125)

farmacos tracadores, tratamento de cancro do cérebro,
radiomarcacgdo, formacdo de imagem de tumor, mapeamento de
receptores no cérebro, terapéutica intersticial ©por
radiagdo, braquiterapia para o tratamento de cancro de
prédstata, determinacdao da taxa de filtracdo glomerular
(GFR), determinacdo do volume de plasma, detecgdao de

trombose de veias profundas das pernas

Iodo-131 (I-Avaliacdao de funcdo da tirdide, detecgcdo de doengca da

131)

Iridio-192
(Ir-192)

Lutécio-177
(Lu-177)
Molibdénio-

99 (Mo-99)

tirdéide, tratamento de cancro da tirdéide, bem como outras
doencas da tirdéide nado-malignas (isto €&, doencga de Grave,
bécio e hipertiroidismo), tratamento de leucemia, linfoma
e outras formas de cancro (por exemplo, cancro de mama)
usando radioimunoterapia

Braquiterapia, tratamento de tumores no cérebro e coluna
espinhal, tratamento de artérias Dbloqueadas (isto ¢&,
aterosclerose e reestenose) e implantes para tumores de
mama e préstata

Radioimunoterapia de cancro e tratamento de artérias
bloqueadas (isto é, aterosclerose e reestenose)

Parente de Tecnécio-99m (Tc-99m) o qual ¢ usado para
formagdao de imagem do cérebro, figado, pulmdo, coragao e
outros 6rgaos. Actualmente, o Tc-99m é o radioisdtopo mais
amplamente usado para formacdo de imagem diagndstica de
vdrios cancros e doencgas envolvendo o cérebro, coracgdo,
figado, pulmédo; também usadas em deteccdo de trombose de

veias profundas das pernas.



Osmio-194
(05-194)
Paladio-103
(Pd-103)
Platina-195m
(Pt-195m)
Fésforo-32

(P-32)

Fésforo-33

(P-33)

Radio-223
(Ra-223)
Rénio-186

(Re-186)

Rénio-188

(Re—-188)

R6dio-105
(Rh-105)
Samario-145
(Sm-145)
Samario-153
(Sm-153)
Escéndio-47

(Sc—-47)

35

Radioimunoterapia de cancro

Tratamento de cancro de préstata

Estudos de biodistribuicdao e metabolismo de cisplatina, um

farmaco quimioterdpico

Tratamento de policitemia rubra vera (doenga de células

sanguineas) e leucemia, diagndstico/tratamento de cancro

6sseo; tratamento de cancro de cdlon, pancredtico e de

figado; radiomarcagdo de acidos nucleicos para pesquisa in

vitro, diagndéstico de tumores superficiais, tratamento de

artérias bloqueadas (isto é, aterosclerose e reestenose) e

terapéutica intracavidade

Tratamento de leucemia, diagndstico/tratamento de doencga

6ssea, radiomarcagdao e tratamento de artérias blogqueadas

(isto &, aterosclerose e reestenose)

Veja—-se Actinio-227 (Ac-227)

Alivio da dor em cancro o6sseo, tratamento de artrite

reumatdide e diagndstico e tratamento de linfoma e cancros

6sseo, de mama, cdlon e figado usando radioimunoterapia
Diagnéstico e tratamento de cancro usando
radioimunoterapia, alivio da dor em cancro &sseo,

tratamento de artrite reumatdide e tratamento de cancro de
prédstata

Radioimunoterapia de cancro

Tratamento de cancro ocular

Radioimunoterapia de cancro e alivio da dor em cancro

bsseo
cancro e alivio da dor

Radioimunoterapia de em cancro

bsseo



Selénio-75

(Se-75)

Estréncio-85
(Sr-85)
Estrdéncio-89
(Sr—-89)
Tecnécio-99m
(Tc-99m)
Tério-228
(Th-228)
Tério-229

(Th-229)

Tulio-170
(Tm—170)
Estanho-117m
(Sn—117m)
Tungsténio-

188 (wW-188)

Xendbnio-127

(Xe=127)

Itérbio-175

(Yb-175)

ftrio-90 (Y-

90)
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Radio-tracador usado em estudos do cérebro, formagao de
imagem do coértex adrenal através de gama-cintigrafia,
localizagbes laterais de tumores que secretam esterdide,
exploracéo pancredtica, deteccéo de gléndulas
paratiredides hiperactivas, taxa de medida de perda de
dcido biliar do reservatdério enddgeno

Detecgdo de cancro ésseo e exploragdes do cérebro

Alivio da dor de cancro &sseo, tratamento de mieloma
multiplo e terapéutica osteobldstica

Veja—-se Molibdénio-99 (Mo-99)

Precursor de Bismuto-212 (Bi-212) o qual ¢ um alfa emissor
usado para radioimunoterapia de cancro

Precursor de Actinio-225 (Ac-225) e precursor de precursor
de Bismuto-213 (Bi-213) os quais sao alfa emissores usados
em radioimunoterapia de cancro

Fonte gama para fonte de energia de irradiadores de sangue
para dispositivos médicos implantados

Imunoterapia de cancro e alivio da dor de cancro ésseo

Precursor de Rénio-188 (Re-188) o qual ¢é wusado para
diagndéstico/tratamento de cancro, alivio da dor de cancro
b6sseo, tratamento de artrite reumatdide e tratamento de
artérias bloqueadas (isto &, aterosclerose e reestenose)
Neuroformagdo de imagens de disturbios no cérebro, estudos
por SPECT em alta resolugdo, testes de funcao pulmonar e
estudos de fluxo sanguineo cerebral

Radioimunoterapia de cancro

Microsementes obtidas a partir de irradiacdoc de Iftrio-89

(Y-89) para tratamento de cancro do figado
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ftrio-91 (Y-Um marcador de gama—emissdo para Itrio-90 (Y-90) o qual &

91) usado para radioimunoterapia de cancro (isto ¢, linfoma,
cancros inoperdaveis de mama, cbélon, rim, pulmdo, ovariano,
préstata, pancredtico e de figado)

Por "aleatdério" ou equivalentes gramaticais, conforme
aplicado no presente documento a 4dcidos nucleicos e
proteinas, entenda-se que cada &cido nucleico e péptido
consiste essencialmente em nucledétidos e aminodcidos
aleatdrios, respectivamente. Esses péptidos aleatdrios (ou
dcidos nucleicos, discutidos no presente documento) podem
incorporar quaisquer nucledétidos ou aminodcidos em qualquer
posicao. O processo sintético pode ser projectado para
gerar proteinas ou &cidos nucleicos aleatdrios, para
permitir a formacdo de todas ou a maioria das combinacdes
possiveis sobre a extensdao de uma sequéncia, assim,
formando uma biblioteca de agentes proteicos biocactivos
candidatos aleatérios.

Numa forma de realizacdo, uma biblioteca ¢ "totalmente
aleatdéria™, sem nenhuma preferéncia ou constante de
sequéncia em gualquer posicgao. Em outra forma de
realizagdo, a biblioteca ¢é uma biblioteca "com tendéncia
aleatdria™. Isto &, algumas posicdes dentro de uma
sequéncia sao mantidas constantes ou sdo seleccionadas a
partir de um numero limitado de ©possibilidades. Por
exemplo, o0s nucledétidos ou residuos de aminodcidos séao
aleatdrios dentro de uma classe definida, por exemplo, de
aminodcidos hidrofdébicos, residuos hidrofilicos, residuos
com tendéncia estérica (peguenos ou grandes), com relacdo a
criacdo de dominios de ligacdo de &acido nucleico, a criacéo
de cisternas, para ligacao cruzada, prolinas para dominios
SH-3, serinas, treoninas, tirosinas ou histidinas para
locais de fosforilagao, etc. ou purinas, etc.

Uma molécula de ADN ou ARN "recombinante"™ €& uma
molécula de ADN ou ARN que foli submetida a manipulacéo

molecular in vitro.
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Exemplos ndo limitativos de molécula pequenas incluem
compostos que se ligam ou interagem com PSCA, ligantes
incluindo hormonas, neuropéptidos, gquimiocinas, odorantes,
fosfolipidos e equivalentes funcionais dos mesmos que se
ligam e, de preferéncia, inibem a funcdo da proteina de
PSCA. Tais moléculas pequenas nao limitativas tém, de
preferéncia, um peso molecular de menos do que cerca de 10
kDa, mais preferivelmente abaixo de cerca de 9, cerca de 8,
cerca de 7, cerca de 6, cerca de 5 ou cerca de 4 kDa. Em
determinados formas de realizacdo, moléculas pequenas se
associam fisicamente com, ou se ligam, a proteina de PSCA;
nao sao encontradas ocorrendo naturalmente em vias
metabdlicas; e/ou sdo mais sollvels em solugdes aquosas do
que em nao agquosas.

A "restringéncia" de reaccgdes de hibridacéao é
prontamente determindvel pelos peritos na especialidade e
geralmente € um cdlculo empirico, dependendo da extensdo da
sonda, temperatura de lavagem e concentracao de sal. Em
geral, sondas mais longas requerem maiores temperaturas
para hibridagao apropriada, enquanto que sondas mais curtas
precisam de temperaturas menores. A hibridacdo geralmente
depende da capacidade das sequéncias de 4&cido nucleico
desnaturadas de se rehibridarem qguando filamentos
complementares estdo presentes num ambiente abaixo de sua
temperatura de fusdo. Quanto maior o grau de homologia
desejado entre a sonda e a sequéncia hibriddvel, maior a
temperatura relativa que pode ser usada. Como resultado,
segue que maiores temperaturas relativas tenderdo a tornar
as condigdes de reacgdo mais restringentes, enquanto que
temperaturas menores o farao menos. Para detalhes e
explicagdo adicional sobre restringéncia de reacgdes de
hibridac¢do veja-se Ausubel et al., Current Protocols 1in
Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers, (1995).

"Condigdes restringentes" ou "condigdes de elevada

restringéncia", como é definido no presente documento, sao
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identificadas por, mas ndo limitado, aquelas que: (1)
utilizam uma baixa resisténcia idnica e elevada temperatura
para lavagem, por exemplo, cloreto de sédio a
0,015M/citrato de sdédio a 0,0015M/0,1 % de dodecil sulfato
de sdédio a 50 °C; (2) wutilizam, durante hibridacdo, um
agente de desnaturacao, tal como formamida, por exemplo,
formamida a 50 % (v/v) com 0,1 % albumina de soro
bovino/0,1 % de Ficoll/0,1 % de polivinilpirrolidona/tampdo
de fosfato de sédio a 50 mM num pH de 6,5 com cloreto de
sédio a 750 mM, citrato de sdédio a 75 mM a 42 °C; ou (3)
utilizam formamida a 50 %, 5 x SSC (NaCl a 0,75 M, citrato
de sédio a 0,075 M), fosfato de sédio a 50 mM (pH de 6,8),
pirofosfato de sdédio a 0,1 %, 5 x solucdo de Denhardt, ADN
de esperma de salmdao submetido a ultra-sons(50 pg/ml), 0,1
de SDS e 10 % de sulfato de dextrano a 42 °C, com

o

lavagens a 42°C em 0,2 x SSC (cloreto de sdédio/citrato de
sédio) e formamida a 50 % a 55 °C, seguido por uma lavagem
em elevada restringéncia consistindo em 0,1 x SSC contendo
EDTA a 55 °C. "Condigdes moderadamente restringentes" sao
descritas por, mas nao limitadas, aquelas em Sambrook et
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, New York: Cold
Spring Harbor Press, 1989 e incluem a utilizacgao de solugéo
de lavagem e condigdes de hibridacéo (por exemplo,
temperatura, resisténcia idénica e % de SDS) menos
restringentes do que aquelas descritas acima. Um exemplo de
condig¢des moderadamente restringentes é incubacao durante a
noite a 37°C numa solucao que compreende: formamida a 20 %,
5 x S8SSC (NaCl a 150 mM, citrato de trissddico a 15 mM),
fosfato de sédio a 50 mM (pH de 7,6), 5 x solugao de
Denhardt, 10 % de sulfato de dextrano e 20 mg/mL de ADN de
esperma de salmao desnaturado cortado, seguido por lavagem
dos filtros em 1 x SSC em torno de 37-50°C. Os peritos na
especialidade reconhecerdao como ajustar a temperatura,

resisténcia idénica, etc., conforme necessario, para
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acomodar factores tais como a extensdo da sonda e
similares.

Como ¢é utilizado no presente documento, "tratar" ou
"terapéutico" e termos gramaticalmente relacionados,
referem-se a qualquer melhora de qualgquer consequéncia de
uma doenca, tal como sobrevivéncia prolongada, menos
morbidez e/ou uma diminuicdo dos efeitos colaterais os
quais sao o0s subprodutos de uma forma de realizacao
terapéutica alternativa; erradicacao total da doencga nao é
requerida.

Um "animal transgénico" (por exemplo, um ratinho ou
rato) é um animal que tem células que contém um transgene,
transgene o qual foi introduzido no animal ou um ancestral
do animal no estdgio pré-natal, por exemplo, embridénico. Um
"transgene" ¢é um ADN que ¢é integrado no genoma de uma
célula a partir da gqual um animal transgénico se
desenvolve.

Como é utilizado no presente documento, uma "vacina"
para resposta imune celular ou de HLA é uma composicdo que
contém ou codifica um ou mais péptidos da invencdo. Existem
numerosas formas de realizacadao de tais wvacinas, tais como
um coquetel de um ou mais péptidos individuais; um ou mais
péptidos da invencao compreendidos por um  péptido
poliepitdépico; ou é&cidos nucleicos gque codificam tais
péptidos ou polipéptidos individuais, por exemplo, um
minigene que codifica um péptido poliepitédépico. O "um ou
mais péptidos" pode incluir qualguer unidade inteira de 1-
150 ou mais, por exemplo, pelo menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 55, 60, 65,
70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 1035, 110, 115, 120, 125, 130,
135, 140, 145 ou 150 ou mais péptidos da invencao. Os
péptidos ou polipéptidos podem, opcionalmente, ser

modificados, tal como através lipidacao, adicao de
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sequéncias de enderecamento ou outras. Os péptidos de
classe I de HLA da invencao podem estar misturados com, ou
ligados a péptidos da classe II de HLA, para facilitar a
activacdo de 1linfécitos T citotdxicos e 1linfécitos T
auxiliares. Vacinas de HLA podem compreender também células
gque apresentam antigénio péptido-pulsadas, por exemplo,
células dendriticas.

O termo "variante" refere-se a uma molécula que exibe
uma variacgcao com relacdao a um tipo ou norma descrita, tal
como uma proteina que tem um ou mais residuos de
aminodcidos diferentes na(s) posicdo(des) correspondente(s)
de uma proteina especificamente descrita (por exemplo, a
proteina de PSCA mostrada na Figura 2 ou Figura 3). Um
andlogo é um exemplo de uma proteina variante. Isoformas
splice e polimorfismos simples de nucledtido (SNPs) sao
outros exemplos de variantes.

As "proteinas relacionadas com PSCA" da invengao
incluem aquelas especificamente identificadas no presente
documento, bem como variantes alélicas, variantes com
substituicdo conservativa, andlogos e homdélogos gque podem
ser 1isolados/gerados e caracterizados sem experimentacdo
indevida seguindo os métodos esbogcados no presente
documento ou prontamente disponiveis na técnica. Proteinas
de fusdao que combinam partes de diferentes proteinas de
PSCA ou fragmentos das mesmas, bem como proteinas de fusao
de uma proteina de PSCA e um polipéptido heterdlogo também
estdao incluidas. Tais proteinas de PSCA sao colectivamente
referidas como as proteinas relacionadas com PSCA, as
proteinas da invencdo ou PSCA. O termo "oroteina
relacionada com PSCA" refere-se a um fragmento de
polipéptido ou uma sequéncia de proteina de PSCA de 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25 ou mais de 25 aminodcidos; ou pelo menos 30,
35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 80, 85, 90, 95,100, 105,
110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165,
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170, 175, 180, 185, 190, 195, 200, 225, 250, 275, 300, 325,
350, 375, 400, 425, 450, 475, 500, 525, 550, 575 ou 576 ou
mais aminodcidos.

Polinucledétidos de PSCA

Como foi indicado anteriormente no presente documento,

os polinucledétidos de PSCA de interesse em relagao com a

presente invencgdo sao O grupo que consiste em
(a) um polinucledétido que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:11, desde o numero de residuo de nucledtido
424 até 993;
(b) um polinucledétido que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:11, desde o numero de residuo de nucledtido
424 até 993, em que o residuo de nucledtido em 521 é T;
(c) um polinucledétido que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:11. desde o numero de residuo de nucledtido
424 até 993, em que o residuo de nucledtido em 578 é C;
(d) um polinucledétido que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:11, desde o numero de residuo de nucledtido
424 até 993, em que o residuo de nucledtido em 649 é G;
(e) um polinucledétido que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:11, desde o numero de residuo de nucledtido
424 até 993, em que o residuo de nucledtido em 653 é T;
(f) um polinucledétido que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:11, desde o numero de residuo de nucledtido
424 até 993, em que o residuo de nucledtido em 721 é A;
(g) um polinucledétido que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:11, desde o numero de residuo de nucledtido
424 até 993, em que o residuo de nucledtido em 781 é A;
(h) um polinucledétido que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:11, desde o numero de residuo de nucledtido
424 até 993, em que o residuo de nucledtido em 788 & G;
(1) um polinucledétido que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:11, desde o numero de residuo de nucledtido

424 até 993, em que o residuo de nucledtido em 989 é A;
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(j) um polinucledtido completamente complementar a um
polinucledétido de qualgquer um de (a) a (i);

Estes correspondem-se com a variante de transcrito
PSCA v.4 (veja-se Figura 2D), variantes de nucledtidos
simples das mesmas como € identificado na Figura 2H e os
complementos da mesma.

0 gene de PSCA  humano é mapeado pelo local
cromossémico apresentado no Exemplo intitulado "Mapeamento
Cromossémico de PSCA". Por exemplo, em virtude do fato do
gene de PSCA mapear esse cromossoma, polinucledtidos que
codificam diferentes regides das proteinas de PSCA sao
usados para caracterizar anormalidades citogenéticas desse
local cromossdmico, tais como anormalidades que séo
identificadas como estando associadas a varios cancros. Em
determinados genes, uma variedade de anormalidades
cromossédmicas, incluindo rearranjos, foi identificada como
anormalidades citogenéticas frequentes numa série de
diferentes cancros (veja-se, por exemplo, Krajinovic et
al., Mutat. Res. 382 (3-4): 81-83 (1998); Johansson et al.,
Blood 86 (10): 3905-3914 (1995) e Finger et al., P.N.A.S.
85 (23): 9158-9162 (1988)). Assim, polinucledétidos que
codificam regides especificas da proteinas de PSCA
proporcionam novas ferramentas que podem ser usadas para
delinear, com maior precisao do gue anteriormente possivel,
anormalidades citogenéticas na regido cromossdémica gue
codifica PSCA que pode contribuir para o fendtipo maligno.
Nesse contexto, esses polinucledtidos satisfazem uma
necessidade na técnica por expansdo da sensibilidade de
rastreio cromossdémico de forma a identificar anormalidades
cromossémicas mais subtis e menos comuns (veja—-se, por
exemplo, Evans et al., Am. J. Obstet. Gynecol 171 (4):
1055- 1057(1994)).

Como ¢é observado anteriormente, uma vez que foi
mostrado que o PSCA ¢é altamente expresso em cancro de

préstata e outros cancros, o0s polinucledtidos de PSCA séo
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usados em métodos para avaliar o estado de produtos do gene
de PSCA em tecidos normais versus cancerigenos.
Tipicamente, polinucledtidos que codificam regides
especificas da proteinas de PSCA sao usados para avaliar a
presenca de perturbacdes (tais como delecgdes, insercgdes,
mutacgcdes por pontos ou alteracgdes resultando numa perda de
um antigénio, etc.) em regides especificas do gene de PSCA,
tais como regides contendo um ou mais motivos. Ensaios
exemplificativos incluem ensaios de RT-PCR, bem como
andlise de polimorfismo de conformacdo em cadeia simples
(SSCP) (veja-se, por exemplo, Marrogi et al., J. Cutan.
Pathol. 26 (8): 369-378 (1999), ambos os quais wutilizam
polinucledétidos que codificam regides especificas de uma
proteina para examinar essas regides dentro da proteina.

Iniciadores e Pares de iniciadores

Iniciadores e pares de iniciadores podem ser usados
para amplificar polinucledétidos para a detecgdao de acordo
com a invencao. Sondas para tal deteccdo podem ser marcadas
com um marcador detectédvel, tal como, por exemplo, um
radioisétopo, composto fluorescente, composto
bioluminescente, um composto quimioluminescente, quelante
de metal ou enzima. Tais sondas e iniciadores sao usados
para detectar a presenca de um polinucledétido de PSCA numa
amostra e como um meio para detectar uma célula que
expressa uma proteina de PSCA.

Exemplos de tais sondas incluem polipéptidos que
compreendem toda ou parte da sequéncia de ADNc de PSCA
humana mostrada na Figura 2. Exemplos de pares de
iniciadores capazes de amplificar especificamente ARNm de
PSCA sdo também descritos nos Exemplos. Como serd entendido
pelos peritos na especialidade, muitos iniciadores e sondas
diferentes podem ser preparados com base nas sequéncias
proporcionadas no presente documento e usados eficazmente

para amplificar e/ou detectar um ARNm de PSCA.
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Isolamento de Moléculas de Acido Nucleico que Codificam
PSCA

As sequéncias de ADNc de PSCA como foi descrito no
presente documento permite o) isolamento de outros
polinucledtidos que codificam produto(s) do gene de PSCA,
bem como o isolamento de polinucledtidos que codificam
homélogos do produto do gene de PSCA, alternativamente
isoformas splice, variantes alélicas e formas mutantes de
um produto do gene de PSCA, bem como polinucledtidos que
codificam andlogos de proteinas relacionadas com PSCA.
Varios métodos de <clonagem molecular que podem ser
utilizados para isolar ADNc de comprimento total que
codificam um gene de PSCA sao bem conhecidos (veja-se, por
exemplo, Sambrook, J. et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2% edicdo, Cold Spring Harbor Press, New
York, 1989; Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel
et al., Eds., Wiley e sSons, 1995). Por exemplo,
metodologias de clonagem com o fago lambda podem ser
convenientemente utilizadas, usando sistemas de clonagem
comercialmente disponiveis (por exemplo, Lambda  ZAP
Express, Stratagene). Clones de fago que contém ADNc do
gene de PSCA podem ser identificados através por meio da
sondagem com um ADNc de PSCA marcado ou um fragmento do
mesmo. Por exemplo, numa forma de realizacdao, um ADNc de
PSCA (por exemplo, Figura 2) ou uma porc¢do do mesmo pode
ser sintetizado e usado como uma sonda para recuperar ADNc
de sobreposicdo e de comprimento correspondendo a um gene
de PSCA. Um gene de PSCA em si pode ser isolado por meio de
rastreio de bibliotecas gendmicas de ADN, bibliotecas de
cromossoma bacteriano artificial (BAC), Dbibliotecas de
cromossoma de levedura artificial (YAC) e similares, com
sondas ou iniciadores de ADN de PSCA.

Proteinas relacionadas com PSCA

Como foi indicado anteriormente no presente documento,

as proteinas relacionadas com PSCA de interesse em relacao
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com a presente invengdo sao o grupo representado pelas
sequéncias de SEQ ID NO: 14, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 e
28 (veja-se Figura 3C e Figuras 3E e 3L).

Podem ser geradas proteinas relacionadas com PSCA
usando tecnologia de sintese peptidica convencional ou
usando métodos de clivagem quimica bem conhecidos na
especialidade. Como alternativa, podem ser usados métodos
recombinantes para gerar moléculas de acido nucleico que
codificam uma proteina relacionada com PSCA.

Uma variedade de referéncias reflecte a técnica com
relacdo a identificacdo e geracdo de epitopos numa proteina
de interesse. Veja-se, por exemplo, o documento WO 97/33602
para Chesnut et al.; Sette, Immunogenetics 1999 50(3-4):
201-212; Sette et al., J. Immunol. 2001 166(2): 1389-1397;
Sidney et al., Hum. Immunol. 1997 58(1): 12-20; Kondo et
al., Immunogenetics 1997 45(4): 249-258; Sidney et al., J.
Immunol. 1996 157(8): 3480-90; e Falk et al., Nature 351:
290-6 (1991); Hunt et al., Science 255:1261-3 (1992);
Parker et al., J. Immunol. 149:3580-7 (1992); Parker et
al., J. Immunol. 152:163-75 (1994)); Kast et al., 1994
152(8): 3904- 12; Borras—-Cuesta et al., Hum. Immunol. 2000
61(3): 266-278; Alexander et al., J. Immunol. 2000 164(3);
164(3): 1625-1633; Alexander et al., PMID: 7895164, Ul:
95202582; O'Sullivan et al., J. Immunol. 1991 147(8): 2663-
2669; Alexander et al., Immunity 1994 1(9): 751-761 e
Alexander et al., Immunol. Res. 1998 18(2): 79-92.

Utilizagdes de Proteinas relacionadas com PSCA

Uma vez que o PSCA é altamente expresso em cancro de
préstata e outros cancros, proteinas relacionadas com PSCA
sdo usadas, como indicado acima, em métodos que avaliam o
estado de produtos do gene de PSCA em tecidos normais
versus cancerigenos, desse modo, elucidando o fendtipo
maligno. Tipicamente, polipéptidos de regides especificas
de uma proteina de PSCA sao usados para avaliar a presenca

de perturbacdes (tais como delecgdes, insercgdes, mutacgdes
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por pontos, etc.) nessas regides (tais como regides dque
contém um ou mais motivos). Ensaios exemplificativos
utilizam anticorpos.

Fragmentos/subsequéncias de proteina de PSCA séo
particularmente Uteis na geracdo e caracterizacdo de
anticorpos especificos ao dominio (por exemplo, anticorpos
que reconhecem um epitopo extracelular ou intracelular de
uma proteina de PSCA), para a identificacdo de agentes ou
factores celulares que se ligam ao PSCA ou um dominio
estrutural em particular do mesmo e em varios contextos
terapéuticos e diagndsticos incluindo, mas nao limitado, a
ensaios diagnésticos, vacinas contra o cancro e métodos de
preparagao de tais vacinas.

As proteinas codificadas pelos genes de PSCA ou por
andlogos, homdélogos ou fragmentos dos mesmos, tém uma
variedade de wutilizacgdes incluindo, mas nao limitado a,
geracao de anticorpos e em métodos para identificar
ligandos e outros agentes e constituintes celulares que se
ligam a um produto do gene de PSCA. Anticorpos estimulados
contra uma proteina de PSCA ou fragmento da mesma sao uteis
em ensaios diagndésticos e progndsticos e metodologias de
formacgao de imagem na gestao de cancros humanos
caracterizados pela expressao da proteina de PSCA, tais
como aqueles listados no Quadro I. Tais anticorpos podem
ser expressos intracelularmente e usados em métodos de
tratamento de pacientes com tais cancros. Acidos nucleicos
ou proteinas relacionadas com PSCA também sao usados na
geracao de respostas de HLT ou CTL.

Varios ensaios imunoldgicos uteis para a deteccdo de
proteinas de PSCA sao usados incluindo, mas nao limitado, a
varios tipos de radioimunoensaios, ensaios imunoabsorventes
ligados a enzima (ELISA), ensaios imunofluorescentes
ligados a enzima (ELIFA), métodos imunocitoquimicos e
similares. Anticorpos podem ser marcados e usados CoOmo

reagentes de formacdo de 1imagem imunoldgica capazes de
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deteccao de células que expressam PSCA (por exemplo, em
métodos de formacdo de imagem radiocintigrdafica). Proteinas
de PSCA também sdo particularmente uUteis na geracao de
vacinas contra o cancro, como € descrito adicionalmente no
presente documento.

Anticorpos contra o PSCA

Anticorpos de interesse em relacdo com a 1invencao
ligam-se esgpecificamente a PSCA v.4 de uma variante do
mesmo como foi indicado acima e nao se ligam (ou ligam-se
fracamente) a péptidos ou proteinas que nado sao proteinas
relacionadas com PSCA sob condigdes fisioldgicas. Nesse
contexto, exemplos de condigdes fisioldgicas incluem: 1)
solucdo salina tamponada com fosfato; 2) solucdo salina
Tris- tamponada contendo Tris a 25 mM e NaCl a 150 mM; ou
solugdao salina normal (NaCl a 0,9 %); 4) soro animal, tal
como soro humano; ou 5) uma combinacdao de qualguer um de 1)
a 4); essas reacgbes ocorrendo, de preferéncia, num pH de
7,5, alternativamente numa faixa de pH de 7,0 a 8,0 ou,
alternativamente, na faixa de pH de 6,5 a 8,5; também,
essas reacgdes ocorrem numa temperatura entre 4 °C a 37 °C.

Os anticorpos contra o PSCA da invencgao sao
particularmente uteis em ensaios diagnésticos e
progndésticos do cancro (veja-se, por exemplo, Quadro I) e
em metodologias de formacdao de imagem.

Os ensaios imunoldgicos de acordo com a invencao podem
compreender um ou mais anticorpos contra o PSCA capazes de
reconhecimento e ligacdao a uma proteina relacionada com
PSCA, como for apropriado. Esses ensalios sao realizados
dentro de varios formatos de ensaio imunoldgico Dbem
conhecidos na técnica incluindo, mas ndo limitado, a VvAarios
tipos de radioimunoensaios, ensaios imunoabsorventes
ligados a enzima (ELISA), ensaios imunofluorescentes
enzima- ligados (ELIFA) e similares.

Além disso, métodos de formacado de imagem imunoldgica

capazes de detectar cancro de préstata e outros cancros que
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expressam PSCA também sdo proporcionados pela invencao
incluindo, mas nao limitado, a métodos de formacao de
imagem radiocintigrdfica usando anticorpos marcados contra
o PSCA. Tais ensaios sdo clinicamente uteis na deteccéo,
monitorizacdao e progndéstico de cancros que expressam PSCA,
tal como cancro de prédstata.

Anticorpos contra o PSCA também sdao usados em métodos
para a purificacdo de uma proteina relacionada com PSCA e
para isolamento de homdélogos de PSCA e moléculas
relacionadas. Por exemplo, um método de purificacdo de uma
proteina relacionada com PSCA compreende a incubacgdo de um
anticorpo contra o PSCA, o gual tenha sido acoplado a uma
matriz sdélida, com um lisado ou outra solucdao contendo uma
proteina relacionada com PSCA sob condigdes qgue permitem
que o anticorpo <contra o PSCA se ligue a proteina
relacionada com PSCA; lavagem da matriz sélida para
eliminar impurezas; e eluicdao da proteina relacionada com
PSCA do anticorpo acoplado. Outras utilizacdes de
anticorpos contra o PSCA de acordo com a invengao incluem
geracao de anticorpos anti-idiotipicos que dimitam uma
proteina de PSCA.

Varios métodos para a preparacdo de anticorpos sdo bem
conhecidos na técnica. Por exemplo, anticorpos podem ser
preparados através de imunizacdo de um hospedeiro mamifero
adequado usando uma proteina relacionada com PSCA, péptido
ou fragmento, na forma isolada ou conjugada (Antibodies: A
Laboratory Manual, CSH Press, Eds., Harlow, e Lane (1988);
Harlow, Antibodies, Cold Spring Harbor Press, NY (1989)).
Além disso, proteinas de fusdao de PSCA também podem ser
usadas, tal como uma proteina de fusao de PSCA-GST. Numa
forma de realizacgdo em particular, uma proteina de fuséao
GST que compreende toda ou a maior parte da sequéncia de
aminodcidos da Figura 2 ou Figura 3 € produzida, entéo,

usada como um imunogénio para gerar anticorpos apropriados.
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Em outra forma de realizacdo, uma proteina relacionada com
PSCA é sintetizada e usada como um imunogénio.

Além disso, métodos de imunizacéao com ADN nu
conhecidos na técnica sao usados (com ou sem proteina
relacionada com PSCA purificada ou células gue expressam
PSCA) para gerar uma resposta imune ao imunogénio
codificado (para revisdao veja-se Donnelly et al., 1997,
Ann. Rev. Immunol. 15: 617-648).

A sequéncia de aminodcidos de uma proteina de PSCA,
como é mostrado na Figura 2 ou Figura 3, pode ser analisada
para seleccionar regides especificas da proteina de PSCA
para geracdao de anticorpos. Por exemplo, andlises de
hidrofobicidade e hidrofilicidade de uma sequéncia de
aminodcidos de PSCA sdo usadas para identificar regides
hidrofilicas na estrutura do PSCA. Regides de uma proteina
de PSCA gue mostram estrutura imunogénica, bem como outras
regides e dominios, podem ser prontamente identificados
usando varios métodos conhecidos na técnica, tais como
andlises de Chou-Fasman, Garnier—-Robson, Kyte-Doolittle,
Eisenberg, Karplus-Schultz ou Jameson-Wolf. Perfis de
hidrofilicidade podem ser gerados usando o método de Hopp,
T.P. e Woods, K.R., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78:
3824-3828. Perfis de hidropaticidade podem ser gerados
usando o método de Kyte, J. e Doolittle, R.F., 1982, J.
Mol. Biol. 157: 105-132. Perfis de Residuos Acessiveis
Percentuais ( %) podem ser gerados usando o método de Janin
J., 1979, Nature 277: 491-492. Perfis de Flexibilidade
Média podem ser gerados usando os métodos de Bhaskaran R.,
Ponnuswamy P.K., 1988, Int. J. Pept. Protein Res. 32: 242-
255. Perfis de Beta-volta podem ser gerados usando o método
de Deleage, G., Roux B., 1987, Protein Engineering 1: 289-
294. Assim, cada regido identificada por gqualquer um desses
programas ou métodos estd dentro do ambito da presente
invencao. Métodos para a geracao de anticorpos contra o

PSCA sao ainda ilustrados por meio dos exemplos
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proporcionados no presente documento. Métodos para a
preparacadao de uma proteina ou polipéptido para utilizacéao
como um imunogénio sao bem conhecidos na técnica. Também
bem conhecidos na técnica sdao métodos para a preparacao de
conjugados imunogénicos de uma proteina com uma proteina de
cancro, tal como BSA, KLH ou outra proteina veiculo. Em
alguns casos, conjugacao directa wusando, por exemplo,
reagentes de carbodiimida, ¢é usada; em outros casos,
reagentes de ligacdo, tais como aqgueles fornecidos pela
Pierce Chemical Co., Rockford, IL, sdao eficazes. A
administracdao de um imunogénio de PSCA é, frequentemente,
conduzida através de injecgdao durante um periodo de tempo
adequado e com a utilizacdao de um adjuvante adequado,
conforme ¢é compreendido na técnica. Durante o esquema de
imunizacdo, as titulagdes de anticorpos podem ser tomadas
para determinar a adequabilidade da formacdo de anticorpos.

Anticorpos monoclonais contra o PSCA podem ser
produzidos através de varios meios bem conhecidos na
técnica. Por exemplo, linhas de células imortalizadas que
secretam um anticorpo monoclonal desejado sao preparadas
usando a tecnologia padrdao de hibridoma de Kohler e
Milstein ou modificagdes que 1imortalizam células B dque
produzem anticorpos, conforme ¢é geralmente conhecido.
Linhas de células imortalizadas que secretam os anticorpos
desejados sao seleccionadas através de imunoensaio no qual
o antigénio € uma proteina relacionada com PSCA. Quando a
cultura de células imortalizadas apropriadas é
identificada, as células podem ser expandidas e anticorpos
produzidos a partir de culturas in vitro ou de fluido de
ascites.

Os anticorpos ou fragmentos da invencao também podem
ser produzidos através de meios recombinantes. Regides que
se ligam especificamente as regides desejadas de uma
proteina de PSCA também podem ser produzidas no contexto de

anticorpos quiméricos ou enxertados com uma regiao de
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determinacdo de complementaridade (CDR) origindrios de
miltiplas espécies. Anticorpos de PSCA humanizados ou
humanos também podem ser produzidos e sao preferidos para
utilizacdo em contextos terapéuticos. Métodos para a
humanizac¢dao de anticorpos de murino e outros nao humanos
através de substituicdao de uma ou mais das CDRs do
anticorpo nao humano por sequéncias de anticorpo humano
correspondentes sdao bem conhecidos (veja-se, por exemplo,
Jones et al., 1986, Nature 321: 522-525; Riechmann et al.,
1988, Nature 332: 323-327; Verhoeyen et al., 1988, Science
239: 1534-1536). Veja-se também Carter et al., 1993, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89: 4285 e Sims et al., 1993, J.
Immunol. 151: 2296.

Métodos para a producdo de anticorpos monoclonais
totalmente humanos incluem métodos transgénicos e de
apresentacao de fago (para revisao veja-se Vaughan et al.,
1998, Nature Biotechnology 16: 535-539). Anticorpos
monoclonais contra o PSCA totalmente humanos podem ser
gerados usando tecnologias de clonagem utilizando grandes
bibliotecas combinatdérias de gene de Ig humana (isto &,
apresentacao de fago) (Griffiths e Hoogenboom, Building an
in vitro immune system: human antibodies from phage display
libraries. In: Protein Engineering of Antibody Molecules
for Prophylactic e Therapeutic Applications in Man, Clark,
M. (Ed.), Nottingham Academic, péadginas 45-64 (1993); Burton
e Barbas, Human Antibodies from combinatorial libraries.
]d., pédginas 65-82). Anticorpos monoclonais totalmente
humanos também podem ser produzidos usando ratinhos
transgénicos manipulados para conter o local do gene da
imunoglobulina humana, conforme descrito no Pedido de
Patente PCT W098/24893, Kucherlapati e Jakobovits et al.,
publicado em 3 de Dezembro de 1997 (veja-se também
Jakobovits, 1998, Exp. Opin. Invest. Drugs 7(4): 607-614;
Patentes U.S. 6.162.963 emitida em 19 de Dezembro de 2000;
6.150.584 emitida em 12 de Novembro de 2000; e 6.114.598
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emitida em 5 de Setembro de 2000). Esse método evita a
manipulagdao in vitro requerida <com a tecnologia de
apresentacdao de fago e produz eficazmente anticorpos
humanos auténticos com elevada afinidade.

A reactividade de anticorpos contra o PSCA com uma
proteina relacionada com PSCA pode ser estabelecida através
de uma série de meios bem conhecidos, incluindo andlises
por Western blot, imunoprecipitacdo, ELISA e FACS usando,
como for apropriado, proteinas relacionadas com PSCA,
células que expressam PSCA ou extractos das mesmas. Um
anticorpo contra o PSCA ou fragmento do mesmo pode ser
marcado com um marcador detectdvel ou conjugado a uma
segunda molécula. Marcadores detectdveis adequados incluem,
mas nao estdo limitados, a um radioisdtopo, um composto
fluorescente, um composto Dbioluminescente, um composto
quimioluminescente, um qguelante de metal ou uma enzima.
Ainda, anticorpos biespecificos para dois ou mais epitopos
de PSCA sao gerados usando métodos geralmente conhecidos na
técnica. Anticorpos homodiméricos também podem ser gerados
através de técnicas de reticulacado conhecidas na técnica
(por exemplo, Wolff et al., Cancer Res. 53: 2560-2565).
Métodos para a Deteccao de PSCA

O perfil de expressdao do PSCA o torna um marcador
diagnéstico para doenca metastatizada. Consequentemente, o
estado de produtos do gene de PSCA proporciona informacao
util para a previsdao de uma variedade de factores,
incluindo susceptibilidade a doenca em estdgio avancado,
taxa de progressdo e/ou agressividade do tumor. Como foi
discutido em detalhe no presente documento, o estado de
produto do gene de PSCA em amostras do paciente pode ser
analisado através de uma variedade de protocolos que sao
bem conhecidos na técnica, incluindo andlise
imunohistoquimica, a variedade de técnicas de Northern
blotting, incluindo hibridacdo in situ, andlise por RT-PCR

(por exemplo, sobre amostras microdissecadas com captura a
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laser), andlise de Western blot e andlise de arranjo de
tecido.

Mais particularmente, a invencado proporciona ensaios
para a deteccdao de polinucledétidos de PSCA numa amostra
bioldégica, tais como soro, osso, prdstata e outros tecidos,
urina, sémen, preparacdes de células e similares.
Polinucledétidos de PSCA detectdveils incluem, por exemplo,
um gene de PSCA ou fragmento do mesmo, ARNm de PSCA, ARNm
de PSCA variantes com unido alternativas e moléculas de ADN
ou ARN recombinantes que contém um polinucledétido de PSCA.
Uma série de métodos para amplificacdo e/ou deteccdo da
presenga de polinucledtidos de PSCA sao bem conhecidos na
técnica e podem ser utilizados na pratica desse aspecto da
invencao.

Numa forma de realizacdao, um método para a deteccao de
um ARNm de PSCA numa amostra bioldgica compreende a
produgdao de ADNc a partir da amostra através de transcricgao
invertida usando pelo menos um iniciador; amplificacdo do
ADNc assim produzido usando um polinucledétido de PSCA como
iniciadores de senso e antissenso para amplificar ADNc de
PSCA nos mesmos; e deteccao da presenca do ADNc de PSCA
amplificado. Opcionalmente, a sequéncia do ADNc de PSCA
amplificado pode ser determinada.

Em outra forma de realizacdo, um método de deteccao de
um gene de PSCA numa amostra bioldgica compreende primeiro
isolamento do ADN gendmico da amostra; amplificacao do ADN
gendmico 1solado wusando polinucledétidos de PSCA como
iniciadores de senso e antissenso; e deteccdo da presenca
do gene de PSCA amplificado. Qualquer variedade de
combinacdes de sondas sense e antisense apropriada pode ser
projectada a partir de uma sequéncia de nucledétidos de PSCA
(veja-se, por exemplo, Figura 2) e usada para essa
finalidade.

A invencao também proporciona ensaios para a deteccgéao

da presenca de uma proteina de ADN num tecido ou outra
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amostra bioldgica, tal como soro, sémen, o0sso, prostata,
urina, preparacdes de células e similares. Métodos para a
deteccao de uma proteina relacionada com PSCA também sao
bem conhecidos e incluem, por exemplo, imunoprecipitacao,
andlise imunohistoquimica, analise por Western Dblot,
ensaios de ligac¢do molecular, ELISA, ELIFA e similares. Por
exemplo, um método de deteccdo da presenca de uma proteina
relacionada com PSCA numa amostra bioldgica compreende
primeiro contacto da amostra com um anticorpo contra o
PSCA, um fragmento reactivo a PSCA do mesmo ou uma proteina
recombinante contendo uma regidao de ligacdo a antigénio de
um anticorpo contra o PSCA; e, entdo, deteccao da ligacao
da proteina relacionada com PSCA na amostra.

Métodos para a identificacao de uma célula que
expressa PSCA também estdo dentro do ambito da invencgao.
Numa forma de realizacdo, um ensaio para a identificacao de
uma célula gue expressa um gene de PSCA compreende a
deteccdo da presenga de ARNm de PSCA na célula. Métodos
para a deteccdo de ARNm em células em particular sao bem
conhecidos e incluem, por exemplo, ensaios de hibridacéo
usando sondas de ADN complementar (tal como hibridacao in
situ usando ribossondas marcadas, Northern blot e técnicas
relacionadas) e varios ensaios de amplificacdo de 4&cido
nucleico (tal como RT-PCR usando iniciadores complementares
especificos para o PSCA e outros métodos de deteccdo do
tipo amplificacgcdo tais como, por exemplo, ADN ramificado,
SISBA, TMA e similares). Alternativamente, um ensaio para
identificacdo de uma célula gque expressa um gene de PSCA
compreende a deteccdo da ©presengca de uma proteina
relacionada com PSCA na célula ou secretada pela célula.
Varios métodos para a deteccdo de proteinas sao bem
conhecidos na técnica e sao utilizados para a deteccgao de
proteinas relacionadas com PSCA e células gue expressam

proteinas relacionadas com PSCA.
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Andlise da expressdao de PSCA também é util como uma
ferramenta para a identificacdo e avaliacao de agentes que
modulam a expressao de um gene de PSCA. Por exemplo,
expresséao de PSCA é regulada significativamente
positivamente em cancro de prdéstata e € expressa em cancros
dos tecidos listados no Quadro I. A identificacdo de uma
molécula ou agente bioldgico que inibe a expressdo ou
sobre-expressao do PSCA em células cancerigenas é de valor
terapéutico. Por exemplo, tal agente pode ser identificado
através de utilizacdo de uma rastreio que quantifica a
expressdo do PSCA através de RT-PCR, hibridacdo de 4acido
nucleico ou ligacdo de anticorpo.

Métodos para a monitorizacéo do Estado de Genes

Relacionados com PSCA e Seus Produtos

A oncogénese ¢é conhecida por ser um PpProcesso com
maltiplas etapas onde o desenvolvimento celular torna-se
progressivamente desregulado e as células progridem de um
estado fisioldgico normal para estados pré-cancerigenos e,
entdo, cancerigenos (veja-se, por exemplo, Alers et al.,
Lab Invest. 77(5): 437-438 (1997) e Isaacs et al., Cancer
Surv. 23: 19-32 (1995)). Nesse contexto, o exame de uma
amostra bioldégica com relacéao a evidéncia de
desenvolvimento celular desregulado (tal como expressao
anormal de PSCA em cancros) permite a deteccdo precoce de
tal fisiologia anormal, antes que um estado patoldgico, tal
como cancro, tenha progredido para um estdagio no qual as
opcdes terapéuticas sdo mais limitadas e/ou o progndstico é
pior. Em tais exames, o estado do PSCA numa amostra
bioldégica de interesse pode ser comparado, por exemplo, ao
estado do PSCA numa amostra normal correspondente (por
exemplo, uma amostra desse individuo ou, alternativamente,
outro individuo que ndo estd afectado pela patologia). Uma
alteracdo no estado do PSCA na amostra bioldgica (quando
comparado a amostra normal) proporciona evidéncia de

desenvolvimento celular desregulado. Além da utilizacédo de
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uma amostra bioldgica que nao & afectada por uma patologia
como uma amostra normal, pode-se também usar um valor
normativo predeterminado, tal como um nivel normal
predeterminado de expressao de ARNm (veja-se, por exemplo,
Grever et al., J. Comp. Neurol., 9 de Dezembro de 1996;
376(2): 306-14 e Patente U.S. N° 5.837.501) para comparar O
estado do PSCA numa amostra.

0O termo "estado", nesse contexto, € usado de acordo
com seu significado aceite na técnica e refere-se a
condicdao ou estado de um gene e seus produtos. Tipicamente,
0s peritos na especialidade usam uma série de parémetros
para avaliar a condigcdo ou estado de um gene e seus
produtos. Esses incluem, mas nao estao limitados, a
localizacgadao dos produtos do gene expresso (incluindo
localizacadao de células que expressam PSCA), bem como o
nivel e actividade bioldgica de produtos do gene expresso
(tal como ARNm, polinucledétidos e polipéptidos de PSCR).
Tipicamente, uma alteracadao no estado de PSCA compreende uma
alteracdo na localizacdo do PSCA e/ou células que expressam
PSCA e/ou um aumento no ARNm e/ou expressdo de proteina de
PSCA.

O estado de PSCA numa amostra pode ser analisado
através de uma série de meios bem conhecidos na técnica
incluindo, sem limitacao, andlise imunohistoquimica,
hibridagdo in situ, andlise por RT-PCR sobre amostras
microdissecadas por captura a laser, andlises por Western
blot e andlise de arranjo de tecido. Protocolos tipicos
para a avaliacado do estado de um gene e produtos do gene e
PSCA sao encontrados, por exemplo, em Ausubel et al. eds.,
1995, Current Protocols In Molecular Biology, Unidades 2
(Northern Blotting), 4 (Southern Blotting), 15
(Imunoblotting) e 18 (Andlise por PCR). Assim, o estado de
PSCA numa amostra bioldégica é avaliado através de varios
métodos utilizados pelos peritos na especialidade

incluindo, mas ndo limitado a, andlise de Southern gendmica
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(para examinar, por exemplo, alteracdes nas sequéncias de
polinucledétido ou niveis de expressao de ARNm de PSCA) e
andlise de Western e/ou imunohistoquimica (para examinar,
por exemplo, alteracgdes em sequéncias de polipéptido,
alteracdes na localizacadao de polipéptidos dentro de uma
amostra, alteracgdes nos niveis de expressao de proteinas de
PSCA e/ou associacdes de proteinas de PSCA com parceiros de
ligacao a polipéptidos). Polinucledétidos de PSCA
detectédveis incluem, por exemplo, um gene de PSCA ou
fragmentos do mesmo, ARNm de PSCA, variantes com uniao
alternativas, ARNm de PSCA e moléculas de ADN ou ARN
recombinantes contendo um polinucledétido de PSCA.

0O perfil de expressdo do PSCA o torna um marcador
diagndéstico para doenga local e/ou metastatizada e
proporciona informacgdo sobre o desenvolvimento ou potencial
oncogénico de uma amostra bioldgica. Em particular, o
estado do PSCA proporciona informacao Util para a previsao
da susceptibilidade a estados da doenca e/ou, progressao
e/ou agressividade do tumor. A invencgdo proporciona métodos
e ensalos para a determinagdao do estado de PSCA e
diagnéstico de cancros que expressam PSCA, tais como
cancros dos tecidos listados no Quadro I. Por exemplo, em
virtude do fato do ARNm de PSCA ser altamente expresso em
préstata e outros cancros com relacado ao tecido normal,
ensaios que avaliam os niveis de transcritos de ARNm ou
proteina de PSCA numa amostra bioldgica podem ser usados
para diagnosticar uma doenca associada a desregulacao do
PSCA e podem proporcionar informacdo diagndstica Util na
definicdo de opg¢des terapéuticas apropriadas.

O estado de expressao do PSCA proporciona informacao
incluindo a presenca, estagio e localizacao de células
displédsicas, pré-cancerigenas e cancerigenas, previsdo da
susceptibilidade a varios estdagios de doenca em particular
para medigdao da agressividade do tumor. Além disso, ©

perfil de expressao o torna util como um reagente de
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formacao de imagem para doenca metastatizada.
Consequentemente, um aspecto da invencdo ¢ dirigido a
varios métodos progndsticos e diagndésticos moleculares para
exame do estado de PSCA em amostras bioldgicas, tais como
aqueles individuos que estdo a sofrer de ou suspeitos de
sofrer de uma patologia caracterizada por desenvolvimento
celular desregulado, tal como cancro.

Como fol descrito anteriormente, o estado do PSCA numa
amostra bioldgica pode ser examinado através de uma série
de procedimentos bem conhecidos na técnica. Por exemplo, o
estado do PSCA numa amostra bioldgica tomada de um local
especifico com relacdao a auséncia ou presenca de células
que expressam PSCA (por exemplo, aquelas que expressam ARNm
ou proteinas de PSCA). Esse exame pode proporcionar
evidéncia de desenvolvimento celular desregulado, por
exemplo, quando células que expressam O PSCA sao
encontradas numa amostra bioldgica que normalmente nao
contém tais células (tal como um ganglio linfédtico), em
virtude do fato de tais alteracdes no estado do PSCA numa
amostra bioldgica serem, frequentemente, associadas ao
desenvolvimento celular desregulado. Especificamente, um
indicador de desenvolvimento celular desregulado é a
metdstase de células cancerigenas de um oérgdo de origem
(tal como a proéstata) a uma &area diferente do corpo (tal
como um ganglio linfadtico). Nesse contexto, evidéncia de
desenvolvimento celular desregulado € importante, ©por
exemplo, em virtude de metédstases de génglio linfatico
ocultas poderem ser detectadas numa proporgao substancial
de pacientes com cancro de proéstata e tals metdstases
estarem associadas com agentes progndésticos conhecidos de
progressao de doenca (veja-se, por exemplo, Murphy et al.,
Prostate 42(4): 315-317 (2000); Su et al., Semin. Surg.
Oncol. 18(l): 17-28 (2000) e Freeman et al., J Ural.,
Agosto de 1995,154(2 Pt 1): 474-8).
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Num aspecto, a invencdo proporciona métodos para a
monitorizacdo de produtos do gene de PSCA através de
determinacdao do estado de produtos do gene de PSCA
expressos por células de um individuo que se suspeita ter
uma doenga associada ao desenvolvimento celular desregulado
(tal como hiperplasia ou cancro) e, entdao, comparacao do
estado assim determinado ao estado de produtos do gene de
PSCA numa amostra normal correspondente. A presenga de
produtos do gene de PSCA anormais na amostra de teste com
relagcdo a amostra normal proporciona uma indicacdo da
presenga de desenvolvimento celular desregulado dentro das
células do individuo.

Mais geralmente como foi indicado antes no presente
documento, a 1nvencédo proporciona ensaios Uteis na
determinacdao da presenca de cancro num individuo, que
compreende a deteccdo de um aumento significativo no ARNm
de PSCA ou expressao de proteina numa célula de teste ou
amostra de tecido com relagdo aos niveis de expressao na
célula ou tecido normal correspondentes. A presenca de ARNm
de PSCA pode, por exemplo, ser avaliada em tecidos
incluindo, mas ndo limitado, aqueles listados no Quadro I.
A presenga de expressdo significativa de PSCA em qualquer
um desses tecidos ¢é Gtil para indicar a emergéncia,
presenga e/ou gravidade de um cancro, uma vez Jue oS
tecidos normais correspondentes nao expressam ARNm de PSCA
ou expressam O mesmo em niveis menores.

Numa forma de realizacdo relacionada, o estado de PSCA
¢ determinado a nivel de proteina ao invés da nivel de
dacido nucleico. Por exemplo, tal método compreende a
determinacdo do nivel de proteina de PSCA expresso por
células numa amostra de tecido de teste e comparacao do
nivel assim determinado com o nivel de PSCA expresso numa
amostra normal correspondente. Numa forma de realizacao, a
presenca de proteina de PSCA ¢é avaliada, por exemplo,

usando métodos imunohistoquimicos. Anticorpos contra o PSCA
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ou parceiros de ligacdo capazes de deteccao de expressédo da
proteina de PSCA sao usados numa variedade de formatos de
ensaio bem conhecidos na técnica para essa finalidade.
Adicionalmente, pode-se examinar o estado de metilacao
de um gene de PSCA numa amostra bioldgica. Desmetilacao
e/ou hipermetilacdo anormal em ilhotas de CpG em regides
reguladoras 5' do gene frequentemente ocorrem em células
imortalizadas e transformadas e podem resultar em expressao
alterada de varios genes. Por exemplo, hipermetilacgdo por
promotor de glutatido S-transferase da classe-pi (uma
proteina expressa em prdstata normal, mas nao expressa em
>90 % dos <carcinomas de proéstata) parece silenciar
permanentemente a transcricdo desse gene e é a alteracéo
genémica mais frequentemente detectada em carcinomas de
préstata (De Marzo et al., Am, J. Pathol. 155(6): 1985-1992
(1999)). Além disso, essa alteracdo estd presente em pelo
menos 70 % dos casos de neoplasia intra-epitelial
prostdtica de elevado grau (PIN) (Brooks et al., Cancer
Epidemiol. Biomarkers Prev., 1998, 7: 531-536). Em outro
exemplo, a expressadao do gene especifico a tumor LAGE I (o
qual nao é expresso em prdstata normal, mas €& expresso em
25-50 % dos cancros de préstata) € induzida por desoxi-
azacitidina em células linfoblastdides, sugerindo gque a
expressao tumoral é em virtude de desmetilagdo (Lethe et
al., Int. J. Cancer 76(6): 903-908 (1998)). Uma variedade
de ensaios para exame do estado de metilacdo de um gene sao
bem conhecidos na técnica. Por exemplo, pode-se utilizar,
em abordagens de hibridacdo de Southern enzimas de
restricdo sensiveis a metilagdoc que nao podem clivar
sequéncias que contém locais de CpG metilados para avaliar
o estado de metilacgcdo de ilhotas de CpG. Além disso, MSP
(PCR metilacado-especifica) pode, proporcionar rapidamente o
perfil do estado de metilacdao de todos os locais de CpG
presentes numa ilhota de CpG de um determinado gene. Esse

procedimento envolve modificacdao inicial de ADN por
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bissulfito de sdédio (o qual converterd todas as citocinas
nao metiladas em uracilo), seguido por amplificacdo usando
iniciadores especificos para ADN metilado versus nao
metilado. Protocolos envolvendo a 1interferéncia por
metilacdao também podem ser encontrados, por exemplo, em
Current Protocols In Molecular Biology, Unidade 12,
Frederick M. Ausubel et al. eds., 1995.

Amplificacdo de gene ¢é um método adicional para a
avaliacdo do estado de PSCA. A amplificacdo de gene ¢é
medida numa amostra directamente, por exemplo, através de
Southern blotting ou Northern blotting convencional para
quantificar a transcricdo de ARNm (Thomas, 1980, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 77: 5201-5205), dot blotting (andlise
de  ADN) ou hibridacgao in situ, usando uma sonda
apropriadamente marcada, com base nas sequéncias
proporcionadas no presente documento. Alternativamente,
anticorpos sao utilizados que reconhecem duplas
especificas, incluindo duplas de ADN, duplas de ARN e
duplas hibridas de ADN-ARN ou duplas de ADN-proteina. Os
anticorpos, por sua vez, sao marcados € o0 ensaio realizado
onde a dupla é ligada a uma superficie de modo gque, quando
de formacdao da dupla sobre a superficie, a presenca de
anticorpo ligado a dupla pode ser detectada.

Tecido de Dbiopsia ou sangue periférico pode ser
convenientemente avaliado com relacdo a presenca de células
cancerigenas usando, por exemplo, andlise por Northern
blot, dot blot ou RT-PCR para detectar a expressaoc de PSCA.
A presengca de ARNm de PSCA amplificdvel por RT- PCR
proporciona uma indicacado da presencga de cancro. Ensaios de
RT- PCR sadao bem conhecidos na técnica. Ensaios de deteccao
de células tumorais por RT-PCR em sangue periférico estao
sendo actualmente usados no diagndéstico e tratamento de uma
série de tumores sdélidos humanos. No campo de cancro de
prostata, esses incluem ensaios por RT-PCR para a deteccéao

de células que expressam PSA e PSM (Verkaik et al., 1997,
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Urol. Res. 25: 373-384; Ghossein et al., 1995, J. Clin.
Oncol. 13: 1195-2000; Hes- ton et al., 1995, Clin. Chem.
41:1687-1688) .

Um outro aspecto da invencao ¢é uma avaliacdao da
susceptibilidade que um individuo tem de desenvolver
cancro. Numa forma de realizacado, um método para a previsao
da susceptibilidade ao cancro compreende a deteccdo de ARNm
de PSCA ou proteina de PSCA numa amostra de tecido, sua
presenca indicando a susceptibilidade ao cancro, em que O
grau de expressao de ARNm de PSCA se correlaciona com ©
grau de susceptibilidade. Numa forma de realizagao
especifica, a presenca de PSCA em tecido de prdéstata ou
outro € examinada, com a presenca de PSCA na amostra
proporcionando uma indicagdo de susceptibilidade ao cancro
de prdéstata (ou a emergéncia ou existéncia de um tumor de
préstata). Similarmente, pode-se avaliar a integridade de
sequéncias de nucledétido e aminocdcidos de PSCA de forma a
identificar perturbagdes na estrutura dessas moléculas,
tais como insercdes, delecdes, substituicdes e similares. A
presenga de uma ou mais perturbacgdes em produtos do gene de
PSCA na amostra ¢ uma indicacdo de susceptibilidade ao
cancro (ou a emergéncia ou existéncia de um tumor).

A invencadao também compreende métodos para a medicado da
agressividade do tumor. Numa forma de realizacao, um método
para medicado da agressividade de um tumor compreende a
determinagcdo do nivel de ARNm de PSCA ou proteina de PSCA
expressa por células tumorais, comparacdao do nivel assim
determinado com o nivel de ARNm de PSCA ou proteina de PSCA
expressa num tecido normal correspondente tomado do mesmo
individuo ou de uma amostra de referéncia de tecido normal,
em que o grau de expressao de ARNm de PSCA ou proteina de
PSCA na amostra de tumor com relacdo a amostra normal
indica o grau de agressividade. Numa forma de realizacéao
especifica, a agressividade de um tumor é avaliada através

de determinacadao do ponto até o qual o PSCA & expresso em
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células tumorais, com maiores niveis de expressao indicando
tumores mais agressivos. Outra forma de realizacdo € a
avaliacdo da integridade de sequéncias de nucledtido e
aminodcido de PSCA numa amostra bioldgica, de forma a
identificar perturbagdes na estrutura dessas moléculas,
tais como insercdes, delecdes, substituicgdes e similares. A
presenca de uma ou mais perturbacdes indica tumores mais
agressivos.

Outra forma de realizacdao da invencao ¢é dirigida a
métodos para a observacdo da progressdo de uma malignidade
num individuo com o tempo. Numa forma de realizacgao,
métodos para a observacao da progressao de uma malignidade
num individuo com o tempo compreendem a determinacdo do
nivel de ARNm de PSCA ou proteina de PSCA expresso por
células numa amostra do tumor, comparacgdo do nivel assim
determinado com o nivel de ARNm de PSCA ou proteina de PSCA
expresso numa amostra de tecido equivalente tomada do mesmo
individuo num momento diferente, em que o grau de expressao
de ARNm de PSCA ou proteina de PSCA na amostra de tumor com
0 tempo proporciona informagdo sobre a progressao do
cancro. Numa forma de realizacao especifica, a progressao
de um cancro ¢é avaliada através de determinacdo de
expressao do PSCA em células tumorais com o tempo, onde
expressao aumentada com o tempo indica uma progressao do
cancro. Também, pode-se avaliar a integridade de sequéncias
de nucledétido e aminodcido de PSCA numa amostra bioldgica
de forma a identificar perturbacdes na estrutura dessas
moléculas, tais como insercdes, delecgdes, substituicdes e
similares, onde a presenca de uma ou mails perturbacdes
indica uma progressao do cancro.

As abordagens diagndésticas acima podem ser combinadas
com gqualquer um de uma ampla variedade de ©protocolos
progndésticos e diagnésticos conhecidos na técnica. Por
exemplo, outra forma de realizacao da invencao é dirigida a

métodos para a observacao de uma coincidéncia entre a
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expressao de gene de PSCA e produtos de gene de PSCA (ou
perturbacdes no gene de PSCA e produtos do gene de PSCA) e
um factor que estd associado a malignidade, como um meio
para diagnédéstico e progndéstico do estado de uma amostra de
tecido. Uma ampla variedade de factores associados a
malignidade podem ser utilizados, tal como a expressao de
genes associados a malignidade (por exemplo, expressdo de
PSA, PSCA e PSM para cancro de proéstata, etc.), bem como
observacdes citoldgicas (veja-se, por exemplo, Bocking et
al., 1984, Anal. Quant. Cytol. 6(2): 74-88; Epstein, 1995,
Hum. Pathol. 26(2): 223-9; Thorson et al., 1998, Mod.
Pathol. 11(6): 543-51; Baisden et al., 1999, Am. J. Surg.
Pathol. 23(8): 918-24). Métodos para a observacgao de uma
coincidéncia entre a expressdao do gene de PSCA e produtos
do gene de PSCA (ou perturbacgdes no gene de PSCA e produtos
do gene de PSCA) e outro factor qgue estd associado a
malignidade sao Uteis, por exemplo, porque a presenca de um
conjunto de factores especificos que coincidem com a doenca
proporciona informacgao crucial para diagndstico e
progndéstico do estado de uma amostra de tecido.

Numa forma de realizacdao, métodos para a observacao de
uma coincidéncia entre a expressao do gene de PSCA e
produtos do gene de PSCA (ou perturbacdes no gene de PSCA e
produtos do gene de PSCA) e outro factor associado a
malignidade requerem detecgao da sobre-expressao de ARNm ou
proteina de PSCA numa amostra de tecido, deteccdo da sobre-
expressao de ARNm ou proteina de PSA numa amostra de tecido
(ou expressao de PSCA ou PSM). Numa forma de realizacao
especifica, a expressdao de ARNm de PSCA e PSA em tecido de
préstata ¢é examinada, onde a coincidéncia de sobre-
expressao de ARNm de PSCA e PSCA na amostra indica a
existéncia de cancro de préstata, susceptibilidade ao
cancro de préstata ou a emergéncia ou estado de um tumor de

prostata.
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Métodos para a deteccdo e quantificacdo da expresséo
de ARNm ou proteina de PSCA sao descritos no presente
documento e tecnologias padrao de deteccado e quantificacao
de proteina e &acido nucleico sdo bem conhecidas na técnica.
Métodos padrdao para a deteccdo e quantificacao de ARNm de
PSCA incluem hibridacgao in situ usando ribossondas de PSCA
marcadas, Northern Dblot e técnicas relacionadas usando
sondas de polinucledtido de PSCA, andlise por RT-PCR usando
iniciadores especificos para o PSCA e outros métodos de
deteccdo do tipo amplificacdo tais como, por exemplo, ADN
ramificado, SISBA, TMA e similares. Numa forma de
realizacgédo especifica, RT-PCR semiquantitativa é usada para
detectar e quantificar expressdao de ARNm de PSCA. Qualqguer
variedade de iniciadores capazes de amplificagao de PSCA
podem ser usados para essa finalidade incluindo, mas néao
limitado a, varios conjuntos de iniciadores especificamente
descritos no presente documento. Numa forma de realizacgao
especifica, anticorpos policlonais ou monoclonais
especificamente reactivos a proteina de PSCA do tipo
silvestre podem ser usados num ensaio imunohistoquimico de
tecido de biopsia.

Formas de realizacdo Diagndstica e Progndstica de PSCA

Como foi revelado no presente documento,
polinucledtidos de PSCA, polipéptidos e anticorpos anti-
polipéptido sao usados em ensaios diagndésticos,
progndésticos e terapéuticos bem conhecidos gue examinam
condigdes associadas ao crescimento celular desregulado,
tal como cancro, em particular os cancros 1listados no
Quadro I (veja-se, por exemplo, seu padrdo especifico de
expressao tecidular, bem como sua sobre-expressao em
determinados cancros, conforme descrito, por exemplo, no
Exemplo intitulado "Andlise de expressao de PSCA em tecidos
normais e amostras de pacientes").

O PSCA pode ser andlogo a um antigénio associado a

préstata PSA, o marcador arquétipo que foi usado pelos
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médicos durante anos para identificar e monitorizar a
presenca de cancro de préstata (veja-se, por exemplo,
Merrill et al., J. Ural. 163(2): 503-5120 (2000); Polascik
et al., J. Urol. Aug; 162(2): 293-306 (1999) e Fortier et
al., J. Nat. Cancro Inst. 91(19): 1635- 1640(1999)). Uma
variedade de outros marcadores diagnésticos também € usada
em contextos similares, incluindo p53 e K-ras (veja-se, por
exemplo, Tulchinsky et al., Int J Mol Med, Julho de 1999,
4(1): 99-102 e Minimoto et al., Cancer Detect Prev 2000;
24 (1) : 1-12). Portanto, a presente descricao de
polinucledétidos e polipéptidos de PSCA (bem como sondas de
polinucledtido de PSCA e anticorpos anti-PSCA usadas para
identificar a presenca dessas moléculas) e suas
propriedades permitem gque o0s peritos na especialidade
utilizem essas moléculas em métodos que sdo analogos
aqueles wusados, por exemplo, numa variedade de ensaios
diagndésticos destinados a examinar condig¢des associadas ao
cancro.

Formas de realizacdo tipicas de métodos de diagndstico
0s guais utilizam os polinucledtidos de PSCA, polipéptidos,
células T reactivas e anticorpos sdo andlogos aqueles
métodos de ensaios diagndsticos bem estabelecidos, os quais
utilizam, por exemplo, polinucledétidos de PSA,
polipéptidos, células T reactivas e anticorpos. Por
exemplo, assim como polinucledtidos de PSA sado usados como
sondas (por exemplo, em anadlise de Northern, veja-se, por
exemplo, Sharief et al., Biochem. Mol. Biol. Int. 33(3):
567— 74(1994)) e iniciadores (por exemplo, em andlise por
PCR, veja-se, por exemplo, Okegawa et al., J. Urol. 163(4):
1189-1190 (2000)) para observar a presenca e/ou o nivel de
ARNm de PSA em métodos de monitorizacdo de sobre-expressao
de PSA ou a metédstase de cancros de préstata, 0s
polinucleétidos de PSCA descritos no presente documento
podem ser utilizados da mesma forma para detectar sobre-

expressdo de PSCA ou a metadstase de cancro de probstata e



68

outros que expressam esse gene. Alternativamente, assim
como polipéptidos de PSA sao usados para Jgerar anticorpos
especificos para o PSA os quais podem, entao, ser usados
para observar a presenca e/ou o nivel de proteinas de PSA
em métodos para monitorizar sobre-expressdao de proteina PSA
(veja-se, por exemplo, Stephan et al. Urology 55(4): 560-3
(2000)) ou a metastase de células de prdéstata (veja-se, por
exemplo, Alanen et al., Pathol. Res. Pract. 192(3): 233-7
(1996)), os polipéptidos de PSCA descritos no presente
documento podem ser utilizados para gerar anticorpos para
utilizacdo na deteccdo de sobre-expressdo de PSCA ou a
metdstase de células de prééstata e células de outros
Cancros que expressam esse gene.

Especificamente, em virtude do fato de tais metdstases
envolverem o movimento de células cancerigenas de um &érgao
de origem (tal como o pulmdo ou glandula prostatica, etc.)
a uma Aarea diferente do corpo (tal como um ganglio
linfdtico), ensaios 0s gquais examinam uma amostra bioldgica
com relacao a presenca de células que expressam
polinucledtidos e/ou polipéptidos de PSCA podem ser usados
para proporcionar evidéncia de metdstase. Por exemplo,
quando se verifica que uma amostra bioldgica de tecido que
normalmente ndo contém células que expressam PSCA (ganglio
linfdtico) contém células que expressam PSCA, tal como a
expressao de PSCA observada em LAPC4 e LAPCY9, xenoenxertos
isolados de génglio 1linfatico e metédstases Osseas,
respectivamente, essa descoberta € indicativa de metdstase.

Alternativamente, polinucledétidos e/ou polipéptidos de
PSCA podem ser usados para proporcionar evidéncia de
cancro, por exemplo, quando se verifica que células numa
amostra Dbioldégica gque normalmente nao expressam PSCA ou
expressam PSCA num nivel diferente expressam PSCA ou tém
uma expressao aumentada de PSCA (veja-se, por exemplo, a
expressao de PSCA em cancros listados no Quadro I e em

amostras de paciente, etc., mostradas nas Figuras em
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anexo). Em tais ensaios, o0s técnicos podem ainda desejar
gerar evidéncia suplementar de metdstase através de
testagem da amostra bioldgica com relacdo a presenca de um
segundo marcador limitado ao tecido (além do PSCA), tal
como PSA, PSCA, etc. (veja-se, por exemplo, Alanen et al.,
Pathol. Res. Pract. 192(3): 233-237 (1996)).

A utilizacdo de imunohistogquimica para identificar a
presenga de um polipéptido de PSCA dentro de uma seccao
tecidular pode indicar um estado alterado de determinadas
células dentro desse tecido. E bem compreendido na técnica
que a capacidade de um anticorpo de localizar a um
polipéptido que é expresso em células cancerigenas € uma
forma de diagnosticar a presenca de uma doenca, estdgio de
doenga, progressao e/ou agressividade de tumor. Tal
anticorpo também pode detectar uma distribuicdo alterada do
polipéptido dentro das células cancerigenas, quando
comparado ao tecido ndo-maligno correspondente.

O polipéptido e composicgdes imunogénicas de PSCA
também sdo muito Uteis em vista dos fendmenos de
localizagao alterada de proteina subcelular em estados da
doenca. A alteracao de células do estado normal para
doentio causa alteracdes na morfologia celular e,
frequentemente, estéd associada a alteracgdes na
localizacdo/distribuicéo de proteina subcelular. Por
exemplo, proteinas da membrana celular que sao expressas de
uma maneira polarizada em células normais podem ser
alteradas numa doenca, resultando em distribuicao da
proteina de uma maneira ndo polar sobre toda a superficie
celular.

O fendémeno de localizacdo alterada de ©proteina
subcelular num estado doentio fol demonstrado com expressao
de proteina MUC1l e Her2 através da utilizacdao de meios
imunohistogquimicos. Células epiteliais normais tém uma
distribuicdo apical tipica de MUCI, além de alguma

localizacgao supranuclear da glicoproteina, enquanto que
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lesbdes malignas frequentemente demonstram um padrao de
coloracao apolar (Diaz et al., The Breast Journal, 7; 40-45
(2001); 2Zhang et al., Clinicai Cancro Research, 4; 2669-
2676 (1998): Cao et al., The Journal of Histochemistry and
Cytochemistry, 45: 1547-1557 (1997)) . Além disso, o)
epitélio normal de mama é negativo para a proteina Her2 ou
exibe apenas uma distribuicdo basolateral, enguanto que
células malignas podem expressar a proteina sobre toda a
superficie celular (De Potter et al., International Journal
of Cancer, 44; 969-974 (1989): McCormick et al., 117; 935-
943 (2002)). Alternativamente, a distribuicdo da proteina
pode ser alterada de uma localizacdao apenas na superficie
para incluir expressdo citoplasmatica difusa no estado
doentio. Tal exemplo pode ser observado com MUC1 (Diaz et
al., The Breast Journal, 7: 40-45 (2001)).

Alteracdo na localizacdo/distribuicdo de uma proteina
na célula, conforme detectado através de métodos
imunohistoquimicos, podem também proporcionar informacao
valiosa referente ao favorecimento de determinadas formas
de realizacgdo de tratamento. Esse ultimo ponto é ilustrado
por uma sSituacdo onde uma proteina pode ser intracelular
num tecido normal, mas estar na superficie celular em
células malignas; a localizacadao na superficie celular torna
as células favoravelmente passiveis de regimes de
diagnéstico e tratamento baseados em anticorpo. Quando tal
alteracdo de localizacdo de proteina ocorre para o PSCA, a
proteina de PSCA e respostas imunes relacionadas a mesma
sdo muito Gteis. Consequentemente, a capacidade de
determinar se alteracdo de localizacdo da proteina
subcelular ocorreu para 24P4Cl2 tornam a proteina de PSCA e
respostas imunes relacionadas a mesma muito Uteis. A
utilizacao de composicgdes de PSCA permite que o0s peritos na
especialidade tomem importantes decisdes diagnosticas e

terapéuticas.
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Reagentes imunohistoquimicos especificos ao PSCA sao
também uteis para detectar metdstases de tumores
expressando PSCA quando o proporcionar aparece em tecidos
onde o PSCA nao € normalmente produzido.

Assim como fragmentos de polinucledtido e variantes de
polinucledétido de PSCA sao utilizados pelos peritos na
especialidade para utilizacdo em métodos de monitorizacao
de PSA, fragmentos de polinucledétido e variantes de
polinucledétido de PSCA sdao usados de uma maneira andloga.
Em particular, polinucledtidos de PSA tipicos usados em
métodos de monitorizacado de PSA sao sondas ou iniciadores
0s quais consistem em fragmentos da sequéncia de ADNc de
PSA. Ilustrando isso, iniciadores usados para amplificar
por PCR um polinucledétido de PSA devem incluir menos do que
a sequéncia de PSA toda para funcionar na reaccao em cadeia
de polimerase. No contexto de tais reacgdes de PCR, o0s
peritos na especialidade geralmente criam uma variedade de
diferentes fragmentos de polinucledétido que podem ser
usados como iniciadores de forma a amplificar diferentes
partes de um polinucledétido de interesse ou optimizar
reacgbes de amplificacao (veja-se, por exemplo, Caetano-
Anolles, G. Biotechniques 25(3): 472-476, 478-480 (1998);
Robertson et al., Methods Mol. Biol. 98: 121-154 (1998)).
Uma ilustracdo adicional da utilizacadao de tais fragmentos é
proporcionada no Exemplo intitulado "Andlise de expresséo
de PSCA em tecidos normais e amostras de pacientes", onde
um fragmento de polinucledétido de PSCA é usado como uma
sonda para mostrar a expressaco de ARN de PSCA em células
cancerigenas. Além disso, sequéncias variantes de
polinucledtido sao, tipicamente, usadas como iniciadores e
sondas para os ARNm correspondentes em andlises de PCR e
Northern blot (veja-se, por exemplo, Sawal et al., Fetal
Diagn. Ther., Nov-Dez de 1996, 11(6): 407-13 e Current
Protocols In Molecular Biology, Volume 2, Unidade 2,

Frederick M. Ausubel et al. eds., 1995)). Fragmentos de
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polinucledtido e variantes sao uUteis nesse contexto, onde
eles sao capazes de se ligar a uma sequéncia de
polinucledtido alvo (por exemplo, um polinucledtido de PSCA
mostrado na Figura 2 ou variante do mesmo) sob condicgdes de
elevada restringéncia.

Além disso, polipéptidos de PSA os quais contém um
epitopo que pode ser reconhecido por um anticorpo ou célula
T que se liga especificamente a esse epitopo sdo usados em
métodos de monitorizacdao de PSA. Fragmentos de polipéptido
de PSCA e andlogos ou variantes de polipéptido também podem
ser usados de uma maneira andloga. Essa pratica de
utilizacdo de fragmentos de polipéptido ou variantes de
polipéptido para gerar anticorpos (tais como anticorpos
anti-PSCA ou células T) € tipica na técnica, com uma ampla
variedade de sistemas, tais como proteinas de fusao, sendo
usados pelos peritos na especialidade (veja-se, por
exemplo, Current Protocols In Molecular Biology, Volume 2,
Unidade 16, Frederick M. Ausubel et al. eds., 1995). Nesse
contexto, cada epitopo funciona para proporcionar a
arquitectura com a gqual um anticorpo ou célula T ¢&é
reactiva. Tipicamente, os peritos na especialidade criam
uma variedade de diferentes fragmentos de polipéptido que
podem ser usados de forma a gerar respostas imunes
especificas para diferentes partes de um polipéptido de
interesse (veja-se, por exemplo, Patente U.S. N° 5.840.501
e Patente U.S. ©N° 5.939.533). Por exemplo, pode ser
preferivel utilizar um polipéptido que compreende um dos
motivos bioldgicos de PSCA discutidos no presente documento
ou uma subsequéncia que porta motivo a qual € prontamente
identificada pelos peritos na especialidade com base em
motivos disponiveis na técnica. Fragmentos, variantes ou
andalogos de polipéptido sdo, tipicamente, Uteis nesse
contexto, a medida que eles compreendam um epitopo capaz de

geracao de um anticorpo ou célula T especifica para uma
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sequéncia de polipéptido alvo (por exemplo, um polipéptido
de PSCA mostrado na Figura 3).

Como é mostrado no presente documento, 0S
polinucledétidos e polipéptidos de PSCA (bem como as sondas
de polinucledétido de PSCA e anticorpos anti- PSCA ou
células T wusadas para identificar a presencgca dessas
moléculas) exibem propriedades especificas que os torna
Uteis em diagndstico de cancro, tais como agueles listados
no Quadro I. Ensaios diagnésticos que medem a presenca de
produtos do gene de PSCA, de forma a avaliar a presencga ou
inicio de uma condicdao doentia descrita no presente
documento, tal como cancro de préstata, sao usados para
identificar pacientes para medidas preventivas ou
monitorizacdo adicional, conforme tem sido feito com
sucesso com PSA. Além disso, esses materials satisfazem uma
necessidade na técnica por moléculas tendo caracteristicas
similares ou complementares ao PSA em situagdes onde, por
exemplo, um diagndstico definitivo de metédstase de origem
prostdtica ndo pode ser feito com base num teste para o PSA
apenas (veja-se, por exemplo, Alanen et al., Pathol. Res.
Pract. 192 (3): 233-237 (1996)) e, consequentemente,
materiais tais como polinucledtidos e polipéptidos de PSCA
(bem como as sondas de polinucledétido de PSCA e anticorpos
anti- PSCA wusados para identificar a presenca dessas
moléculas) precisam ser utilizados para confirmar uma
metdstase de origem prostatica.

Finalmente, além da sua utilizacéao em ensaios
diagnésticos, o8 polinucledétidos de PSCA descritos no
presente documento tém uma série de outras utilidades, tal
como a sua utilizacdo na identificacdo de anormalidades
cromossoémicas associadas oncogenéticas na regiao
cromossdémica a qual o gene de PSCA se mapeila (veja-se o
Exemplo intitulado "Mapeamento Cromossdmico de PSCA" a
seguir). Além disso, além da sua utilizacdo em ensaios

diagnésticos, as proteinas relacionadas com PSCA e
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polinucledtido descritos no presente documento tém outras
utilidades, tal como a sua utilizacdo na andlise forense de
tecidos de origem desconhecida (veja-se, por exemplo,
Takahama K Forensic Sci Int; 28 de Junho de 1996; 80(1-2):
63-9) .
Kits

Para levar a cabo um método de diagnéstico da
invencao, um kit pode ser proporcionado. Tais kits podem
compreender um veiculo, embalagem ou recipiente que ¢é
compartimentalizado para receber um ou mais recipientes,
talis como frascos, tubos e similares, cada um dos
recipientes que compreendem um dos elementos distintos a
serem usados com o método, Jjunto com um rdétulo ou folheto
informativo que compreende instrug¢des para utilizacao, tal
como a utilizacdao descrita no presente documento. Por
exemplo, o recipiente pode compreender uma sonda que & ou
pode ser detectavelmente marcada. Tal sonda pode ser um
anticorpo ou polinucledétido especifico para uma proteina ou
um gene ou mensagem da inveng¢do, respectivamente. Onde o
método utiliza hibridacdo de &cido nucleico para detectar o
dcido nucleico alvo, o kit pode também ter recipientes que
contém nucledtidos(s) para amplificacdo da sequéncia de
dcido nucleico alvo. Kits podem compreender um recipiente
que compreende um repdrter, tal como uma proteina de
ligagdo a Dbiotina, tal como avidina ou estreptavidina,
ligado a wuma molécula repdédrter, tal como um marcador
enzimdtico, fluorescente ou radioisdtopo; tal repdrter pode
ser usado, por exemplo, com um Aacido nucleico ou anticorpo.
O kit pode incluir toda ou parte de uma sequéncia de
aminodcidos da Figura 2 ou Figura 3 ou uma molécula de
dcido nucleico que codifica tais sequéncias de aminodcidos.

Um kit compreendera, tipicamente, 0 recipiente
descrito acima e um ou mais de outros recipientes
associados ao mesmo que compreendem materiais desejaveis do

ponto de wvista comercial e do consumidor, incluindo
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tampdes, diluentes, rdétulos de tubos gque listam ©0s
conteudos e/ou instrucdes para utilizacdo e folhetos
informativos com instrucgdes para utilizacéao.
EXEMPLOS

Os seguintes exemplos ilustram a invencdao na medida
que se refere a PSCA v.4 e métodos de diagndéstico como se
reivindicam agora.
Exemplo 1: Isolamento Gerado por SSH de fragmento de ADNcC
do Gene de PSCA

Intencionalmente Omitido.

Exemplo 2: 1Isolamento de ADNc que codifica PSCA de

Comprimento Total

Intencionalmente Omitido.

Exemplo 3: Mapeamento Cromossédmico de PSCA

Intencionalmente Omitido.
Exemplo 4

Andlise de Expressdo de Variantes de PSCA em Tecidos

Normais e Amostras de Paciente

Anteriormente, o PSCA, no presente documento referido
como PSCA v.l, foli identificado como um antigénio expresso
em cancro de prdstata. Sua expressao foi detectada em mais
de 80 % dos cancros de préstata primdrios e na maioria das
metdstases de prdéstata. Também foli mostrado que ele é
expresso em cancro de bexiga, cancro de ovadrio e cancro
pancredatico; esses cancros sdo listados no Quadro I.
Através de andlise por imunohistogquimica, foi mostrado que
o PSCA ¢é sobre-expresso sobre a superficie celular a
maioria dos carcinomas transitdrios uroteliais e em 60 %
dos adenocarcinomas pancredticos primdrios. Dados de
expressao do PSCA foram relatados em publicacgdes de patente
(PCT/US98/04664, PCT/US/28883, PCT/US00/19967) e em artigos
revistos (Saffran et al., Proc Natl Acad Sci U.S.A., 27 de
Fevereiro de 2001; 98(5): 2658-2663; Amara et al., Cancer
Res., 15 de Junho de 2001; 61(12): 4660-65; Reiter et al.,
Proc Natl Acad Sci U.S.A., 17 de Fevereiro de 1998; 95(4):
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1735-40; Argani et al., Cancer Res., 1 de Junho de 2001;
61(11): 4320-24).

A expressao especifica de diferentes variantes de PSCA
foi estudada em amostras de pacientes normais e com cancro
(Figura 14 e Figura 15). Iniciadores foram projectados para
diferenciar entre PSCA v.l/v.2/v.4, PSCA v.3 e PSCA v.5.
PSCA v.l1/v.2/v.4 levou a um produto de PCR de 425 pb, PSCA
v.3 levou a um produto de PCR de 300 pb, enquanto que PSCA
v.5 levou a um produto de PCR de 910 pb de tamanho (Figura
14A7) .

ADNc de primeira cadeia foil preparado a partir de
bexiga, cérebro, coracao, rim, figado, pulmado, préstata,
baco, musculo esquelético, testiculo, péncreas, cdlon,
estdmago normais, agrupamentos de cancro de préstata,
cancro de bexiga, cancro renal, cancro de cdélon, cancro de
pulmao, cancro de ovario, cancro de mama, metdstase
cancerigena e cancro de péancreas (Figura 14B). Normalizacéo
foi realizada através de PCR usando iniciadores para
actina. PCR semiquantitativa, usando iniciadores
especificos a wvariante, foi realizada a 30 ciclos de
amplificacao.

Os resultados mostram a expressao de PSCA v.5
principalmente em cancro de mama, metdstase cancerigena e
cancro de péncreas e, em menor nivel, em cancro de cdbdlon e
cancro de pulmdo. O produto de PCR PSCA v.l/v.2/v.4 foi
detectado em cancro de prdstata, cancro de bexiga, cancro
renal, cancro de cdélon, cancro de pulmdo, cancro de ovario,
cancro de mama, metastase cancerigena e cancro de pancreas.
Dentre tecidos normais, produto de PCR PSCA v.l1/v.2/v.4 foi
detectado somente em prdstata, estdmago e, em menor nivel,
em rim e pulmdo, enquanto que PSCA v. 5 nado foil detectado
em qualquer tecido normal. O produto de PCR PSCA v.3 nao
foi detectado em qualquer uma das amostras testadas.

Iniciadores foram projectados para diferenciar entre
PSCA v.4 e PSCA v.5 (Figura 152). PSCA v.4 1levou a um
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produto de PCR de 460 pb, enquanto que PSCA v.5 levou a um
produto de PCR de 945 pb de tamanho.

ADNc de primeira cadeia foi preparado a partir de
bexiga, cérebro, coracdo, rim, figado, pulmao, prdstata,
baco, muasculo esquelético, testiculo, pancreas, cdlon,
estbébmago normais, agrupamentos de cancro de prédstata,
cancro de bexiga e agrupamentos com multi-xenoenxertos
(xenoenxertos de cancro de prdstata, cancro renal e cancro
de bexiga) (Figura 15B). Normalizacdo foil realizada através
de PCR usando iniciadores para actina. PCR
semiquantitativa, usando iniciadores egpecificos a
variante, foi realizada a 30 ciclos de amplificacéao.

Os resultados mostram a expressao de PSCA v.4 em
cancro de préstata, cancro de bexiga e agrupamentos com
multi-xenoenxertos, rim normal e prdstata. PSCA v.5 foi
detectado somente em prédéstata normal e cancro de bexiga.

A expressao limitada de variantes de PSCA em tecidos
normais e a expressao detectada em amostras de pacientes
com cancro indicam que variantes de PSCA sao alvos
terapéuticos, progndsticos, de laboratdério, profilaticos e
diagnésticos para cancros humanos.

Exemplo 5: Variantes de Transcrito de PSCA

Como ¢é wutilizado no presente documento, o termo
variante inclui variantes de transcrito e polimorfismos de
um unico nucledtido (SNP). Variantes de transcrito sao
variantes de ARNm maduro do mesmo gene as guals surgem
através de transcricadao alternativa ou unido alternativa.
Transcritos alternativos sao transcritos do mesmo gene, mas
comecam a transcricdo em pontos diferentes. Variantes com
unido sdo variantes de ARNm unidas diferentemente a partir
do mesmo transcrito. Em eucariotas, gquando um gene com
exdes multiplos é transcrito a partir de ADN gendmico, o
ARN inicial é unido para produzir ARNm funcional, o qual
tem apenas exdes e é usado para traducdo numa sequéncia de

aminodcidos. Consequentemente, um determinado gene pode ter
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zero a muitos transcritos alternativos e cada transcrito
pode ter zero a muitas variantes com unido. Cada variante
de transcrito tem um uUnico exdo e pode ter diferentes
porgdes de codificacdo e/ou nédo codificacgdo (extremidade 57
ou 3’), com relacdo ao transcrito original. Variantes de
transcrito podem codificar as mesmas, similares ou
diferentes proteinas, tais proteinas tendo a mesma ou uma
fungdo similar ou uma funcgdao diferente. As proteinas
variantes podem ser expressas no mesmo tecido ao mesmo
tempo, num tecido diferente ao mesmo tempo oOU nNO mMEesSmMo
tecido em diferentes momentos ou num tecido diferente num
momento diferente. Proteinas codificadas por uma variante
de transcrito podem ter localizacgdes subcelulares ou
extracelulares similares ou diferentes (por exemplo,
secretadas versus intracelulares).

Variantes de transcrito sado identificadas através de
uma variedade de métodos aceites na técnica. Por exemplo,
transcritos alternativos e variantes com uniao sao
identificados através clonagem do comprimento total ou
através de utilizacgdo de transcrito com comprimento total e
sequéncias EST. Primeiro, todas as EST humanas foram
agrupadas em grupos 0s quails mostram identidade directa ou
indirecta umas com as outras. Segundo, EST no mesmo Jgrupo
foram adicionalmente agrupadas em subgrupos e montadas numa
sequéncia de consenso. A sequéncia do gene original é
comparada a(s) sequéncia(s) de consenso ou outras
sequéncias de comprimento total. Cada sequéncia de consenso
¢ uma variante splice potencial para esse gene. Varias
formas de realizagdo de confirmagdo sao conhecidas na
técnica, tais como identificacdao da wvariante através de
andlise de Northern, clonagem de comprimento ou através de
utilizacao de Dbibliotecas de sonda, etc. Mesmo guando é
identificada uma variante que ainda ndo ¢é um clone de
comprimento total, essa porgcao da variante ¢é muito util

como uma ferramenta de pesquisa, por exemplo, para a
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geracao de antigénio ou para clonagem adicional da variante
splice de comprimento total wvariante, usando métodos
conhecidos na técnica.

Além disso, programas de computador estdo disponiveis
na técnica o0s quais identificam variantes de transcrito
baseado em sequéncias gendmicas. Programas de identificacao
de variantes de transcrito a base de genoma incluem FgenesH
(A. Salamov e V. Solovyev, "Ab initio gene finding in

Drosophila genomic ADN", Genome Research., Abril de 2000;

10(4): 516-22); Grail (URL compbio.ornl.gov/Grail-
bin/EmptyGrailForm) e GenScan (URL
genes.mit.edu/GENSCAN.html). Para uma discussao geral de

protocolos de identificacao de variante splice veja-se, por
exemplo, Southan, C., A genomic perspective on human
proteases, FEBS Lett., 8 de Junho de 2001; 498(2-3): 214-8;
de Souza, S.J. et al., Identification of human chromosome
22 transcribed sequences with ORF expressed sequence tags,
Proc. Natl Acad Sci U.S.A., 7 de Novembro de 2000; 97(23):
12690-3.

Para confirmar adicionalmente 0os parametros da
variante de transcrito, wuma variedade de métodos estéd
disponivel na técnica, tais como clonagem de comprimento

total, wvalidacdo protedmica, validagcdo a base de PCR e

validacdao por 5 RACE, etc. (veja-se, por exemplo,
Proteomic Validation: Brennan, S.0. et al., Albumin banks
peninsula: a new termination variant characterized by

electrospray mass spectrometry, Biochem Biophys Acta., 17
de Agosto de 1999; 1433(1-2): 321-6; Ferranti P et al.,
Differential splicing of pre-messenger ARN  produces
multiple forms of mature caprine alpha(sl)-casein, Eur J
Biochem., 1 de Outubro de 1997; 249(1): 1-7. Para validacao
a base de PCR: Wellmann S et al., Specific reverse
transcription- PCR quantification of wvascular endothelial
growth factor (VEGE) splice wvariants by LightCicler
technology, Clin Chem., abril de 2001; 47(4): 654-60; Jia,
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H.P. et al., Discovery of new human beta-defensins using a
genomics-based approach, Gene., 24 de Janeiro de 2001;
263(1-2): 211-8. Para validacdo a base de PCR e por 5'
RACE: Brigle, K.E. et al., Organization of the murine
reduced folate carrier gene and identification of wvariant
splice forms, Biochem Biophys Acta., 7 de Agosto de 1997;
1353(2): 191-8).

Conhece-se na técnica que regides gendmicas sao
moduladas em cancros. Quando a regido gendmica a qual um
gene gse mapeia é modulada num cancro em particular, os
transcritos alternativos ou variantes com unido do gene sao
modulados também. E divulgado no presente documento que o
PSCA tem um perfil de expressdo em particular relacionado
ao cancro (veja-se, por exemplo, Quadro I). Transcritos
alternativos e wvariantes com unidao de PSCA também estao
envolvidos em cancros, por exemplo, num ou mais desses
tecidos e em determinados tecidos adicionais também. As
variantes, assim, servem como marcadores/antigénios
associados a tumor.

Usando o gene de PSCA de comprimento total junto com
sequéncias EST, quatro variantes de transcrito adicionais
foram identificadas, designadas como PSCA v.2, v.3, v.4 e
v.5. Os limites dos exdes no transcrito original, PSCA v.1,
foram mostrados no Quadro IV. Estruturas esquemdticas das
sequéncias de 4dcido nucleico da variante de transcrito séo
mostradas na Figura 10. Na Figura 10, as barras com O mesmo
padrdo grafico representam trechos de material genético
continuo, por exemplo, as barras pretas designam sequéncias

gendémicas encontradas na variante 1.

Os quadros V(a) - (d) até VII(a) - (d) sao
apresentados numa base variante-por-variante. Os quadros
V(a) - (d) mostram as sequéncias de nucledtidos das
variantes de transcrito. 0Os quadros VI(a) - (d) mostram o

alinhamento das variantes de transcrito com a seqguéncia de

dcido nucleico de PSCA v.l (para v.2 somente) ou com PSCA
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v.2 (para todas as outras variantes). Os quadros VII(a) -
(d) apresentam a traducdo de aminodcidos das variantes de
transcrito para a orientacdao da grelha de leitura
identificada. 0Os quadros VIII(a) - (d) mostram alinhamentos
da sequéncia de aminoacidos codificada pela variante splice
com aquela da PSCA v.1.

Exemplo 6: Polimorfismos de um Unico Nucledétido de PSCA

Polimorfismo de wum Unico Nucledétido (SNP) & uma
variacdo de um uUnico par de base numa sequéncia de
nucledétidos num local especifico. Em qualquer determinado
ponto do genoma, existem quatro possiveis pares de base de
nucledétido: A/T, C/G, G/C e T/A. Como ¢é utilizado no
presente documento, um alelo é uma de uma série de formas
alternativas de um determinado gene, que difere qguanto a
sequéncia de ADN e afecta um produto (ARN e/ou proteina).

Um SNP que ocorre sobre um ADNc € denominado um cSNP.
Esse cSNP pode trocar aminodcidos da proteina codificada
pelo gene e, assim, alterar a funcdo da proteina. Alguns
SNPs causam doencas hereditdrias; outros contribuem para
variag¢des quantitativas no fendtipo e reacgdes a factores
ambientais, incluindo dieta e farmacos entre os individuos.
Portanto, a existéncia de um SNP e/ou combinacdes de alelos
(denominadas hapldtipos) tem muitas aplicagdes uteis, tais
como diagndstico de doencas hereditdrias, determinacao de
reaccdes a farmacos e dosagens, identificacdo de genes
responsaveis por doencas e andlise da relacdo genética

entre individuos (P. Nowotny, J. M. Kwon e A. M. Goate,

"SNP analysis to dissect human traits"™, Curr. Opin.
Neurobiol., Outubro de 2001; 11(5): 637-641; M. Pirmohamed
e B. K. Park, "Genetic susceptibility to adverse drug

reactions", Trends Pharmacol. Sci., Junho de 2001; 22(6):
298-305; J. H. Riley, C. J. Allan, E. Lai e A. Roses, "The
use of single nucleotide polymorphisms in the isolation of
common disease genes", Pharmacogenomics., Fevereiro de
2000; 1(1): 39-47; R. Judson, J. C. Stephens e A.
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Windemuth, "The predictive power of haplotypes in clinical
response", Pharmacogenomics., Fevereiro de 2000; 1 (1): 15-
26) .

SNPs sao identificados através uma variedade de
métodos aceites na técnica (P. Bean, "The promising voyage
of SNP target discovery", Am. Clin. Lab., Outubro-Novembro
de 2001; 20(9): 18-20; K. M. Welss, "In search of human
variation", Genome Res., Julho de 1998; 8(7): 691-697; M.
M. She, "Enabling large—-scale pharmacogenetic studies by
high-throught mutation detection and genotiping
technologies"™, Clin. Chem., Fevereiro de 2001; 47(2): lo4-
172). Por exemplo, SNPs sao identificados através de
sequenciamento de fragmentos de ADN que mostram
polimorfismo através de métodos gel-baseados, tais como
polimorfismo por extensao de fragmento de restricao (RFLP)
e electroforese em gel com gradiente de desnaturacao
(DGGE) . Eles sao também descobertos através de
sequenciamento directo de uma amostra de ADN agrupado de
diferentes individuos ou através de comparacao de
sequéncias de diferentes amostras de ADN. Com o rapido
acumulo de dados de sequéncia em bancos de dados publicos e
privados, pode-se também descobrir SNPs através de
comparacao de sequéncias usando programas de computador (Z.
Gu, L. Hillier e P. Y. Kwok, "Single nucleotides
polimorphism hunting in cyberspace”, Hum. Mutat. 1998;
12(4): 221-225). SNPs podem ser verificados e o gendtipo ou
hapldétipo de um individuo pode ser determinado através de
uma variedade de métodos, incluindo sequenciamento directo
e microarranjos de elevado rendimento (P. Y. Kwok, "Methods
for genotiping single nucleotide polymorphisms," Annu. Rev.
Genomics Hum. Genet. 2001; 2: 235-258; M. Kokoris, K. Dix,
K. Moynihan, J. Mathis, B. Erwin, P. Grass, B. Hines e A.
Duesterhoeft, "High-throughput SNP genotiping with the
Masscode system," Mol. Diagn., Dezembro de 2000; 5(4): 329-
340) .
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Usando os métodos descritos acima, treze SNPs foram
identificados no transcrito para PSCA v.2. A variante 2 foi
usada, ao invés, por exemplo, da variante 1, uma vez que
ela tem menos bases ambiguas do que a variante 1.
Consequentemente, SNPs foram identificados na PSCA v.2, nas
posicdées 57 (t/c), 367 (c/t), 424 (a/c), 495 (c/g), 499
(c/t), 563 (c/t), 567 (g/a), 627 (g/a), 634 (t/g), 835
(g/a), 847 (g/a), 878 (g/a) e 978 (c/g). Os transcritos ou
proteinas com alelos alternativos foram designados como
variante de PSCA v.6 a v.18, como € mostrado no Quadro IX e
Figura 12a.

A alteracdao de nucledtido em v.6 alterou o codao de
iniciacdo da v.1 e, assim, a traducdo ndo pdde ser iniciada
até o préximo ATG (AUG em ARNm), resultando numa proteina 9
AA mais curta do que a proteina da v.l (Figura 1la). As
alteragdes de nucledtido para v.7 e v.8 eram silenciosas a
nivel de proteina.

Doze desses 13 SNPs também estavam presentes na
variante 4, conforme apresentado na Figura 12b e Quadro
LVI. As 12 variantes de SNP com relagcdo a PSCA v. 4 séo
designadas PSCA v. 19 a wv.30. As variantes 19 a 27
codificam aminocdcidos alternativos (Figura 1llb e Quadro
IX).

0O Quadro IX também mostra as alteracdes de aminoacidos
da sequéncia de proteina. Esses SNP, embora mostrados
individualmente no presente documento, podem ocorrer em
diferentes combinacgdes e em qualquer uma das variantes de
transcrito que contém o local do SNP.

Exemplo 7: Produgao de PSCA Recombinante em Sistemas

Procariotas

Para expressar o PSCA recombinante e as variantes de
PSCA em células procariotas, as sequéncias de ADNc de PSCA
e variante de PSCA de comprimento total ou parcial séao
clonadas em gqualquer um de uma variedade de vectores de

expressao conhecidos na técnica. Uma ou mais das regides de



84

variantes de PSCA a seguir sao expressas: a sequéncia de
comprimento total apresentada nas Figuras 2 e 3 ou gualqguer
8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 ou mais aminodacidos
continuos de PSCA, variantes ou andlogos dos mesmos.

A. Construgdes de transcricdo e traducgdo in vitro:

PCRII: Para gerar sondas de ARN senso e antissenso ao
PSCA para investigacdes de ARN in situ, construgdes pCRII
(Invitrogen, Carlsbad CA) sao geradas as quais codificam
todo ou fragmentos do ADNc de PSCA. O vector pCRII tem
promotores Sp6 e T7 flanqueando a insercg¢dao para accionar a
transcricdao de ARN de PSCA para utilizacdo como sondas em
experiéncias de hibridag¢ao de ARN in situ. Essas sondas sao
usadas para analisar a expressao de PSCA em células e
tecidos a nivel de ARN. ARN de PSCA  transcrito
representando a regido de codificacdo de aminodcidos de
ADNc do gene de PSCA é usado em sistemas de tradugdo 1in
vitro, tal como o Sistema Reticulo-Lisado Acoplado TnT®
(Promega, Corp., Madison, Wl) para sintetizar a proteina de
PSCA.
B. Construcgdes Bacterianas:

Construgdes pGEX: Para gerar proteinas de PSCA

recombinantes em bactérias que sdo fusionadas a proteina
glutatido S-transferase (GST), toda ou partes da sequéncia
de codificagdo de ADNc de PSCA sao clonadas na familia pGEX
de vectores de fusdo-GST (Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ). Essas construgdes permitem a expressao
controlada de sequéncias de proteina de PSCA recombinante
com GST fusionadas no amino- término e seis epitopos de
histidina (6X His) no carboxilo-término. As etiquetas GST e
6X His permitem a purificagcdao da proteina de fuséo
recombinante a partir de bactérias induzidas com a matriz
de afinidade apropriada e permitem o reconhecimento da
proteina de fusao com anticorpos anti-GST e anti- His. A

cauda 6X His ¢é gerada através da adicdo de 6 coddes de



85

histidina ao iniciador de clonagem na extremidade 3', por
exemplo, da grelha de leitura aberta (ORF). Um local de
clivagem proteolitica, tal como o local de reconhecimento
PreScission® no pGEX-6P-1, pode ser utilizado, de modo que
ele permite a clivagem da etiqueta GST da ©proteina
relacionada com PSCA. O gene de resisténcia a ampicilina e
a origem pBR322 permitem a rastreio e manutencdo dos
plasmideos pGEX em E. coli.

Construgdes pMAL: Para gerar, em bactérias, proteinas

de PSCA recombinantes que sado fusionadas a proteina de
ligagdao a maltose (MBP), toda ou partes da sequéncia de
codificacdo de ADNc de proteina de PSCA sao fusionadas ao
gene MBP através de clonagem nos vectores pMAL-c2X e pMAL-
p2X (New England Biolabs, Beverly, MA). Essas construcdes
permitem a expressdo controlada de sequéncias de proteina
de PSCA recombinante com MBP fusionadas no amino-término e
uma etiqueta de epitopo 6X His no carboxilo-término. Os
marcadores MBP e 6X His permitem a purificacdo da proteina
recombinante de bactérias induzidas <com a matriz de
afinidade apropriada e ©permitem o reconhecimento da
proteina de fusdo com anticorpos anti- MBP e anti-His. O
marcador de epitopo 6X His é gerado através da adicdo de 6
coddes de histidina ao iniciador de clonagem 3'. Um local
de reconhecimento de Factor Xa permite a clivagem do
marcador pMAL do PSCA. Os vectores pMAL-c2X e pMAL-p2X sao
optimizados para expressar a proteina recombinante no
citoplasma ou periplasma, respectivamente. A expressao no
periplasma intensifica a duplicacdo de proteinas com
ligagdes de dissulfeto.

Construgcdes pET: Para expressar o PSCA em células

bacterianas, toda ou partes da sequéncia de codificacao de
ADNc de proteina de PSCA sao clonadas na familia de
vectores PET (Novagen, Madison, Wl). Esses vectores
permitem a expressao hermeticamente controlada de proteina

de PSCA recombinante em bactérias com e sem fusdao as
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proteinas que intensificam a solubilidade, tais como NusA e
tio-redoxina (Trx) e marcador de epitopo, tais como 6X His
e S-Tag® que auxiliam a purificacdao e deteccdao da proteina
recombinante. Por exemplo, construcdes sao feitas
utilizando o sistema de fusdao pET NusA 43.1, de modo que
regides da proteina de PSCA sao expressas como fusdes
amino-terminais ao NusA.

C. Construcdes de Levedura:

Construgdes pESC: Para expressar o PSCA na espécie de

levedura Saccharomyces cerevisiae para a dJeracao de
proteina recombinante e estudos funcionais, toda ou partes
da sequéncia de codificacdo de ADNc de proteina de PSCA sao
clonadas na familia de vectores pESC, cada um dos quais
contém 1 de 4 marcadores selecciondavels, HIS3, TRP1l, LEU2 e
URA3 (Stratagene, La Jolla, CA). Esses vectores permitem a
expressdo controlada do mesmo plasmideo de até 2 genes
diferentes ou sequéncias clonadas contendo as etiquetas de
epitopo Flag® ou Myc na mesma célula de levedura. Esse
sistema é Util para confirmar interacg¢des proteina-proteina
de PSCA. Além disso, a expressao em levedura proporciona
modificacgdes pds-traducionais similares, tais como
glicosilacdes e fosforilacgdes, gue sao encontradas qguando
expressas em células eucariotas.

Construgdes pESP: Para expressar PSCA na espécie de

levedura Saccharomyces pombe, toda ou partes da sequéncia
de codificacdo de ADNc de proteina de PSCA sdo clonadas na
familia de vectores pESP. Esses vectores permitem a
expressao controlada em alto nivel da sequéncia de proteina
de PSCA que é fusionada no amino término ou no carboxilo
término a GST, o que auxilia na purificacdo da proteina
recombinante. Uma etiqueta de epitopo Flag® permite a
deteccdo da proteina recombinante com anticorpo anti-
Flag®.

Exemplo 8: Produgdo de PSCA Recombinante em Sistemas

Fucariotas Superiores
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Intencionalmente Omitido.

Exemplo 9: Perfis de Antigenicidade e Estrutura Secundéaria

A Figura 5A-C, Figura 6A-C, Figura 7A-C, Figura 8A-C e
Figura 9A-C representam graficamente c¢inco perfis de
aminodcidos de variantes de PSCA 1, 3 e 4, cada avaliacao
disponivel através de acesso ao website da ProtScale (URL

www.expasy.oh/cgi-bin/protacale.pl) no servidor de biologia

molecular ExPasy.

Esses perfis: Figura 5, Hidrofilicidade, (Hopp T.P.,
Woods K.R., 1981. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78: 3824-
3828); Figura 6, Hidropaticidade, (Kyte J., Doolittle R.F.,
1982. J. Mol. Biol. 157: 105-132); Figura 7, Residuos
Acessivels Percentuais (Janin J., 1979 Nature 277: 491-
492); Figura 8, Flexibilidade Média, (Bhaskaran R. e
Ponnuswamy P.K., 1988. Int. J. Pept. Protein Res. 32: 242-
255); Figura 9, Beta-volta (Deleage, G., Roux B. 1987
Protein Engineering 1: 289-294); e opcionalmente outros
disponiveis na técnica, tais como no website da ProtScale,
foram usados para identificar regides antigénicas de cada
uma das proteinas variantes de PSCA. Cada um dos perfis de
aminodcido acima de variantes de PSCA foi gerado usando os
seguintes paradmetros da ProtScale para andalise: 1) um
tamanho de janela de 9; 2) peso das bordas de janela de 100
% comparado ao centro da janela; e 3) valores de perfis de
aminodcidos normalizados para oscilar entre 0 e 1.

Os perfis de Hidrofilicidade (Figura 5),
Hidropaticidade (Figura 6) e Residuos LAcessiveils
Percentuais (Figura 7) foram usados para determinar trechos
de aminodcidos hidrofilicos (isto é, valores maiores do que
0,5 sobre o perfil de Hidrofilicidade e Residuos Acessiveis
Percentuais e valores de menos do que 0,5 sobre o perfil de
Hidropaticidade). E provdvel que tais regides sejam
expostas ao ambiente aquoso presente sobre a superficie da
proteina e, assim, estdao disponiveis para reconhecimento

imune, tal como por anticorpos.
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Os perfis de Flexibilidade Média (Figura 8) e Beta-
volta (Figura 9) determinam trechos de aminodcidos (isto &,
valores maiores do que 0,5 sobre o perfil de Beta-volta e o
perfil de Flexibilidade Média) que nao estdo limitados a
estruturas secunddrias, tals como beta folhas e alfa
hélices. Também €& ©provavel que tails regides estejam
expostas sobre a proteina e, assim, acessiveis ao
reconhecimento imune, tal como por anticorpos.

As sequéncias antigénicas das proteinas variantes de
PSCA indicadas, por exemplo, pelos perfis apresentados nas
Figura 5A-C, Figura 6A-C, Figura 7A-C, Figura 8A-C e/ou
Figura 9A-C, sao usadas para preparar imunogénios, quer de
péptidos ou &acidos nucleicos que codificam os mesmos, para
gerar anticorpos anti-PSCA terapéuticos e diagndsticos. O
imunogénio pode ser qualquer 5, o6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40,
45, 50 ou mails de 50 aminodcidos continuos ou os &acidos
nucleicos correspondentes qgue codificam os mesmos, das
variantes de proteina de PSCA listadas nas Figuras 2 e 3,
das quais os perfis de aminodcidos sdo mostrados na Figura
9, ou podem ser inferidas em virtude do fato da variante
conter uma sequéncia que € a mesma gue a variante
representada na Figura 9. Em particular, os imunogénios
peptidicos da invencdao podem compreender uma regido de
péptido de pelo menos 5 aminocdcidos das Figuras 2 e 3 em
qualguer aumento de numero inteiro que inclui uma posicgao
de aminodcido tendo um valor maior do que 0,5 nos perfis de
Hidrofilicidade da Figura 5; uma regido de péptido de pelo
menos 5 aminocdcidos das Figuras 2 e 3 em qualguer aumento
de numero inteiro que 1inclui uma posicdo de aminodcido
tendo um valor  menor do que 0,5 no Perfil de
Hidropaticidade da Figura 6; uma regido de péptido de pelo
menos 5 aminodcidos das Figuras 2 e 3 em qualquer aumento
de numero inteiro que inclui uma posicdo de aminodcido

tendo um valor maior do que 0,5 nos perfis de Residuos
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Acessivelis Percentuais da Figura 7; uma regido de péptido
de pelo menos 5 aminodcidos das Figuras 2 e 3 em qualquer
aumento de numero inteiro que inclui uma posigcao de
aminodcido tendo um valor maior do que 0,5 nos perfis de
Flexibilidade Média da Figura 8; e uma regido de péptido de
pelo menos 5 aminodcidos das Figuras 2 e 3 em qualquer
aumento de numero inteiro que inclui uma posicao de
aminodcido tendo um valor maior do que 0,5 no Perfil de
Beta-Volta da Figuras 9. O0s imunogénios peptidicos da
invencdo podem também compreender &cidos nucleicos dque
codificam gqualquer um dos precedentes.

Todos os imunogénios, péptidos ou &acidos nucleicos da
invencdo podem ser concretizados na forma de dose unitéria
humana ou estarem compreendidos numa composicado gque inclui
um excipiente farmacéutico compativel com a fisiologia
humana.

A estrutura secundadria de variantes 1, 3, 4 e 6 de
proteina de PSCA, isto é, a presenca e localizacao prevista
de alfa hélices, filamentos estendidos e espirais
aleatdrios, é prevista a partir das sequéncias de
aminodcidos primdrias usando o método HNN - Hierarchical
Neural Nedoisrk (NPS@: Nedoisrk Protein Sequence Analysis
TIBS, Marco de 2000, Vol. 25, N° 3 [291]: 147-150 Combet

c., Blanchet c., Geourjon C. e Deléage G.,
http://phil. ioop,fr/ogi-

bin/npsa_automat.pllpage=ngsa _nn.html), acedido a partir do
servidor de bioclogia molecular ExPasy
(http://www.expasy.ch/tools/). A analise indica que a

2 Q

variante 1 de PSCA & composta de 30,89 % de alfa hélice,
21,95 % de filamentos estendidos e 47,15 % de espirais
aleatdérias (Figura 13A). A variante 3 de proteina de PSCA é
composta de 14,89 % de alfa hélice, 8,51 % de filamentos
estendidos e 76,60 % de espirais aleatdérias (Figura 13B). A

variante 4 de proteina de PSCA é composta de 9,52 % de alfa

hélice, 8,99 % de filamentos estendidos e 81,48 % de



90

espirais aleatdérias (Figura 13C). A variante 6 de proteina
de PSCA & composta de 24,56 % de alfa hélice, 21,93 % de
filamentos estendidos e 53,51 % de espirais aleatédrias
(Figura 13D).

Andlise com relacdo a presenca potencial de dominios
transmembranares nas proteinas variantes de PSCA foi
realizada usando uma variedade de algoritmos de previsao
transmembranares acedidos a partir do servidor de biologia

molecular (http://www.exgasy.,ch/toolis/) . Mostrados

graficamente nas Figuras 13E, G, I e K estdao os resultados
de andlises de variantes 1, 3, 4 e 6, respectivamente,
usando o programa TMpred. Mostrados graficamente nas
Figuras 13F, H, J e L estdo os resultados de andlises de
variantes 1, 3, 4 e 6, respectivamente usando o programa
TMHIVIM. As proteinas variante 1 e variante 6 de PSCA
provavelmente codificam proteinas ligadas a GPI. As
variantes 3 e 4 provavelmente codificam proteinas soluveis,
uma vez que elas nao contém previsdes significativas para
dominios transmembranares.

Exemplo 10: Geragao de Anticorpos Policlonais contra o PSCA

Anticorpos ©policlonais podem ser estimulados num
mamifero, por exemplo, através de uma ou mais injecgdes de
um agente de imunizacdo e, se for desejado, um adjuvante.
Tipicamente, o agente de imunizacdo e/ou adjuvante serdao
injectados no mamifero através de injeccdes subcuténeas ou
intraperitoneais multiplas. Além de imunizacao com uma
variante de proteina de PSCA de comprimento total,
algoritmos de computador sao utilizados no projecto de
imunogénios que, baseado em andlises de sequéncia de
aminodcido, contém caracteristicas de serem antigénicos e
estarem disponiveis para reconhecimento pelo sistema imune
do hospedeiro (veja-se o Exemplo intitulado "Perfis de
Antigenicidade e Estruturas Secundédrias™). Serd previsto
que tais regides sao hidrofilicas, flexiveis em

conformacdes de beta-volta e estejam expostas sobre a
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superficie da proteina (veja-se, por exemplo, Figura 5A-C,
Figura 6A-C, Figura 7A-C, Figura 8A-C, ou Figura 9A-C para
perfis de aminocdcidos que indicam tais regides da variante
1 de proteina de PSCA).

Por exemplo, proteinas de fusao bacterianas
recombinantes ou péptidos contendo regides hidrofilicas,
flexiveis, em beta-volta de variantes de proteina de PSCA
sdo usadas como antigénios para gerar anticorpos
policlonais em coelhos brancos New Zealand ou anticorpos
monoclonais conforme descrito no Exemplo 11. Por exemplo,
na variante 1 de PSCA, tais regides incluem, mas nao estao
limitadas, os aminodacidos 28-56 e aminodcidos 66-94. Para a
variante 3, tais regides incluem, mas nado estdo limitados,
aos aminodcidos 7-39 e aminoacidos 70-94. Para a variante
4, tais regides incluem, mas nao estao limitadas, aos
aminodcidos 6-18, aminodacidos 27-39, aminodcidos 103-133 e
177-189. Para a variante 6, tais regides incluem, mas nao
estdo limitadas, aos aminodcidos 19-35 e aminodcidos 57-85.
E 1Util conjugar o agente de imunizacdo a uma proteina
conhecida por ser imunogénica no mamifero que estd sendo
imunizado. Exemplos de tais proteinas imunogénicas incluem,
mas nao estdo limitados a, hemocianina da lapa californiana
(KLH), albumina de soro, tiroglobulina bovina e inibidor de
tripsina de soja. Numa forma de realizacao, um péptido que
codifica os aminodcidos 103-133 da variante 4 de PSCA é
conjugado a KLH e wusado para imunizar um coelho.
Alternativamente, o agente de imunizacdo pode incluir toda
ou partes das proteinas variantes de PSCA, andlogos ou
proteinas de fusdao das mesmas. Por exemplo, as sequéncias
de aminodcido das variantes de PSCA podem ser fusionadas
usando técnicas de ADN recombinante a qualgquer uma de uma
variedade de parceiros de proteina de fusdo que sao bem
conhecidos na técnica, tais como proteinas de fuséao
glutatido-S-transferase (GST) e proteina marcada com HIS.

Numa forma de realizacgdo, os aminodcidos 18-98 da sequéncia
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da variante 1 de PSCA sequéncia foram fusionados a GST u-
sando técnicas recombinantes no vector de expressao pGEX,
expressos, purificados e usados para imunizar coelhos e
ratinhos para gerar anticorpos policlonais e monoclonais,
respectivamente. Tais proteinas de fusdo sao purificadas de
bactérias induzidas usando a matriz de afinidade
apropriada.

Outras proteinas de fusdo bacterianas recombinantes
que podem ser utilizadas incluem proteina de 1ligacao a
maltose, LacZ, tioredoxina, NusZA ou uma regido constante de
imunoglobulina (veja-se a seccadao intitulada "Producédo de
PSCA em Sistemas Procariotas" e Current Protocols in
Molecular Biology, Volume 2, Unidade 16, Frederick M.
Ausubul et al. eds., 1995; Linsley, P.S., Brady, W., Urnes,
M., Grosmaire, L., Damle, N. e Ledbetter, L.(1991) J. Exp.
Med. 174, 561-566).

Além de proteinas de fusdo derivadas de bactérias,
antigénios de proteina expressos em mamifero também sao
usados. Esses antigénios sao expressos a partir de vectores
de expressao em mamifero, tais como os vectores Tagb e Fc-
Fusion (veja-se a seccao intitulada "Produgcao de PSCA
Recombinante em Sistemas Eucariotas") e retém modificacdes
pdés—-traducionais, tais como glicosilagdes encontradas na
proteina nativa. Numa forma de realizacdao, o ADNc da
variante 1 de PSCA, menos o péptido lider N-terminal e
dncora GPI C-terminal foi clonado no vector de secrecgdo em
mamiferos Tagb e expresso em células 293T. A proteina
recombinante foi purificada através de cromatografia em
quelante de metal a partir de sobrenadantes de cultura
tecidular de células 293T que expressam estavelmente o
vector recombinante. A proteina de PSCA Tagb-purificada
foi, entdo, usada como imunogénio.

Durante o protocolo de imunizacao, € util misturar ou
emulsificar o antigénio em adjuvantes que intensificam a

resposta imune do animal hospedeiro. Exemplos de adjuvantes
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incluem, mas ndo estdo limitados a, adjuvante completo de
Freund (CFA) e adjuvante MPL-TDM (monofosforil 1lipido A,
trehalose de dicorinomicolato sintética).

Num  protocolo tipico, coelhos sao inicialmente
imunizados subcutaneamente com até 200 ng, tipicamente 100-
200 ng, de proteina de fusdo ou péptido conjugado a KLH
misturados em adjuvante completo de Freund (CFA). Os
coelhos sdo, entao, injectados subcutaneamente a cada duas
semanas com até 200 ng, tipicamente 100-200 ng, do
imunogénio em adjuvante incompleto de Freund (IFA). Sangue
para teste é colhido a aproximadamente 7-10 dias apds cada
imunizacdo e usado para monitorizar a titulacao de anti-
soro através de ELISA.

Para testar a reactividade e especificidade do soro
imune, tal como soro de coelho derivado de imunizacgdo com
uma proteina de fusdo-GST de variante 3 ou 4 de PSCA, o©
respectivo ADNc da variante de PSCA de comprimento total é
clonado no vector de expressao pCDNA 3.1 myc-his
(Invitrogen, veja-se o Exemplo intitulado "Produgdo de PSCA
Recombinante em Sistemas Eucariotas"). Apds transfeccado das
construgcdes em células 293T, lisados de células sao
submetidos a sonda com o soro antivariante e com anticorpo
anti-His (Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA) para
determinar a reactividade especifica a proteina variante
desnaturada usando a técnica de Western blot. Além disso, ©
SOro imune é testado através de microscopia  por
fluorescéncia, citometria de fluxo e imunoprecipitacéao
contra células 293T e outras expressando variante de PSCA
recombinante para determinar o reconhecimento especifico da
proteina nativa. As técnicas de Western blot,
imunoprecipitacéao, microscopia por fluorescéncia e
citometria de fluxo usando células que expressam
endogenamente o PSCA sdao também realizadas para testar a

reactividade e especificidade.
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Anti-soros de coelhos imunizados com proteinas de
fusdo variantes de PSCA, tais como proteinas de fusdo a GST
e MBP, sao purificados através de deplecdao de anticorpos
reactivos a sequéncia do parceiro de fusdo através de
passagem sobre uma coluna de afinidade contendo o parceiro
de fusado, quer sozinho ou no contexto de uma proteina de
fusdo irrelevante. Por exemplo, anti-soro derivado de uma
proteina de fusdao variante 1 de PS- CA-GST é primeiro
purificado através de passagem sobre uma coluna de proteina
GST covalentemente acoplada a uma matriz AffiGel (BioRad,
Hercules, Calif.). O anti-soro ¢é, entdao, purificado por
afinidade através de passagem sobre uma coluna composta de
uma proteina de fusdo de PSCA- MBP covalentemente acoplada
a uma matriz Affigel. O soro é, entédo, ainda purificado
através de cromatografia por afinidade em proteina G para
isolar a fraccdo de IgG. Soro de outros antigénios His-
marcados e péptidos de coelhos imunizados, bem como soro
sem o parceiro de fusdo sao purificados por afinidade
através de passagem sobre uma matriz de coluna composta do
imunogénio de proteina original ou péptido livre.

Exemplo 11: Geragdo de Anticorpos Monoclonais de PSCA
(mAbs)

Numa forma de realizacdo, mAbs terapéuticos as
variantes de PSCA compreendem agqueles gque reagem com
epitopos especificos para cada ©proteina wvariante ou
especificos as sequéncias em comum entre as variantes que
romperiam ou modulariam a funcao bioldgica das variantes de
PSCA, por exemplo, aquelas que romperiam a interacgao com
ligantes e parceiros de ligacdo. Imunogénios para a geracao
de tais mAbs incluem aqueles projectados para codificar ou
conter a sequéncia toda da variante de proteina de PSCA,
regides das variantes de proteina de PSCA previstas por
serem antigénicas através de andlise por computador a
partir de uma sequéncia de aminodcidos (veja-se, por

exemplo, Figura 5A-C, Figura 6A-C, Figura 7A-C, Figura 8A-
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C, ou Figura 9A-C e o Exemplo intitulado "Perfis de
Antigenicidade™). Imunogénios incluem péptidos, proteinas
bacterianas recombinantes e proteinas Tag 5 expressas em
mamifero e proteinas de fusao IgG-FC humanas e de murino.
Além disso, células manipuladas para expressar altos niveis
da respectiva variante de PSCA, tais como a variante 4 de
PSCA- 293T ou pré-células B de murino variante 4 de PSCA-
300.19, sao usadas para imunizar ratinhos.

Para gerar mAbs a uma variante de PSCA, ratinhos séao
primeiro imunizados intraperitonealmente (IP) com,
tipicamente, 10-50 png de imunogénio de proteina ou 10’
células que expressam PSCA misturadas em adjuvante completo
de Freund. Os ratinhos sao, entao, subsequentemente
imunizados IP a cada 2-4 semanas com, tipicamente, 10-50 ug
de imunogénio de proteina ou 10’ células misturadas em
adjuvante incompleto de Freund. Alternativamente, adjuvante
MPL-TDM €& usado em imunizagdes. Além das estratégias de
imunizacdao baseadas em proteinas e células acima, um
protocolo de imunizacdo baseado em ADN é utilizado no qual
um vector de expressdo em mamifero que codifica uma
sequéncia de variante de PSCA ¢é wusado para imunizar
ratinhos através de injeccdo directa do ADN de plasmideo.
Por exemplo, o ADNc completo da variante 4 de PSCA é
clonado no vector de secrecadao em mamifero Tagb e o vector
recombinante e, entdo, serd usado como imunogénio. Em outro
exemplo, o0s mesmos aminocdcidos s&o clonados num vector de
secrecao Fc-Fusdo no qual a sequéncia da variante 4 de PSCA
¢ fusionada no amino-término a uma sequéncia lider IgK e no
carboxilo-término a uma sequéncia de codificacao da regiao
Fc de IgG humana ou de murino. Esse vector recombinante é&,
entdo, usado como 1munogénio. Os protocolos de imunizacao
com plasmideo sao usados em combinagdo com proteinas
purificadas expressas a partir do mesmo vector e com

células que expressam a respectiva variante de PSCA.
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Durante o protocolo de imunizacdo, sangue para teste é
colhido 7-10 dias apdés as 1injecgdes para monitorizar a
titulacdo e especificidade da resposta imune. Uma vez que a
reactividade e especificidade sao obtidas conforme
determinado através de andlises por ELISA, Western
blotting, imunoprecipitacdao, microscopia por fluorescéncia
e citometria de fluxo, geracao de fusdo e hibridoma ¢&,
entao, realizada com ©procedimentos estabelecidos bem
conhecidos na técnica (veja-se, por exemplo, Harlow e Lane,
1988) .

Numa forma de realizacdo para a geragdao de anticorpos
monoclonais de PSCA, uma GST-fusdo dos aminoacidos 1-189
que codificam o antigénio de wvariante 4 & expressa e,
entdo, purificada a partir de células 293T estavelmente
transfectadas. Ratinhos Balb C sdo inicialmente imunizados
intraperitonealmente com 25 ug da GST- variante 4 de
proteina de PSCA misturados em adjuvante completo de
Freund. Os ratinhos sado subsequentemente imunizados a cada
duas semanas com 25 ug do antigénio misturado em adjuvante
incompleto de Freund durante um total de trés imunizacdes.
ELISA usando o antigénio de fusdao-GST e um produto da
clivagem a partir do qual a porcdo GST € removida
determinam a titulacdo do soro de ratinhos imunizados. A
reactividade e especificidade do soro a variante 4 de
proteina de PSCA de comprimento total sao monitoradas
através de Western blotting, imunoprecipitagdoc e citometria
de fluxo usando células 293T transfectadas com um vector de
expressao que codifica o ADNc da variante 1 de PSCA (veja-
se, por exemplo, o Exemplo intitulado "Produgdo de PSCA
Recombinante em Sistemas Eucariotas"). Outras células que
expressam variante 4 de PSCA recombinante ou células que
expressam endogenamente a variante 4 de PSCA sao também
usadas. Ratinhos mostrando a reactividade mais forte séao
separados e fornecida uma injeccao final de antigénio Tagb

em PBS e, entdo, sacrificados quatro dias depois. 0Os bacgos
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dos ratinhos sacrificados s&o colhidos e fusionados a
células de mieloma SP0O/2 wusando procedimentos padrao
(Harlow e Lane, 1988). O0Os sobrenadantes de cavidades de
desenvolvimento HAT-seleccionados sao seleccionados através
ELISA, Western Dblot, imunoprecipitacado, microscopia por
fluorescéncia e citometria de fluxo para identificar clones
que produzem anticorpo especifico contra PSCA.

Para gerar anticorpos monoclonais que sao especificos
para a variante 4 de proteina de PSCA, imunogénios séao
projectados para codificar uma sequéncia Unica a essa
variante. Por exemplo, um péptido que codifica o©s
aminodcidos 6-18 da variante 4 de PSCA ¢é sintetizado,
conjugados a KLH e usado como imunogénio. Sobrenadantes de
hibridoma s&o, entdo, seleccionados sobre o antigénio
peptidico e, entdo, adicionalmente seleccionados sobre
células que expressam a variante 4 de proteina de PSCA e
seleccionados sobre células que expressam as outras
variantes de PSCA para derivar anticorpos monoclonais
variante 4-especificos.

A afinidade de 1ligacdo do anticorpo monoclonal a
variante de PSCA é determinada usando tecnologias padrao.
Medigdes da afinidade quantificam a resisténcia do
anticorpo a ligacdo ao epitopo e sdo usadas para ajudar a
definir gquais anticorpos monoclonais a variante de PSCA sao
preferidos para utilizacdo diagndéstico ou terapéutico,
conforme apreciado pelos peritos na especialidade. O
sistema BIAcore (Uppsala, Suécia) € um método preferido
para determinacdo da afinidade de ligagdo. O sistema
BlAcore usa ressondncia de plasmdo em superficie (SPR,
Welford K. 1991, Opt. Quant. Elect. 23: 1; Morton e Myszka,
1998, Methods in Enzymology 295: 268) para monitorizar
interacc¢des moleculares em tempo real. Andlise por BIAcore
gera, convenientemente, constantes de taxa de associacao,
constantes de taxa de dissociacao, constantes de

dissociagcdo em equilibrio e constantes de afinidade.
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Exemplo 12: Polinucledtidos Complementares

Sequéncias complementares as sequéncias de codificacdao
de PSCA ou qualgquer parte das mesmas sao usadas para
detectar, diminuir ou inibir a expressao de PSCA gue ocorre
naturalmente. Embora a utilizacdo de oligonucledétidos que
compreendem de cerca de 15 a 30 pares de base seja
descrito, essencialmente o mesmo procedimento € usado com
fragmentos de sequéncias menores ou maiores.
Oligonucledtidos apropriados sao projectados usando, por
exemplo, o software OLIGO 4.06 (National Biosciences) e a
sequéncia de codificacao de PSCA. Para inibir a
transcricdao, um oligonucledtido complementar €& projectado a
partir da sequéncia 5' Unica e usado para impedir a ligacéo
de promotor a uma sequéncia de codificacgado. Para inibir a
traducdo, um oligonucledétido complementar €& projectado para
impedir ligacao ribossémica a um transcrito que codifica
PSCA.

Exemplo 13: Purificagao de PSCA que Ocorre Naturalmente ou

Recombinante Usando Anticorpos Especificos contra PSCA

PSCA que ocorre naturalmente ou recombinante ¢é
substancialmente ©purificado através cromatografia por
imunoafinidade usando anticorpos especificos para PSCA. Uma
coluna de imunoafinidade é construida através de
acoplamento covalente de anticorpo anti-PSCA a uma resina
cromatografica activada, tal como SEPHAROSE CNBr-activada
(Amersham Pharmacia Biotech). Apds o acoplamento, a resina
¢ Dblogqueada e lavada de acordo com as instrucgdes do
fabricante.

Meios que contém PSCA sao passados sobre a coluna de
imunoafinidade e a <coluna ¢ lavada sob condigdes que
permitem a absorcao preferencial de PSCA (por exemplo,
tampdes com elevada resisténcia idénica na presenca de
detergente). A coluna € eluida sob condicgdes qgque rompem a
ligacdo anticorpo/PSCA (por exemplo, um tampdo com pH de 2

a um pPH de 3 ou uma elevada concentragcao de um agente
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caotrdpico, tal como um ido de ureia ou tiocianato) e GCR.P
é colhida.

Exemplo 14: Ensaio in vivo para Promogdo do Crescimento de

Tumor por PSCA v.4

0 efeito da proteina de PSCA v.4 sobre o
desenvolvimento de células tumorais ¢é avaliado 1in vivo
através de avaliacdo do desenvolvimento de tumor e
desenvolvimento de células que expressam ou carecem de PSCA
v.4. Por exemplo, ratinhos SCID sao injectados
subcutaneamente sobre cada flanco com 1 x 10° de linhas de
células cancerigenas 3T3, de préstata (por exemplo, células
PC3), de bexiga (por exemplo, células UM- UC3) ou de
pancreas (por exemplo, células PANCl) contendo o vector
vazio tkNeo ou PSCA v.4. Pelo menos duas estratégias podem
ser usadas: (1) Expressao constitutiva de PSCA v.4 sob
regulagao de um promotor, tal como um promotor constitutivo
obtido a partir dos genomas de virus tais como polioma
virus, virus da caxumba (UK 2.211.504 publicada em 5 de
Julho de 1989), adenovirus (tal como Adenovirus 2),
papiloma virus bovino, virus do sarcoma em aves,
citomegalovirus, um retrovirus, virus da hepatite-B e Virus
de simio 40 (SV40), ou de promotores heterdlogos de
mamifero, por exemplo, o promotor de actina ou um promotor
de imunoglobulina, contanto que tais promotores sejam
compativeis com o0s sistemas de células hospedeiras e (2)
Expressédo regulada sob o controlo de um sistema de vector
induzivel, tal como ecdisona, tetraciclina, etc., contanto
que tais promotores sejam compativeis com os sistemas de
células hospedeiras. O volume do tumor &, entdo, monitorado
através de medicdo do calibre no caso de tumores palpéaveis
e acompanhando ao longo do tempo para determinar se células
que expressam PSCA v.4 se desenvolvem numa taxa mais rdapida
e se tumores produzidos por células que expressam PSCA v.4

demonstram caracteristicas de agressividade alterada (por
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exemplo, metastase intensificada, vascularizacéao,
responsividade reduzida a fadrmacos quimioterapéuticos).

Adicionalmente, ratinhos podem ser implantados com 1 x
10° das mesmas células ortotopicamente para determinar se a
PSCA v.4 tem um efeito sobre o desenvolvimento local no
pancreas e se a PSCA v.4 afecta a capacidade das células de
formar metdstases especificamente em génglios linfaticos e
osso (Miki T et al., Oncol Res. 2001; 12: 209; Fu X et al.,
Int. J Cancer. 1991, 49: 938). O efeito da PSCA v.4 sobre a
formagcao e desenvolvimento de tumor désseo pode ser avaliado
através injeccédo de células tumorais intratibiamente.

O ensaio ¢é também Util para determinar o efeito
inibitério da PSCA v.4 em composicdes terapéuticas
candidatas tal como, por exemplo, intracorpos de PSCA v.4,
moléculas antissenso de PSCA v.4 e ribozimas.

Exemplo 15: 1Inibigdo Mediada por Anticorpo Monoclonal

contra PSCA v.4 de Tumores In Vivo

A  expressao significativa de PSCA v.4 em tecidos
cancerigenos, junto com sua expressao limitada em tecidos
normais torna o PSCA v.4 um bom alvo para terapéutica com
anticorpos. Similarmente, o PSCA v.4 é um alvo para
imunoterapia Dbaseada em células T. Assim, a eficécia
terapéutica de mAbs anti-PSCA v.4 em modelos em ratinhos de
xenoenxerto de cancro humano, incluindo préstata, bexiga e
péncreas (por exemplo, células PANCl) e outros cancros -
PSCA wv.4 1listados no Quadro 1, ¢é avaliada através de
utilizagao de linhas de células recombinantes, tais como
PC3-PSCA v.4, UM-UC3-PSCA v.4, PANC1-PSCA v.4 e 3T3-PSCA
v.4 (veja-se, por exemplo, Kaighn, M.E. et al., Invest
Urol, 1979. 17(1l): 16-23), bem como modelos de xenoenxerto
humano (Saffran et al. PNAS 1999, 10: 1073-1078).

A eficdcia de anticorpo sobre o crescimento do tumor e
formacdo metdstase é estudada, por exemplo, em modelos de
xenoenxerto de cancro ortotdépico de ovario, péncreas ou

sangue. Os anticorpos podem ser nao conjugados, conforme
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discutido nesse Exemplo ou podem ser conjugados a uma forma
de realizacdo terapéutica, conforme apreciado na técnica.
mAbs anti- PSCA v.4 inibem a formacdo de tumores em
xenoenxertos de ratinho. mAbs anti-PSCA v.4 também
retardaram o) desenvolvimento de tumores ortotdépicos
estabelecidos e prolongaram a sobrevivéncia de ratinhos
abrigando tumor. Esses resultados indicam a utilidade de
mAbs anti-PSCA v.4 no tratamento de varios tumores sélidos
e locais em estdgios avancados. (Veja-se, por exemplo,
Saffran, D. et al., PNAS 10: 1073-1078 ou world wide web
URL nas.org/cgi/doi/10,1073/pnas.051624698).

A  administragdao dos mAbs anti-PSCA v.4 levou ao
retardo do crescimento ortotdépico do tumor e inibicao de
metdstase em locais distantes, resultando em prolongamento
significativo da sobrevivéncia de ratinhos abrigando tumor.
Esses estudos indicam a PSCA v.4 como um alvo atraente para
imunoterapia e demonstram o potencial terapéutico de mAbs
anti-PSCA v.4 para o tratamento de cancro local e
metastdtico. Esse exemplo indica que anticorpos monoclonais
PSCA v.4 nao conjugados sao eficazes para inibir o
desenvolvimento de xenoenxertos de tumor pancreatico,
ovariano e linfomas humanos desenvolvidos em ratinhos SCID;
consequentemente uma combinacéao de tais anticorpos
monoclonais eficazes também & eficaz.

Inibigcdo de tumor wusando mAbs contra PSCA v.4 nao

conjugados multiplos

Materiais e Métodos

Anticorpos monoclonais contra PSCA v.4:

Anticorpos monoclonais sao estimulados contra PSCA v.4
conforme descrito no Exemplo intitulado "Geracado de
anticorpos monoclonais contra PSCA v.4 (mAbs) ". Os
anticorpos sao caracterizados através ELISA, Western blot,
FACS e imunoprecipitacdo com relacdo a sua capacidade de se
ligar ao PSCA v.4. Os dados de mapeamento de epitopo para

0os mAbs anti- PSCA v.4, conforme determinado através de



102

ELISA e andlise de Western, reconhecem epitopos sobre a
proteina de PSCA v.4. Andlise imunohistoquimica de tecidos
e células cancerigenas com esses anticorpos é realizada.

Os anticorpos monoclonais sao purificados a partir de
ascites ou sobrenadantes de cultura tecidular de hibridoma
através de cromatografia em Proteina-G Sepharose,
submetidos a didlise contra PBS, filtrados estéreis e
armazenados a -20°C. As determinacdes de proteina sao
realizadas através de um ensaio de Bradford (Bio-Rad,
Hercules, CA). Um anticorpo monoclonal terapéutico ou um
coquetel que compreende uma mistura de anticorpos
monoclonais individuais é ©preparada e usada para o
tratamento de ratinhos que receberam injeccdes subcuténeas
ou ortotépicas de xenoenxertos de tumor PC3, UM-UC3, CaKi e
A427.

Linhas de células e xenoenxertos

0O xenoenxerto LAPC-9, o0 qual expressa um receptor de
androgénio do tipo silvestre e produz antigénio especifico
a préstata (PSA), ¢é passado para ratinhos imunodeficientes
combinados ICR-grave (SCID) machos de 6 a 8 semanas de
idade (Taconic Farms) através de implante s.c. no tronco
(Craft, N. et al., 1999, Cancer Res. 59: 5030-5036). Os
xenoenxertos de rim AGS-K3 e AGS-K6 sao também passados
através de implantes subcutdneos para ratinhos SCID de 6 a
8 semanas de idade. Suspensdes com células simples de
células tumorais sao preparadas, conforme descrito em Craft
et al..

As linhas de células cancerigenas PC3, UM-UC3 e PANCI,
bem como a linha de fibroblasto NIH 3T3 (Coleccdo Americana
de Culturas Celulares). A linha de células de carcinoma de
prostata PC3 é mantida em RPMI suplementado com L-glutamina
e 10 % de FBS e as 1linhas de carcinoma de bexiga e
pancreas, UM-UC3 e PANC1l, respectivamente, sdo mantidas em
DMEM suplementado com L-glutamina e 10 % de FBS. Populacdes
de células PC3-PSCA v.4, UM-UC3-PSCA v.4, PANC1-PSCA v.4 e
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3T3-PSCA v.4 sao geradas através de transferéncia de gene
retroviral, conforme descrito em Hubert, R.S. et al., Proc
Natl. Acad. Sci USA, 1999; 96 (25): 14523.

Modelos de Xenoenxerto em Ratinho

Tumores subcutédneos (s.c.) sao gerados através de

¢ células cancerigenas misturadas numa

injecgdo de 2 x 10
diluicdo a 1:1 com Matrigel (Collaborative Research) no
flanco direito de ratinhos machos SCID. Para testar a
eficdcia do anticorpo sobre a formacdo de tumor, essas
injecg¢des de anticorpo sdo iniciadas no mesmo dia que as
injecc¢cdes de células tumorais. Como um controlo, o0s
ratinhos sdo injectados com IgG de ratinho purificada (ICN)
ou PBS; ou um anticorpo monoclonal purificado que reconhece
um antigénio irrelevante naoc expresso em células humanas.
Em estudos preliminares, nenhuma diferenca € encontrada
entre a IgG de ratinho ou PBS sobre o crescimento do tumor.
Os tamanhos do tumor s&o determinados através de medigdes
do calibre e o volume do tumor é calculado como comprimento
x largura x altura. Os ratinhos com tumores subcuténeos
maiores do que 1,5 cm de didmetro sdo sacrificados.
Injecgdes ortotdpicas sao realizadas sob anestesia
através de utilizagdo de cetamina/xilazina. Para estudos
ortotdpicos da prédéstata, uma incisdo é feita através dos
musculos abdominais para expor a bexiga e vesiculas
seminais, as quais sdo, entado, distribuidas através de
incisdo para expor a préstata dorsal. Células LAPC-9 (5 x
10°) misturadas com Matrigel sdo injectadas em cada ldébulo
dorsal num volume de 10 pi. Para monitorizar o crescimento
do tumor, o sangue de ratinhos é colhido numa base semanal
para determinacdo dos niveis de PSA. Para o modelo
ortotdpico do péncreas, uma incisdo é feita através dos
masculos abdominais para expor oS8 tecidos mamarios e uma
unica suspensdao de células de cancro do pancreas ¢é
injectada no tecido mamério. Para o modelo ortotdpico da

bexiga, tecido de cancro de bexiga AGS-Bl é aderido sobre a
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parede da bexiga. Apds implante do tumor, os ratinhos séo
segregados em grupos para os tratamentos apropriados, com
mAbs anti-PSCA v.4 ou de controlo sendo injectados 1i.p.
Para monitorizar o crescimento do tumor, os ratinhos sdao a-
palpados e o sangue € colhido numa base semanal para medir
os niveis de hCG.

mAbs anti-PSCA v.4 Inibem o Desenvolvimento de Tumores de

Cancro em Xenoenxerto Que Expressam PSCA v.4

O efeito de mAbs anti-PSCA v.4 sobre a formacao de
tumor é testado usando uma linha de células (por exemplo,
PC3, UM-UC3, PANCl e 3T3) e modelos ortotdpicos de tumor
derivado do paciente. Quando comparado ao modelo de tumor
s.c., o modelo ortotdépico, o qual requer injeccadao de
células tumorais directamente nos érgaos do ratinho resulta
num crescimento local do tumor, desenvolvimento de
metdstase em locals distais, deterioracdo da saude do
ratinho e subsequente morte (Saffran, D. et al., PNAS
supra). As caracteristicas tornam o modelo ortotdpico mais
representativo da progressdao da doenca humana e nos permite
acompanhar o efeito terapéutico de mAbs sobre critérios de
avaliacdo clinicamente relevantes.

Uma vantagem  principal de modelos de cancro
ortotdpicos é a capacidade de estudar o desenvolvimento de
metdstases. A formacdo de metdstase em ratinhos abrigando
tumores ortotdépicos estabelecidos € estudada através de
andlise por IHC sobre secbes pulmonares usando um anticorpo
contra uma proteina da superficie celular especifico a
tumor, tal como anti-CK20 para cancro de prdstata (Lin S et
al., Cancro Detectar Prev. 2001; 25: 202).

Outra vantagem de modelos de cancro em xenoenxerto é a
capacidade de estudar a neovascularizacado e angiogénese. O
crescimento do tumor é parcialmente dependente do
desenvolvimento de novos vasos sanguineos. Embora o sistema
de capilares e diclorometano de uma rede sanguinea seja de

origem do hospedeiro, o inicio e arquitectura da
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neovasculatura € regulada pelo tumor em xenoenxerto
(Davidoff AM et al., Clin Cancer Res. 2001; 7: 2870;
Solesvik O et al., Eur. J Cancro Clin Oncol. 1984, 20:
1295). O efeito de anticorpos e moléculas pequenas sobre a
neovascularizacao € estudado de acordo com procedimentos
conhecidos na técnica, tais como através de andlise por IHC
de tecidos tumorais e seu microambiente circundante.

A ratinhos abrigando tumores ortotdpicos estabelecidos
sdo administradas injeccg¢des de 1000 pg de mAb anti-PSCA v.4
ou PBS durante um periodo de 4 semanas. Os ratinhos em
ambos 08 grupos sao deixados estabelecer uma elevada carga
de tumor, para assegurar uma alta frequéncia de formacao de
metdstase nos pulmdes dos ratinhos. Os ratinhos sao, entédo,
mortos e suas bexigas, figados, o©0ssos e pulmbdes séao
analisados com relacdo a presenca de células tumorais
através de andlise por IHC. Esses estudos demonstram uma
eficdcia antitumoral ampla de anticorpos anti-PSCA v.4
sobre o inicio e progressadao de cancro de préstata em
modelos de xenoenxerto em ratinhos. Anticorpos anti-PSCA
v,4 inibem a formagao de tumores, bem como retardam o
desenvolvimento de tumores ja estabelecido e prolongam a
sobrevivéncia de ratinhos tratados. Além disso, mAbs anti-
PSCA v.4 demonstram um efeito inibitério dramdtico sobre a
disseminacao do tumor de préstata local para locais distais
mesmo na presenca de uma grande carga de tumor. Assim, mAbs
anti- PSCA v.4 sao eficazes sobre os principais critérios
de avaliacdo clinicamente relevantes (crescimento do
tumor), prolongando a sobrevivéncia e saude.

Exemplo 16: Utilizagdo Terapéutica e de Diagndstico de

Anticorpos Anti-PSCA em Seres Humanos

Anticorpos monoclonais anti-PSCA sao segura e
eficazmente usados para fins diagndsticos, profilaticos,
progndésticos e/ou terapéuticos em seres humanos. Andlise
por Western blot e imunohistoquimica de tecidos

cancerigenos e xenoenxertos cancerigenos com mAb anti-PSCA
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mostrou forte coloracdo extensiva no carcinoma, mas niveis
significativamente menores ou indetectdveis em tecidos
normais. A detecgdao de PSCA em carcinoma e em doencga
metastdtica demonstra a utilidade do mAb como um indicador
diagndéstico e/ou progndstico. Anticorpos anti-PSCA sdo,
portanto, usados em aplicagdes diagnosticas, tais como
imunohistoquimica de amostras de Dbiopsia de rim para
detectar cancro em pacientes.

Conforme determinado através de citometria de fluxo,
mAb anti- PSCA se ligam especificamente a células de
carcinoma. Assim, anticorpos anti-PSCA sadao usados em
aplicacdes diagnosticas de formacdo de imagem de um corpo
todo, tais como radioimunocintigrafia e radioimunoterapia
(veja-se, por exemplo, Potamianos S. et al., Anticancer Res
20 (2A): 925-948 (2000)) para a deteccao de cancros
localizados e metastdticos que exibem expressdo de PSCA. A
protecgdo ou liberacdo de um dominio extracelular de PSCA
no meio extracelular, tal como aquela observada para
fosfodiesterase B10 alcalina (Meerson, N. R., Hepatology
27: 563-568 (1998)), permite a detecgdo diagnéstica de PSCA
por anticorpos anti-PSCA no soro e/ou amostras de urina de
pacientes.

Anticorpos anti-PSCA que se ligam especificamente ao
PSCA sao usados em aplicacgdes terapéuticas para o
tratamento de <cancros que expressam PSCA. Sao usados
anticorpos anti-PSCA como uma modalidade n&o conjugada e
como forma conjugada em gue o0s anticorpos se ligam a uma ou
diversas modalidades terapéuticas ou de formacdo de imagens
bem conhecidas na técnica, tais como pré-fadrmacos, enzimas
ou radioisdétopos. Em estudos ©pré-clinicos, ensaiam-se
anticorpos anti-PSCA conjugados e nao conjugados com
respeito a eficédcia de prevencdo tumoral e 1inibicdo de
crescimento nos modelos de xenotransplante de cancro de
ratinho SCID, por exemplo, modelos de cancro de rim AGS-K3

e AGS-K6 (veja-se, por exemplo, o Exemplo titulado
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“Inibi¢do mediada por anticorpo monoclonal contra PSCA de
tumores de bexiga e pulmdao in vivo”). Sao usados anticorpos
anti-PSCA conjugados e nao conjugados como uma modalidade
terapéutica em ensaios clinicos humanos em separado ou em
combinacdo com outros tratamentos como € descrito nos
seguintes Exemplos.

Exemplo 17: Ensaio c¢linico Humano: Formacdo de Imagem

Diagndéstica com Anticorpo Anti-PSCA

Um ensaio clinico humano € conduzido referente a
utilizacdao de anticorpos anti-PSCA como um agente de
formacao de imagem diagndéstica. O protocolo é projectado de
uma maneira substancialmente similar aquela descrita na
técnica, tal como em Divgi et al. J. Natl. Cancer Inst. 83:
97-104 (1991). Verificou-se que os anticorpos sao seguros e
eficazes quando usados como uma modalidade diagndstica.

Exemplo 18: Comparagdo de Homologia de PSCA v.4 a

Sequéncias Conhecidas:

O gene da PSCA v.4 codifica uma proteina de 189 aa. A
proteina de PSCA v.4 humana exibe um alto grau de homologia
ao antigénio de células estaminais da prdéstata humana (gi
27482160), exibindo 98 % de identidade a PSCA v.4 a nivel
de proteina (Figura 4). O homdélogo de PSCA v.4 de ratinho
nao foi identificado.

A proteina de PSCA v.4 tem diversas variantes (Figura
11). Essas incluem 8 SNPs e uma variante com divisao,
referida como PSCA v.3. A proteina de PSCA v.3 abrange a
porcao C-terminal da PSCA v.4 e corresponde aos aa 94-189
dessa variante. Andlise por bioinformdtica usando programas
de previsdo de topologia indicam que a PSCA v.4 é uma
proteina soluvel sem dominios transmembranares (Quadro
I11).

Andlise de motivos revelou a presenca de dois motivos
funcionais de proteina na proteina de PSCA v.4 (Quadro
IITI), 4disto €, um motivo de caderina e um dominio de

granulina foram identificados. Caderinas pertencem a uma
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familia de moléculas de adesdo celular calcio-dependentes.
Elas sdo proteinas transmembranares simples contendo
dominios semelhantes a imunoglobulina e estdo envolvidas em
adesdo e rastreio celular (Shan et al., Biophys Chem 1999,
82: 157). Por exemplo, as caderinas medeiam a adesao
celular especifica a tecido de 1linfdécitos a superficie de
células epiteliais. Mostrou-se que as caderinas funcionam
na morfogénese tecidular, adesdo celular, diferenciacao
celular, migracao celular e metdstase de tumor (Yap AS,
Kovacs EM. J Biol Chem 2003, 160: 11; Vestweber D. Curr
Opin Cell Biol 2002, 14: 587; Bloom et al., Mol Biol Cell
1999, 10: 1521; Brodt P. Cancro Met Rev 1991, 10: 23). As
granulinas ou epitelinas s&do factores do <crescimento
originalmente purificados de meios condicionados a célula,
gque mostram intensificar a proliferacadao celular (Xu, S. Q.
et al., J. Biol. Chem. 1998, 273: 20078). As granulinas séo
expressas em niveis elevados em varios cancros, incluindo
gliomas e cancro renal (Liau L et al., Cancer Res. 60:
1353, Donald, C. D et al., Anticancer Res. 21: 3739).

Os motivos encontrados em PSCA v.4 indicam gque o PSCA
v.4 pode participar no crescimento e progressao de tumor
através de regulacdao da proliferacdo celular, adesao
celular, comunicacédo celular, invasdo e metdstase.

Consequentemente, quando o PSCA v.4 funciona como um
regulador do estabelecimento de tumor, crescimento do
tumor, invasdo de tumor, sobrevivéncia ou sinalizacao
celular, o PSCA v.4 ¢é usado para fins terapéuticos,
diagnésticos, progndésticos e/ou preventivos. Além disso,
quando uma molécula, tal como uma variante com divisao ou
PSCA v.4 de SNP & expresso em tecidos cancerigenos, tais
como aqueles listados no Quadro I, eles sao usados para
fins terapéuticos, diagnésticos, progndsticos e/ou
preventivos.

Exemplo 19: Regulacgdo de Transcrigao
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A localizacgdo mitocondrial do PSCA v.4 acoplado a
presenga de dominios de caderina dentro de sua segquéncia
indica que o PSCA v.4 modula a regulacdo transcricional de
genes eucariotas. A regulacao de expressdo do gene é
confirmada, por exemplo, através de estudo da expressao do
gene em células que expressam ou carecendo de PSCA v.4.
Para essa finalidade, dois tipos de experiéncias sao
realizadas.

No primeiro conjunto de experiéncias, ARN de células
originais e expressando PSCA v.4 é extraido e hibridado a
conjuntos de genes comercialmente disponiveis (Clontech)
(Smid-Koopman, E. et al., Br J Cancer 2000. 83: 246).
Células em repouso, bem como células tratadas com FBS,
androgénio ou factores do crescimento sao comparadas. Genes
diferencialmente expressos sao identificados de acordo com
procedimentos conhecidos na técnica. Os genes
diferencialmente expressos sao, entao, mapeados em vias
bioldégicas (Chen, K. et al., Thyroid 2001; 11: 41).

No segundo conjunto de experiéncias, a activacao de
vias transcricionais especificas é avaliada usando
construcdes repbérteres de luciferase comercialmente
disponiveis (Stratagene), incluindo: NFkB-luc, SRE-luc,
ELKl-luc, ARE-luc, p53-luc e CRE-luc. Esses repdrteres
transcricionais contém locais de ligacdo de consenso para
factores de transcricdo conhecidos que repousam a Jjusante
de wvias de transdugdo de sinal bem caracterizadas e
representam uma boa ferramenta para determinar a activacao
de wvias e rastrear moduladores de activacado de vias
positivos e negativos.

Assim, o PSCA v.4 exerce um papel em regulacao
genética e é usado como um alvo para fins diagndsticos,
progndésticos, preventivos e/ou terapéuticos.

Exemplo 20: Identificacdo e Confirmagdo de Vias Potenciais

de Transdugao de Sinal
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Muitas proteinas de mamifero foram relatadas como
interagindo com moléculas de sinalizacdo e participando na
regulacadao de vias de sinalizacdao (J Neurochem. 2001; 76:
217-223) . Moléculas de caderina foram associados a
sinalizacdo de Cdc42 e Rho (Kouklis J Biol Chem. 2003, 278:
16230). Usando técnicas de imunoprecipitacdao e Western
blotting, sdo identificadas proteinas que se associam ao
PSCA v.4 e medeiam eventos de sinalizacdo. Véarias vias
conhecidas por exercer um papel na biologia do cancro podem
ser reguladas pelo PSCA v.4, incluindo vias de fosfolipido,
tais como PI3K, AKT, etc., vias de adesdo e migragao,
incluindo FAK, Rho, Rac-1, catenina, etc., bem como
cascatas mitogénicas/de sobrevivéncia, tais como ERK, p38,
etc, (Growth Cellular Differ. 2000, 11: 279; J Biol Chem.
1999, 274: 801; Oncogene. 2000, 19: 3003, J. Cell Biol.
1997, 138: 913). De forma a determinar se a expressdo de
PSCA v.4 é suficiente para regular vias de sinalizacao
especificas ndo de outro modo activas em células
cancerigenas em repouso, o efeito da PSCA v.4 sobre a
activacdo da cascata de sinalizacgdo ¢é investigada nas
linhas de células cancerigenas PA-1, Panei e Daudi. Células
cancerigenas expressando estavelmente PSCA v.4 ou neo sao
estimuladas com factor do crescimento, FBS ou outras
moléculas de activacado. Lisados de células inteiras séo
analisados através de Western blotting.

Para confirmar que o PSCA v.4 activa, directa ou
indirectamente, vias de transducdo de sinal conhecidas" em
células, ensaios baseados no repdrter transcricional
luciferase (luc) sado realizados em células que expressam
genes individuais. Esses repérteres transcricionais contém
locais de ligacao de consenso para factores de transcricao
conhecidos que repousam a Jjusante de vias de transducédo de
sinal bem caracterizadas. Os repdérteres e exemplos desses
factores de transcrigcdao associados, vias de transducgao de

sinal e estimulos de activacdo sao listados abaixo.
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1. NFkB-1luc, NFkB/Rel; Ik-cinase/SAPK;

desenvolvimento/apoptose/estrese

2. SRE-1uc, SRF/TCF/ELK1; MAPK/SAPK;

desenvolvimento/diferenciacéao

3. AP-1-1luc, FOS/JUN; MAPK/SAPK/PKC;

desenvolvimento/apoptose/estrese

4. ARE-luc, receptor de androgénio; esterdéides/MAPK;

desen volvimento/diferenciacao/apoptose

5. pb3-1luc, P53; SAPK;

desenvolvimento/diferenciacao/apoptose

6. CRE-1luc, CREB/ATF2; PKA/p38;

desenvolvimento/apoptose/estrese

7. TCF-luc, TCF/Lef; -catenina, adesdo/invasao

Efeitos mediados por gene podem ser ensaiados em
células mostrando expressao de ARNm. Plasmideos repdrteres
de luciferase podem ser introduzidos através de transfeccgao
mediada por lipido (TFX-50, Promega). A actividade de
luciferase, um indicador de actividade transcricional
relativa, € medida através de incubacdo de extractos de
células com substrato de luciferina e a luminescéncia da
reacgcao € monitorada num lumindmetro.

Vias de sinalizacdao activadas pelo PSCA v.4 sao
mapeadas e usadas para a identificacao e validacado de alvos
terapéuticos. Quando o PSCA v.4 estd envolvido em
sinalizacdo celular, ele ¢é wusado como alvo para fins
diagnésticos, progndstico, preventivos e/ou terapéuticos.

Exemplo 21: Envolvimento em Progressdo de tumor

Baseado no papel de motivos de granulina e caderina no
desenvolvimento celular, adesdao e interaccgdes de proteina,
o gene PSCA v.4 pode contribuir para o desenvolvimento,
adesdo, invasdo e transformacdo de células cancerigenas. O
papel da PSCA v.4 em crescimento do tumor é confirmado numa
variedade de linhas de células primarias e transfectadas,
incluindo linhas de células de prdstata, bem como células

NIH 3T3 manipuladas para expressar estavelmente o PSCA v.4.
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Células originais gque carecem de PSCA v.4 e células que
expressam PSCA v.4 sao avaliadas com relacgao ao
desenvolvimento celular usando um ensaio de proliferacao
bem documentado (Fraser SP, Grimes JA, Djamgoz MB.,
Prostate 2000; 44: 61, Johnson DE, Ochieng J, Evans SL.,
Anticancer Drugs 1996, 7: 288).

Para confirmar o papel do PSCA v.4 no processo de
transformagao, seu efeito em ensaios de formagcao de coldnia
¢ 1investigado. Células NIH-3T3 originais que carecem de
PSCA v.4 sao comparadas a células NIH- 3T3 expressando PSCA
v.4, usando um ensaio de Adgar macio sob condigdes
restringentes e mais permissivas (Song Z. et al., Cancer
Res. 2000; 60: 6730).

Para confirmar o papel da PSCA v.4 em invasao e
metdstase de células cancerigenas, um ensaio bem
estabelecido € wusado, por exemplo, um ensaio Transwell
Insert System (Becton Dickinson) (Cancer Res. 1999; 59:
6010). Células de controlo, incluindo linhas de células de
préstata, ©paéncreas e rim carecendo de PSCA v.4 sé&o
comparadas a células que expressam PSCA v.4. As células sao
carregadas com O corante fluorescente, calceina, e
colocadas em cavidade superior do inserto transcavidade
revestido com um andlogo de membrana de base. A invasdo é
determinada pela fluorescéncia de células na cémara
inferior com relacdo a fluorescéncia da populacgdo de
células toda.

O PSCA v.4 também pode exercer um papel no ciclo e
apoptose celular. Células originais e células gque expressam
PSCA v.4 sao comparadas com relagdao a diferencas na
regulacdao do ciclo celular usando um ensaio BrdU bem
estabelecido (Abdel-Malek ZA. J Cell Physiol. 1988, 136:
247). Em resumo, células desenvolvidas sob condigdes
6ptimas (muito soro) e limitativas (pouco soro) sao
marcadas com BrdU e coradas com Ab anti-BrdU e iodeto de

propidio. As células sédo analisadas com relagdo a entrada
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nas fases Gl, S e G2M do ciclo celular. Alternativamente, o
efeito do estrese sobre a apoptose é avaliado em células
originais de controlo e células que expressam PSCA v.4,
incluindo células de tumor de préstata e normais. Células
manipuladas e originais sdo tratadas com varios agentes
quimioterapéuticos, tais como etoposido, taxol, etc. e
inibidores de sintese de proteina, tal como cicloheximida.
As células sao coradas com V-FITC anexina e a morte celular
¢ medida através de andlise por FACS. A modulacdao de morte
celular pelo PSCA v.4 pode exercer um papel critico na
regulacao da progressao de tumor e carga do tumor.

Quando o PSCA v.4 exerce um papel no desenvolvimento,
transformacdao, invasdao ou apoptose celular, ele é usado
como um alvo para fins diagndsticos, progndsticos,
preventivos e/ou terapéuticos.

Exemplo 22: Envolvimento em Angiogénese

A angiogénese ou formagdo de novos vasos sanguineos
capilares €& necessaria para o crescimento do tumor (Hanahan
D, Folkman J. Cell 1996, 86: 353; Folkman J. Endocrinology,
1998 139: 441). Varios ensaios foram desenvolvidos para
medir a angiogénese in vitro e 1in vivo, tais como o0s
ensaios de cultura tecidular de formacado de tubo de células
endoteliais e proliferagdo de células endoteliais. Usando
esses ensaios, bem como neo- vascularizacao in vitro, o
papel do PSCA v.4 em intensificagdao ou i1nibicgédo de
angiogénese é confirmado.

Por exemplo, células endoteliais manipuladas para
expressar PSCA v.4 sao avaliadas usando ensaios de formacao
e proliferagdo em tubo. O efeito da PSCA v.4 é também
confirmado em modelos com animais em vivo. Por exemplo,
células gue expressam ou carecendo de PSCA v.4 sao
implantadas subcutaneamente em ratinhos imunocomprometidos.
A migracdo e angiogénese de células endoteliais séao
avaliadas 5-15 dias depois usando técnicas de

.

imunohistoquimica. O PSCA v.4 afecta a angiogénese e &
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usado como um alvo para fins diagndsticos, progndsticos,
preventivos e/ou terapéuticos.

Exemplo 23: Envolvimento em Interacg¢gdes Proteina-Proteina

Mostrou-se que motivos de caderina medeiam a
interacgao com outras ©proteinas. Usando técnicas de
imunoprecipitacédo, bem como sistemas com dois hibridos de
levedura, sao identificadas proteinas que associam com O
PSCA v.4. Imunoprecipitados de células que expressam PSCA
v.4 e células carecendo de PSCA v.4 sao comparadas com
relacdo a associacdes proteina-proteina especificas.

Estudos sao realizados para confirmar a extensao da
associacdo de PSCA v.4 com moléculas efectoras, tais como
proteinas nucleares, factores de transcricdo, cinases,
fosfatos, etc. Estudos comparando células pPsCaA v.4
positivas e PSCA v.4 negativas, bem como estudos comparando
células nado estimuladas/em repouso e células tratadas com
activadores de células epiteliais, tais como citocinas,
factores do crescimento, androgénios e anti-integrina Ab
revelam interacc¢des unicas.

Além disso, interaccgdes proteina-proteina sao
confirmadas usando metodologia com dois hibridos de
levedura (Curr Opin Chem Biol. 1999, 3: 64). Um vector
trazendo uma biblioteca de proteinas fusionadas ao dominio
de activacao de um factor de transcricdo é introduzido em
levedura expressando uma proteina de fusdao de ADN de PSCA
v.4-dominio de ligagdo e uma estrutura repdrter. A
interacgao proteina-proteina ¢é detectada pela actividade
colorimétrica do repdérter. A associacdo especifica com
moléculas efectoras e factores de transcrigao orienta
aqueles habilitados gquanto ao modo de accgado da PSCA v.4 e,
assim, identifica alvos terapéuticos, prognésticos,
preventivos e/ou diagndésticos para cancro. Esse e ensaios
similares sdao também usados para identificar e seleccionar

moléculas pequenas que interagem com o PSCA v.4.
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Assim, descobriu-se que o PSCA v.4 se associa a
proteinas e moléculas pequenas. Consequentemente, o PSCA
v.4 e essas proteinas e moléculas pequenas sao usadas para
fins diagnésticos, progndsticos, preventivos e/ou
terapéuticos.

Exemplo 24: Envolvimento de PSCA v.4 em comunicagdo célula-

célula

A comunicacado célula-célula € essencial na manutencao
de integridade de o&érgaos e homeostase, ambos o0s quais se
tornam desregulados durante formacao e progressao de tumor.
Baseado na presenca de um motivo de caderina em PSCA v.4,
um motivo conhecido por estar envolvido em interaccéo
celular e adesao célula-célula, o PSCA v.4 pode regular
comunicacdo celular. Comunicag¢des intercelulares podem ser
medidas usando dois tipos de ensaios (J. Biol. Chem. 2000,
275: 25207). No primeiro ensaio, células carregadas com um
corante fluorescente sao incubadas na presenca de células
recipientes nao marcadas e as populacgdes de células sao
examinadas sob um microscdépio fluorescente. Esse ensaio
qualitativo mede a troca de corante entre células
adjacentes. No segundo sistema de ensaio, populacdes de
células doadoras e recipientes sdo tratadas conforme acima
e medicdes quantitativas da populacgao de células
recipientes sdo realizadas através de andlise por FACS.
Usando esses dois sistemas de ensaio, células que expressam
PSCA v.4 sao comparadas a controlos que nao expressam PSCA
v.4 e descobriu-se que o PSCA v.4 intensifica as
comunicacgdes celulares. Moléculas pequenas e/ou anticorpos
que modulam a comunicacgdo célula-célula mediada por PSCA
v.4 sao usadas como produtos terapéuticos para cancros que
expressam PSCA v.4. Quando o PSCA v.4 funciona em
comunicacgao célula-célula e transporte de moléculas
pequenas, ele €& usado como um alvo ou marcador para fins

diagnésticos, progndsticos, preventivos e/ou terapéuticos.
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Ao longo do presente pedido, varios conteudos de dados
de website, publicacbes, pedidos de patente e patentes sao
mencionados. (Websites sado mencionados por seu endereco de
Uniform Resource Locator, ou URL, na World Wide Web). Além
disso, o presente pedido refere-se ao N° de Série U.S.
09/359.326, depositado em 20 de Julho de 1999; N° de Série
U.S. 09/308.503, depositado em 25 de Maio de 1999; N° de
Série U.S. 09/251.835, depositado em 17 de Fevereiro de
1999; N° de Série U.S. 09/203.939, depositado em 2 de
Dezembro de 1998; N° de Série U.S. 09/038.261, depositado
em 10 de Marco de 1998; N° de Série U.S. 08/814,279,
depositado em 10 de Marco de 1997; N° de Série U.S.
60/071.141 depositado em 12 de Janeiro de 1998; N° de Série
U.S. 60/ 074.675, depositado em 13 de Fevereiro de 1998;
U.S. N° de Série 60/124.658, depositado em 16 de Marco
1999; N° de Série U.S. 60/120.536 depositado em 17 de
Fevereiro de 1999; e 60/113.230 depositado em 21 de
Dezembro de 1998.

QUADROS:

QUADRO I: Tecidos que Expressam PSCA:
a. Tecido Malignos

Préstata
Péncreas
Bexiga
Rim
Célon
Pulmao
Ovario
Mama

b. Tecidos Normais

Quadro II: Abreviaturas de Aminodcidos
UMA LETRA TRES INOME COMPLETO

Iy Phe fenilalanina
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UMA LETRA |TRES NOME COMPLETO
L Leu leucina
S Ser serina
E Tyr tirosina
C Cvs cisteina
W Trp triptofano
P Pro prolina
H His histidina
0 Gln glutamina
R Arg arginina
I Ile isoleucina
M Met metionina
T Thr treonina
N Asn Asparagina
K LysS lisina
vV Val valina
A Ala alanina
D Asp dacido aspéartico
E Glu dcido glutédmico
G Gly Glicina
Quadro III: Caracteristicas da Proteinas de PSCA v. 420
Programa
PSCA v.4 o o URL Resultado
Bioinformatico
ORF ORF finder 570 pb
Comprimento da
Proteina 189 aa
Regiéo http://www.ch.en
Transmembranar M Pred bnet,org/ sem TH
http://www.enzim
HMMT op Lhu/ sem TM
hmmtop/
http://www. genom
Sosui e soluvel
SOSui/
htop://www.cbhs.d
TMHMM sem TM

; .
tu, ik /
L R /
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Programa
PSCA v.4

Bioinformatico

Péptido Sinal Signal P

pI pI/MW tool

Peso molecular pI/MW tool

Localizacao PSORT

URL Resultado

services/TMHMM

http://www.chs.d

. AL 7
tu.dk/
Lo e d i/

. . ninguno

services/SignalP
/
http://www.expasg

o ) pI 8,87
v.ch/tcools/
htip://www.expasg

‘ 20,3 kDa

v.ohi/tools/

http://psort.nill

t.ac.ip/

90 % mitocdndria

http://psort.nib . R .
PSORT II 78 % mitocdndria
gange
Motivos Pfam r.ac.uk/ sem motivo
Pfam/
http: . o -
. ’ identificagao de
Prints //wvea L iochem, ug .
. caderina
l.ac,uk/
http://www.lblock .
Blocks B - Granulina
s.fhere.,org/
Programa
PSCAv.1 o o URL Resultado
Bioinformatico
ORF ORF finder 372 pb
Comprimento da
) 123 aa
Proteina
Regiéo http://www.ch.em
™ Pred I TM, aa 99-118
Transmembrana bnet,oryg/
hiotps//fwww.ensi
HMMTop m.fa/ ITM, aa 103-121
hmmtop/
. hitp://www.genom proteina de
Sosul

ae.ad. o/ membrana aa 100-122
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PSCA v.4

Péptido Sinal

j<hi

Peso Molecular

Localizacao

Motivos

Programa

Bioinformatico

TMHMM

Signal P

pPI/MW tool

pI/MW tool

PSORT

PSORT 1IT

Pfam

Prints

Blocks

URL Resultado
SOSui/
http://www.chs.d
tu.dk/ sem TM
services/TMHMM
http://www.chs.d
______ LAk .
. . sim, aa 1-15

services/SignalP
/
hitp: //www, expas

o , pI 5,01
v.ch/tools/
htop://www.expas

T T 12,9 kDa
v.ch/toeols/
httpe://psort.nib
b.ac.jp/ 91  sMembrana
plasma

. o . membrana
http://pscrt.nilb o

T plasmatica, 34 %
b.ac.jp/ 34 %
extracelular

htip://www.sange
r.ac.uk/ uPAR, Ly-6

Pfam/

http:

//www . iochen.uc sem motivo
l.ac.uk/

Quadro IV: Limites dos exdes de PSCA v.l transcrito

Numero del | .
B Inicio [Fim Comprimento
Exao
1 10 69 60
2 70 177 108
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NUumero de
~ Inicio [Fim Comprimento
Exao
3 178 985 808
Quadro V(a). Sequéncia de nucleétidos de variante de
transcrito de PSCA v.2 (SEQ ID NO: 1)

tttgaggcca tataaagtca cctgaggccce tctccaccac agcccaccag tgaccatgaa 60
ggctgtgetg cttgcocctgt tgatggcagg cttggccctg cagecaggea ctgecectget 120
gtgctactce tgcaaagccc aggtgagcaa cgaggactgc ctgcaggtgg agaactgcac 180
ccagctgggg gagcagtgct ggaccgcegeg catccgegea gttggectce tgaccgtcat 240
cagcaaaggc tgcagcttga actgcgtgga tgactcacag gactactacg tgggcaagaa 300
gaacatcacg tgctgtgaca ccgacttgty caacgccage ggggeccatg ccctgcagee 360
ggctgccgee atccttgege tgeteccetge acteggectg ctgctetggg gacceggecca 420
gctatagget ctggggggece ccgctgcage ccacactggg tgtggtgcce caggectctg 480
tgccactect cacacacceg gecccagtggg agectgtect ggttcectgag gcacatccta 540
acgcaagtct gaccatgtat gtctgecgecc ctgtccceca ccctgaccet cceccatggece 600
tectecaggac teccacccgg cagatcggcet ctattgacac agatccegect geagatggee 660
cctccaacce tcectectgetge tgtttccatyg gecccagecatt ctecacccett aaccctgtge 720
tcaggcacct cttccceoccag gaagccttec ctgceccacce catctatgac ttgagccagg 780
tctggtcegt ggtgteccee gecacccagea ggggacaggce actcaggagg gcccggtaaa 840
ggctgagatg aagtggactg agtagaactg gaggacagga gtcgacgtga gttcctggga 200
gtctecagag atggggectg gaggcocctgga ggaaggggcoc aggcctcaca ttegtgggge 960
tcecctgaatg gecagcctcag cacagegtag geccttaata aacacctgtt ggataagcecca 1020
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PSCA v.2 (SEQ ID NO: 2) e PSCA v.1l (SEQ ID NO: 3)

16

66
28
116
78
166

128

316

278

366

328

agtcacctgaggccctctccaccacagcccaccagtgaccatgaaggcetg
Y NN LEEErrrerrirribn
aggga---gagg---—-—--—------——------ cagtgaccatgaaggctg

tgctgcttgececctgttgatggcaggettggececctgcageccaggcactgec
(R R RN AR R R R R AR AR RN AR RN
tgctgcttgeccctgttgatggcaggecttggececctgecageccaggecactgee

ctgctgtgctactcctgcaaagcccaggtgagcaacgaggactgectgea
frrrerrrrrerrrrrerrrrerrrr e e e ey
ctgctgtgctactcctgcaaagecccaggtgagcaacgaggactgectgea

ggtggagaactgcacccagctgggggagcagtgctggaccgcgecgcatcce
PETEEEEr e e et e e rer e rveerierirrnend
ggtggagaactgcacccagctgggggagcagtgctggaccgcgegcecatcce

gcgcagttggcctcecctgaccgtcatcagcaaaggctgcagettgaactge
PR Ere e e r b et et e e et r et e b
gcgcagttggcecctecctgaccgtcatcagcaaaggctgcagettgaactge

atagatagactcacaagaactactacat
- =4 =4 =29 -

CEErrreeereerrrre et

tgacaccgacttgtgcaacgccagcggggcccatgecctgcagecggetg
PEERERETER R e e rre et errrerererreennnd
tgacaccgacttgtgcaacgccagcggggcccatgcecctgcagecggcetyg

ccgccatcecttgegetgectecectgecacteggectgetgectctggggaccece

PEREEEETEEr T re e e errreeeerrreerrr ey
ccgccatccttgegetgectecectgecacteggectgetgetectggggaccee

Alinhamento de sequéncia de nucledétidos de

65

27

115

77

165

127

215

177

265

327

415

3717



416

378

466

428

515

478

565

528

612

578

662

628

712

678

762

728

812

778

862

828

912

878

962

928

1012

9717
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ggccagctataggctctggggggccccgetgcagecccacactgggtgtgg
crerreerererrrerrrrrrrrrerrrerrrerrrrrrrer e
ggccagctataggctctggggggcecccgectgcageccacactgggtgtgg

tgccccaggectctgtgceccactecctcaca-caccecggecccagtgggagcece
PEREREETErr et e et bt by
tgccccaggectttgtgcecactcecectcacagaacctggeccagtgggagece

tgtcctggttcctgaggcacatcctaacgcaagtctgaccatgtatgtct

PP err e rerrererrrrrrrrerretta i rrrerrrrettal
tgtcctggttcectgaggcacatcctaacgcaagtttgaccatgtatgttt

gcgcecccctgtccececc—-—-accctgaccceteccat-ggecctcteccaggact

N N R N N RN R R R RN
gcaccccttttecceccnaaccctgaccttecccatgggecttttccaggatt

cccacccggcagatcggctctattgacacagatccgectgcagatggecc
Preerrrrrrrreeta bbbttt et et brrrnd
cccacccggcagatcagttttagtgacacagatccgectgcagatggcecce

ctccaaccctctctgctgectgtttccatggecccagcattctccacectta
R N e R N N R R N R R A N
ctccaaccctttctgttgctgtttccatggcccagecattttccaccectta

accctgtgctcaggcacctcttccececcaggaagectteccctgeccacccce
R NN R R RN N AN R R N RN R RN
accctgtgttcaggcacttcttcecceccaggaagecttecctgeeccacccece

atctatgacttgagccaggtctggtcecgtggtgteccececcgcaccecageag
R R R e R R AR RN AR R R R NN
atttatgaattgagccaggtttggtccgtggtgtcececcecgcacccageag

gggacaggcactcaggagggcccggtaaaggctgagatgaagtggactga
trirrerreearrrberrert e rererereryrr e rrirerel
gggacaggcaatcaggagggcccagtaaaggctgagatgaagtggactga

gtagaactggaggacaggagtcgacgtgagttcctgggagtctccagaga
Fratrrerteirrerrarb et bbbt et renrtentd
gtagaactggaggacaagagttgacgtgagttcctgggagtttccagaga

tggggcctggaggcctggaggaaggggccaggectcacattegtgggget
Perrreererrerrerrerrerrrrrerrreeterrtrb e rernn
tggggcctggaggcctggaggaaggggccaggcectcacatttgtgggget

ccctgaatggcagcctcagcacagcgtaggcccttaataaacacctgttg

PrE o rererrerertrarrrrrrrrre ey rrrrrrr e rrrrerrtr
ccc-gaatggcagcctgagcacagcgtaggcccttaataaacacctgttg

gataagcca 1020

EEEEEREN
gataagcca 985

465
427
514
477
564
527
611
577
661
627
711
677
761
727
811
7717
861
827
911
8717
961
927
1011

976
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Quadro VII(a). Sequéncias peptidicas de proteina codificada

por PSCA v.2 (SEQ ID NO:

MKAVLLALLM AGLALQPGTA LLCYSCKAQV SNEDCLQVEN CTQLGEQCWT ARIRAVGLLT
VISKGCSLNC VDDSQDYYVG KKNITCCDTD LCNASGAHAL QPAAAILALL PALGLLLWGP

GQL

4)

60
120

Quadro VIII(a). Alinhamento de sequéncia de aminodcidos de
PSCA v.2 (SEQ ID NO: 5) e PSCA v.l1 (SEQ ID NO: 6)

v.2 1
v.1l 1
v.2 51
v.1l 51
v.2 101
v.l 101
Quadro V

MKAVLLALLMAGLALQPGTALLCYSCKAQVSNEDCLQVENCTQLGEQCWT

AR N NN RN RN R RN RN R AR R RRE Y
MKAVLLALLMAGLALQPGTALLCYSCKAQVSNEDCLQVENCTQLGEQCWT

ARIRAVGLLTVISKGCSLNCVDDSQDYYVGKKNITCCDTDLCNASGAHAL

PEVCREREEE R e e e e e e e e el
ARIRAVGLLTVISKGCSLNCVDDSQDYYVGKKNITCCDTDLCNASGAHAL

QPAAAILALLPALGLLLWGPGQL

123

QPAAAILALLPALGLLLWGPGQL

(b).

Sequéncia

de

123

nucleétidos

transcrito de PSCA v.3 (SEQ ID NO: 7)

tttgaggcca
ggctgtgctg
gtgctactcc
agcttgaact
tgtgacaccg
ggggggceccc
cacacccggce
ccatgtatgt
ccacccggca
tctgctgetg
tccceccagga
tgtcceccge
gtggactgag
ggggcctgga
agcctcagcea

Quadro VI(b).

tataaagtca
cttgccctgt
tgcaaagccc
gcgtggatga
acttgtgcac
gctgcagccc
ccagtgggag
ctgcgcccct
gatcggctct
tttccatggce
agccttccct
acccagcagg
tagaactgga

ggcctggagg
cagcgtaggce

cctgaggccec
tgatggcagg
aggcgcagtt
ctcacaggac
tcggcectget
acactgggtg
cctgtcctgg
gtcccccacc
attgacacag
ccagcattct
gcccaccccea
ggacaggcac
ggacaggagt
aaggggcecag
ccttaataaa

tctccaccac
cttggccctg
ggcctectga
tactacgtgg
gctctgggga
tggtgcccca
ttcctgaggce
ctgaccctcce
atccgecetge
ccacccttaa
tctatgactt
tcaggagggc
cgacgtgagt
gcctcacatt
cacctgttgg

de

agcccaccag
cagccaggca
ccgtcatcag
gcaagaagaa
cccggceccagce
ggcctctgtg
acatcctaac
catggccctce
agatggcccc
ccctgtgcectce
gagccaggtc
ccggtaaagg
tcctgggagt

cgtggggctc
ataagcca

variante

tgaccatgaa
ctgccctgcet
caaaggctgc
catcacgtgc
tataggctct
ccactcctca
gcaagtctga
tccaggactc
tccaacccte
aggcacctct
tggtccgtgg
ctgagatgaa
ctccagagat
cctgaatggc

PSCA v.2 (SEQ ID NO: 8) e PSCA v.3 (SEQ ID NO: 9)

50

50

100

100

de

60
120
180
240
300

. 360
420
480
540
600
660
720
780
840
888

Alinhamento de sequéncia de nucledétidos de



51

51

101

101

124

tttgaggccatataaagtcacctgaggccctctccaccacagcccaccag

PEETEERERRE et et e et
tttgaggccatataaagtcacctgaggccctctccaccacagecccaccag

tgaccatgaaggctgtgctgcttgcecctgttgatggcaggecttggecctg
PEETRErrrer e e et eerrrrrrrrrrerererrerend
tgaccatgaaggctgtgctgcttgccctgttgatggcaggecttggecctg

cagccaggcactgccctgetgtgctactecctgcaaageccaggtgagcaa
PEELETEEEE T b e b et e e rrrertnl
cagccaggcactgccctgctgtgctactecctgcaaagecccag-—-——---~

50

50

100

100

150

142



151
143
201
143
251
178
301
228

351

401
269
451
319
501
369
551
419
601
469
651
519
701
569
751
619
801

669

125

cgaggactgcctgcaggtggagaactgcacccagctgggggagcagtget

ggaccgcgcgcatccgecgecagttggectcctgaccgtcatcagcaaaggce
PrERErereererrerrreerrrrerrerry el
——————————————— gcgcagttggecctcctgaccgtcatcagcaaagge

tgcagcttgaactgcgtggatgactcacaggactactacgtgggcaagaa
N R RN R R R R R R AR A R RN RN AN
tgcagcttgaactgcgtggatgactcacaggactactacgtgggcaagaa

gaacatcacgtgctgtgacaccgacttgtgcaacgccagecggggeccatg
prrerrrrerrrrrerrrrrerr e
gaacatcacgtgctgtgacaccgacttg----——-——--—------—--———

ccctgcageccggctgeccgecatecttgegetgetecctgcacteggectyg
AREEREERRA RN

) ST e tgcactcggcctg

ctgctctggggaccecggeccagcectataggctctggggggeccegetgeage
FEEEEr e r e et b et e et
ctgctctggggacccggccagetataggetetggggggecccgetgeagce

ccacactgggtgtggtgccccaggecctetgtgecactectcacacacccg
Perrreeererrrrrerirrereierrerrrrrrieerrrerrrrrr
ccacactgggtgtggtgccccaggectetgtgeccactcctcacacacccg

gcccagtgggagcctgtectggttcectgaggcacatcctaacgcaagtcet
Preeeerrerrrrrere ey e et rer e e e errrrrerrrrrrrerd
gcccagtgggagectgtectggttecctgaggecacatcctaacgcaagtcet

gaccatgtatgtctgcgecccctgtceccecccaccctgaccctececatggecce
RN RN R N R R R R RN R R RRRRE R AR
gaccatgtatgtctgcgcccctgtecceccaccectgaccetecccatggecce

tctccaggactcccaccecggcagatcggctctattgacacagatecgect

PEEREEET ettt bt r et e e ennt
tctccaggactcccacccggcagatcggetctattgacacagatccgect

gcagatggcccctccaaccctcetctgetgetgttteccatggeccageatt

Prrrrrtrrerrererreer e reerrrrerereret el
gcagatggcccctecaaccctctetgetgetgttteccatggeccageatt

ctccacccttaaccctgtgetcaggecacctetteccecccaggaagecttec

FOTEREEET TR EE R e e v e bbb e ee et
ctccacccttaaccctgtgetcaggcacctcttcccccaggaagecttcee

ctgcccaccccatctatgacttgagecaggtctggtecgtggtgteecee
FEERERTRERY e eeterer e rererrerrereirrrred
ctgcccaccccatctatgacttgageccaggtectggtecgtggtgteccec

gcacccagcaggggacaggcactcaggagggcccggtaaaggctgagatg
CEEEREEEErrerr e rre e e bbbyt
gcacccagcaggggacaggcactcaggagggcccggtaaaggctgagatg

200
142
250
177
300
227
350
255

400

[\N]
()]
[¢ ]

318

500

368

550

418

600

468

650

518

700

568

750

618

800

668

850

718
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v.2 851 aagtggactgagtagaactggaggacaggagtcgacgtgagttcctggga 900
NN NN R R AR N A R AR RN A RN R AR
v.3 719 aagtggactgagtagaactggaggacaggagtcgacgtgagttcctggga 768

v.2 901 gtctccagagatggggcctggaggcctggaggaaggggccaggcctcaca 950
PEETTEEE et bR e et e e et r e el
v.3 769 gtctccagagatggggcctggaggectggaggaaggggccaggectcaca 818

v.2 951 ttcgtggggctccctgaatggcagecctcagcacagecgtaggecccttaata 1000
PEEETTEE ettt e e e b e e e e e e r e el
v.3 819 ttcgtggggctccctgaatggcagcctcagcacagecgtaggcccttaata 868

v.2 1001 aacacctgttggataagcca 1020
R RN RRR RN RN
v.3 869 aacacctgttggataagcca 888

Quadro VII (b). Sequéncias peptidicas de proteina codificada

por PSCA v.3 (SEQ ID NO: 10)

MYVCAPVPHP DPPMALSRTP TRQIGSIDTD PPADGPSNPL CCCFHGPAFS TLNPVLRHLF 60
POQEAFPAHPI YDLSQVWSVV SPAPSRGQAL RRAR 94

Quadro VIII(b). Alinhamento de sequéncias de aminoacidos
PSCA v.2 e PSCA v.3.
SEM HOMOLOGIA SIGNIFICATIVA

Quadro V(c). Sequéncia de nucledétidos da variante de

transcrito de PSCA v.4 (SEQ ID NO: 11)



gacagtgaac
cccagggttt
agggcagtgc
acttagctgg
tttgaactgg
gcaacgagga
cgcgcatccg
tggatgactc
tgtgcaacgce
ctgcactcgg
cagcccacac
tgggagccetyg
gcccectgtcece
ggctctattg
catggcccag
ttcecectgece
agcaggggac
actggaggac
tggaggaagg
gtaggccctt

cctgcgcectga
cgtgccgatc
tgccttecegg
ggtccaatcc
gtgcgactta
ctgcctgcag
cgcagttggce
acaggactac
cagcggggcece
cctgectgcte
tgggtgtggt
tcctggttce
cccaccctga
acacagatcc
cattctccac
accccatcta
aggcactcag
aggagtcgac
ggccaggcct
aataaacacc

aggcgttggg
agcccaggac
tcaccaggac
atacccaatt
agcactgccc
gtggagaact
ctcectgacceg
tacgtgggca
catgccctge
tggggacccg
gccccaggcece
tgaggcacat
ccctcecccatg
gcctgecagat
ccttaaccct
tgacttgagc
gagggcccgg
gtgagttcct
cacattcgtg
tgttggataa

127

gctcctgecag
ggtcttcccg
cagtgctcag
tagatgattc
tgctgtgcta
gcacccagct
tcatcagcaa
agaagaacat
agccggctgce
gccagctata
tctgtgccac
cctaacgcaa
gccctctcecca
ggccceccteca
gtgctcaggc
caggtctggt
taaaggctga
gggagtctcc
gggctccctg
gcca

ttctggggca
gtgcagtttc
cccgectget
agacgatggyg
ctcctgecaaa
gggggagcag
aggctgcagce
cacgtgctgt
cgccatcecctt
ggctctgggg
tcctcacaca
gtctgaccat
ggactcccac
accctctcectg
acctcttccc
ccgtggtgtce
gatgaagtgg
agagatgggg
aatggcagcc

gccacaggcg
tgatgcgggg
tgaccccett
atttgaaact
gcccaggtga
tgctggaccg
ttgaactgcg
gacaccgact
gcgctgctce
ggccccgcetg
ccecggeccag
gtatgtctgce
ccggcagatc
ctgectgtttce
ccaggaagcc
ccecegeaccce
actgagtaga
cctggaggcc
tcagcacagc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1174
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Quadro VI(c). Alinhamento de sequéncias de nucleétidos de
PSCA v.2 (SEQ ID NO: 12) e PSCA v.4 (SEQ ID NO: 13)



42

40

76

62

124

92

170

101

220

116

270

166

320

216

370

266

420

316

470

366

520

416

570

466

620

129

tttgaggccatataaagtcacctgaggccctetccacca--——————-—-
loblattl (NI Prrr.d N
tctggggc------- agccac—-—--aggcgc-—----- ccagggtttcgtgc

----cagccca----—-—--—--—-- ccagtgacca-----—------- tgaag
(RERNR R et I A1
cgatcagcccaggacggtcttcccggtg-—-cagtttctgatgcggggagg

gctgtgctg-cttgccctgt—-——-=-=====-- tgatggcag--—----- gc
T I I I T T I T A I B [ R Il
gcagtgctgecctt--ccggtcaccaggaccagtgct--cagcccgectge

ttggece—————————m e tg

[rraril l.
ttgacccccttacttagctggggtccaatccatacccaatttagatgatt

CAgCCmmm s e e e aggcactgcc
(111 Lol
cagacgatgggatttgaaacttttgaactgggtgcgacttaagcactgcc

ctgctgtgctactcctgcaaagecccaggtgagcaacgaggactgecctgea
R R AR R RN R R R AR R R R RN N R
ctgctgtgctactcctgcaaagcccaggtgagcaacgaggactgectgea

ggtggagaactgcacccagctgggggagcagtgctggacecgecgcgcatcc
FETRErerrrrerrrreer et errertrerrrerrerrrirrernl
ggtggagaactgcacccagctgggggagcagtgctggaccgcgcgecatcc

gcgcagttggcctcctgaccgtcatcagcaaaggetgcagettgaactge

RN R AR R N RN AR N R RN R R R RN RN
gcgcagttggcctcctgaccgtcatcagcaaaggctgcagecttgaactge

gtggatgactcacaggactactacgtgggcaagaagaacatcacgtgctg
PEETERELEr et r et bt r e

gtggatgactcacaggactactacgtgggcaagaagaacatcacgtgctg

tgacaccgacttgtgcaacgccagcggggcccatgecctgecagecggetg
CELTEEEE et e et e e et e el
tgacaccgacttgtgcaacgccagcggggcccatgeccctgcageecggcetg

ccgccateccttgegetgctecectgecacteggectgetgectctggggacce
PEVETERErE e eyt e e et e b e et b et ety
ccgccatccttgecgetgetccctgecactecggectgetgectectggggaccee

ggccagctataggctctggggggccccgectgcagecccacactgggtgtgg
PECTEREER R r et e e e e e r e b et e el
ggccagctataggctctggggggcccecgetgcageccacactgggtgtgg

tgccccaggcectctgtgceccactectcacacaccecggeccagtgggagect

PEEER TR et e et rer v et e et ererd
tgccccaggecctctgtgceccactcectcacacaccecggeccagtgggagect

39

75

61
123

91
169
100
219
115
269
165
319
215
369
265
419
315
469
365
519
415
569
465
619
515

669



v.2 516
v.4 670
v.2 566
v.4 720
v.2 616
v.4 770
v.2 666
v.4 820
v.2 716
v.4 870
v.2 766
v.4 920
v.2 816
v.4 970
v.2 866
v.4 1020
v.2 916
v.4 1070
v.2 966
v.4 1120
v.2 1016

v.4 1170

VII(a) .
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gtcctggttcctgaggcacatcctaacgcaagtctgaccatgtatgtctg

FEEErr e e et r et e e e e et r i
gtcctggttcctgaggcacatcctaacgcaagtctgaccatgtatgtctyg

cgccectgtcecccccaccctgacccteccatggecctctccaggactcecca

CLEEreer e et ere b e vt ey el
cgcccctgtceccccaccctgaccctcecccatggeccctcectccaggactcecca

cccggcagatcggctctattgacacagatccgectgcagatggeccctcce
Crerirrreerrrerrerrreeerrrerrere b e el
cccggcagatcggctctattgacacagatccgectgcagatggcccctece

aaccctctctgctgctgtttccatggcccagcattctccacccttaaccce

Preerrerrererverrrerrr et e rerrrrrer et
aaccctctctgctgectgtttccatggcccagcattcteccaceccttaaccce

tgtgctcaggcacctcttcccccaggaagecttecectgeccaccccatcet

Prreerryerreeerrreererrerer ettt bbbl
tgtgctcaggcacctcttccecccaggaagectteectgeccacccecatcet

atgacttgagccaggtctggtccgtggtgtcceccgecacccagcagggga
brerrervrererrrrreerrerrerrreerrere ettt e
atgacttgagccaggtctggtccgtggtgtcccccgecacccagcagggga

caggcactcaggagggcccggtaaaggctgagatgaagtggactgagtag
frrererrrrerrsrrrerreereerreerrrrrrrrrrrrrrierern
caggcactcaggagggcccggtaaaggctgagatgaagtggactgagtag

aactggaggacaggagtcgacgtgagttcctgggagtctccagagatggg
PLrrerrrrrrrrerrrerreereetrerreeer b rtteererrrrrnd
aactggaggacaggagtcgacgtgagttcctgggagtctccagagatggg

gcctggaggcectggaggaaggggccaggcectcacattcecgtggggetceect
PEEEErrrrr et e e e e r e e vt verrrre et
gcctggaggcctggaggaaggggccaggcctcacattecgtggggectecect

gaatggcagcctcagcacagcgtaggcccttaataaacacctgttggata

Prrrrrererrrerer e et r et e e ey
gaatggcagcctcagcacagcgtaggcccttaataaacacctgttggata

agcca 1020

NN
agcca 1174

Sequéncias peptidicas de proteina codificada por

PSCA v.4 (SEQ ID NO: 14)

565

719

615

769

665

819

715

869

765

919

815

969

865

1019

915

1069

965

1119

1015

1169
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MTHRTTTWAR RTSRAVTPTC ATPAGPMPCS RLPPSLRCSL HSACCSGDPA SYRLWGAPLQ 60
PTLGVVPQAS VPLLTHPAQW EPVLVPEAHP NASLTMYVCA PVPHPDPPMA LSRTPTRQIG 120

SIDTDPPADG PSNPLCCCFH GPAFSTLNPV LRHLFPQEAF PAHPIYDLSQ VWSVVSPAPS 180
RGQALRRAR

Quadro VIII(c). Alinhamento de sequéncias de aminoacidos de
PSCA v.1l e PSCA v.4.

SEM HOMOLOGIA SIGNIFICATIVA



Quadro V(d).

Sequéncia de

132

nucledtidos

de

transcrito de PSCA v.5 (SEQ ID NO: 15)

gacagtgaac
cccagggttt
agggcagtgc
acttagctgg
tttgaactgg
gcaacgagga
cgcgcatccg
taatctttct
cgtcccgcecac
atctgccact
tctgtccecctce
gtggtccatc
gcactgcttg
caggaggagg
cccgectgcetce
actgcgtgga
ccgacttgtg
tgctcecctge
ccgctgcagce
gcccagtggg
gtctgcgcecce
cagatcggct
tgtttccatg
gaagccttcc
gcacccagceca
agtagaactg
gaggcctgga
cacagcgtag

Quadro VI(d).

cctgcgcetga
cgtgccgatc
tgcctteegg
ggtccaatcc
gtgcgactta
ctgcctgeag
tgagtggggg
ggccatctgt
ctgcaccccece
cctccactca
cccatccctg
tgcctcggac
caatcctgag
cctggggcag
cccaggcegcea
tgactcacag
caacgccagc
actcggcectg
ccacactggg
agecctgtcct
ctgtcccecca
ctattgacac
gcccagcecatt
ctgcccaccce
ggggacaggc
gaggacagga
ggaaggggcc
gcccttaata

aggcgttggg
agcccaggac
tcaccaggac
atacccaatt
agcactgccc
gtggagaact
gacgacagcc
ccgcatctgt
aacaatcacc
tctgtccctce
agctcactta
atctggatag
gccagcccag
gtcaggcagg
gttggcctcc
gactactacg
ggggcccatg
ctgctctggg
tgtggtgccc
ggttcctgag
ccectgacecect
agatccgect
ctccaccctt
catctatgac
actcaggagg
gtcgacgtga
aggcctcaca
aacacctgtt

gctecctgcag
ggtcttcecg
cagtgctcag
tagatgattc
tgctgtgcta
gcacccagct
gccaggcecta
gtgctgtttt
cagcatctgt
cccatcectcece
ctcactcacc
ggctgagacc
ggggactcta
tgagcacaca
tgaccgtcat
tgggcaagaa
ccctgecagcce
gacccggceca
caggcctctg
gcacatccta
cccatggecece
gcagatggcc
aaccctgtgc
ttgagccagg
gcccggtaaa
gttcctggga
ttcgtggggce
ggataagcca

ttctggggca
gtgcagtttc
cccgectgcet
agacgatggg
ctcctgcaaa
gggggagcag
ggtctctgcec
ccttccacct
ccetecagee
atcttccact
ccatttctga
agggccgaga
gagcattagg
gggcagcccce
cagcaaaggc
gaacatcacg
ggctgccgcc
gctataggct
tgccactcct
acgcaagtct
tctccaggac
cctccaaccc
tcaggcacct
tctggtcegt
ggctgagatg
gtctccagag
tcecctgaatg
1660

variante

gccacaggcyg
tgatgcgggg
tgaccccctt
atttgaaact
gcccaggtga
tgctggaccg
actgaactat
gtccececgacce
atcctcectec
cctccaccca
cgctcagcgg
ccaggccctce
cagggtggga
atccccggat
tgcagcttga
tgctgtgaca
atccttgege
ctggggggcc
cacacacccg
gaccatgtat
tcccaccecgg
tctctgetge
cttcccccag
ggtgtccccce
aagtggactg
atggggcctyg
gcagcctcag

PSCA v.2 (SEQ ID NO: 16) e PSCA v.5 (SEQ ID NO: 17)

de

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

Alinhamento de sequéncias de nucledétidos de



42

40

76

62

124

92

170

101

220

133

tttgaggccatataaagtcacctgaggccctecteccacca—-—————-=====

[t 1h RN i Y
tctggggc———---- agccac---aggcgc—--—-- ccagggtttcgtge

—----cagccca-——-—=——=--— ccagtgacca---------——--—- tgaag

AREERN NI N bl
cgatcagcccaggacggtctteccecggtg--cagtttctgatgecggggagyg

gctgtgctg-cttgecctgt--————-o--—- tgatggcag-—--—-—- gc
AR A R R a1 1 [
gcagtgctgcctt--ccggtcaccaggaccagtgct--cagcccgectge

tEggCCC— === — = —m = e o tg
(11210 [
ttgacccccttacttagctggggtccaatccatacccaatttagatgatt

CagCC— =~ T T T T T T T T s s s s — e m e m e mm e aggcactgcc
bl RN
cagacgatgggatttgaaacttttgaactgggtgcgacttaagcactgcce

39

75

61

123

91

169

100

219

115

269



116

270

166

320

216

370

216

420

216

470

216

520

216

570

216

620

216

670

216

720

216

770

216

820

230

870

280

920

134

ctgctgtgctactcctgcaaagcccaggtgagcaacgaggactgectgea
FEEEERIE Tt e et bbb et r et
ctgctgtgctactcctgcaaagcccaggtgagcaacgaggactgectgea
ggtggagaactgcacccagctgggggagcagtgctggaccgecgecgecatce

CEETERREE e e et r e eyt
ggtggagaactgcacccagctgggggagcagtgectggacecgegegecatcee

gcagggtgggacaggaggaggcctggggcaggtcaggecaggtgagcacac

———————————————————————————————————— gcgcagttggectc
PR rel
agggcagccccatcccecggatccegetgetcececcaggegcagttggecte

ctgaccgtcatcagcaaaggctgcagcttgaactgcgtggatgactcaca
KRN RN NN R RN R RN R RN
ctgaccgtcatcagcaaaggctgcagcttgaactgcgtggatgactcaca

ggactactacgtgggcaagaagaacatcacgtgctgtgacaccgacttgt
RN R R R RN A R RN RN RN RN RN RN RN
ggactactacgtgggcaagaagaacatcacgtgctgtgacaccgacttgt

165

319

215

369

215

419

215

469

215

519

215

569

215

619

215

669

215

719

215

769

215

819

229

869

279

919

329

969



330

970

380

1020

430

1070

480

1120

530

1170

580

1220

630

1270

680

1320

730

1370

780

1420

830

1470

880

1520

930

1570

980

135

gcaacgccagcggggcccatgeccctgecageecggectgecgecatecttgeg
Prrrrrrrrererrreerteieetrrr et rri e el
gcaacgccagcggggecccatgccctgcagcecggctgceccgeccatecttgeg

ctgctccctgcacteggectgectgectetggggacccggecagetatagge

FEVECEEER et b i ee e e et rrrer v
ctgctccctgcacteggectgectgetectggggaccecggecagetatagge

tctggggggcccecgetgcageccacactgggtgtggtgecccaggectcet
FREEEET e eyt r et
tctggggggcccecgetgecagecccacactgggtgtggtgecccaggectcet

gtgccactcctcacacacccggecccagtgggagectgtectggttectga

Prrrrrererrrerrrrei et e e e e ety rerierri bt
gtgccactcctcacacacccggceccagtgggagecctgtectggttectga

ggcacatcctaacgcaagtctgaccatgtatgtctgegecectgteccece

Prrreerrrrrrerrrer e e e vt e e
ggcacatcctaacgcaagtctgaccatgtatgtctgecgeccctgtceccccece

accctgaccctecccatggeccctctccaggactcccacccggecagatcgge
PEEvirrrer e rererr et rb e rere et
accctgaccctcccatggcecctcteccaggactcccacccggecagatecgge

tctattgacacagatccgcctgcagatggcccctccaaccctetetgetg

PEOVEE e v e e reer b e r bbb et r et rebrintd
tctattgacacagatccgectgcagatggcccctccaaccectctetgetyg

ctgtttccatggcccagcattctccacccttaaccctgtgetcaggecace

PP e e e et erre e el
ctgtttccatggcccagecattctccacccttaaccectgtgetcaggcacce

tcttccceccaggaagcecttcecectgeccaccecatctatgacttgagecag

Frerrerrrreererrertrreeerrrer b et rb ety
tctteeccccaggaagectteecctgeccaccceccatctatgacttgagceccag

gtctggtececgtggtgtcccecgcacccagcaggggacaggcactcaggag
FEREEEEREErr ey errrrre vt e e et
gtctggtccgtggtgtcececccgcacccagcaggggacaggeactcaggag

ggcccggtaaaggctgagatgaagtggactgagtagaactggaggacagg
PEEEEREr et e e eyt rrrrtrerrereerrrieer
ggcccggtaaaggctgagatgaagtggactgagtagaactggaggacagg

agtcgacgtgagttcctgggagtctccagagatggggcctggaggectgg
Frerererrrrrrrrrrrrrerrrrerrrrrrrereeteereb et
agtcgacgtgagttcctgggagtctccagagatggggcctggaggectgg

aggaaggggccaggcctcacattcgtggggctcecctgaatggcagectca
FEEREEERER ettt er e e ey et
aggaaggggccaggcctcacattcgtggggcteccctgaatggcagectca

gcacagcgtaggcccttaataaacacctgttggataagcca 1020
FECTEETRErrrrrr e e ettt rinind

379
1019
429
1069
479
1119
529
1169
579
1219
629
1269
679
1319
729
1369
779
1419
829
1469
879
1519
929
1569
979

1619
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v.5 1620 gcacagcgtaggcccttaataaacacctgttggataagcca 1660

VII(d). Sequéncias peptidicas de proteina codificada por
PSCA v.5 (SEQ ID NO: 18)

MTHRTTTWAR RTSRAVTPTC ATPAGPMPCS RLPPSLRCSL HSACCSGDPA SYRLWGAPLQl 60
PTLGVVPQAS VPLLTHPAQW EPVLVPEAHP NASLTMYVCA PVPHPDPPMA LSRTPTRQIG 120
SIDTDPPADG PSNPLCCCFH GPAFSTLNPV LRHLFPQEAF PAHPIYDLSQ VWSVVSPAPS 180
RGQALRRAR

Quadro VIII(d). Alinhamento de sequéncias de aminoacidos de
PSCA v.2 e PSCA v.5.
SEM HOMOLOGIA SIGNIFICATIVA

Quadro IX SNP e mudangas de coddo em PSCA v.2 e v.4

Varianposicgao NP EMdanga.posigéo posigcdo mudanga posigdo [Varian
te V.2 de AA* de AA v.4 de AA |de AA te
V.6 |57 SV VA no e

v.4
V.7 367 c/t [A/A 104 521 P/L 33 v.19
V.8 424 a/c |L/L 123 578 E/S 52 v.20
V.9 495 c/g 649 H/D 76 v.21
V.10 (499 c/t 653 P/L 77 v.22
V.11 [563 c/t 717 V/V 98 v.23
V.12 [567 g/a 721 A/T 100 v.24
V.13 627 g/a 781 G/S 120 V.25
V.14 634 t/g 788 I/s 122 v.26
V.15 835 g/a 989 R/Q 189 v.27
V.16 |847 g/a 1001 V.28
V.17 878 g/a 1032 V.29
V.18 [978 c/g 1132 v.30
* AA : aminoacido
*ok— Sem aminodcido codificado.
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LISTA DE SEQUENCIAS
<110> AGENSYS, INC.
GE, Wangmao

CHALLITA-EID, Pia M.

RAITANO, Arthur B. JAKOBOVITS, Aya

<120> VARIANTES DE ANTIGENIO DE CELULAS
PROSTATA (PSCA) E SUBSEQUENCIAS DAS MESMAS

<130> 511582008846

<140> EP 04785910.3

<141> 28-05-2004

<150> PCT/US2004/017231
<151> 28-05-2004

<150> US 60/475.064
<151> 30-05-2003

<160> 30

<170> FastSEQ para windows versao 4.0
<210> 1

<211> 1020

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

ESTAMINATS

DE



tttgaggcca
ggctgtgctg
gtgctactcc
ccagctgggy
cagcaaaggc
gaacatcacg
ggctgecgec
gctataggct
tgccactcct
acgcaagtct
tctccaggac
cctccaaccec
tcaggcacct
tctggtecgt
ggctgagatg
gtctccagag
tccctgaatg

<210> 2

tataaagtca
cttgcecctgt
tgcaaagcecc
gagcagtgct
tgcagcttga
tgctgtgaca
atccttgege
ctggggggcec
cacacacccg
gaccatgtat
tcccaccegg
tctctgetgc
cttcccccag
ggtgtccccc
aagtggactg
atggggcctg
gcagcectcag

<211> 1005

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2

agtcacctga
cctgttgatg
agcccaggry
gtgctggace
cttgaactgc
tgacaccgac
tgcgetgete
gggccecget
acccggecca
tgtatgtctg

cccggeagat
gctgctgtte
cccaggaagc
cccccgeace
gactgagtag
gcctggagge
ctcagcacag

<210> 3
<211> 985
<212> ADN

ggcectetcee
gcaggettgg
agcaacgagg
gcgcegeatce
gtggatgact
ttrgtgcaacy
cctgcactcg
gcagcccaca
gtgggagcct
cgcccctatce

cggctctatt
ccatggccca
crtccetgec
cagcagggga
aactggagga
ctggaggaag
cgtaggcccet

<213> Homo sapiens

cctgaggeec
tgatggcagg
aggtgagcaa
ggaccgcgeg
actgcgtgga
ccgacttgtg
tgctccctgce
ccgctgeage
gcccagtggg
gtctgcgecee
cagatcggct
tgtttccatg
gaagccttce
gcacccagea
agtagaactg
gaggcctgga
cacagcgtag

accacagcec
ccetgeagee
actgcctgca
gcgcagtigg
cacaggacta
ccagcgggge
gcetgetget
ctggotgtag
grcctggttc
ccceaccetg

gacacagatc
gcattctcca
caccccatct
caggcactca
caggagtcga
gggccaggcc
taataaacac

138

tctccaccac
cttggeecetg
cgaggactgc
catccgcegea
tgactcacag
caacgccagc
actcggcectg
ccacactggg
agcctgtcct
ctgtccecca
ctattgacac
gcccageatt
ctgcccaccee
ggggacaggc
gaggacagga
ggaaggggcc
gcccttaata

accagtgace
aggcactgcc
ggtggagaac
cctectgace
ctacgtgggc
ccatgcectg
ctggggaccec
tgccccagge
ctgaggcaca
accctecccat

cgcetgeaga
¢ccttaacce
atgacttgag
ggagggcceg
cgtgagttec
tcacattcgt
ctgttggata

agcccaccag
cagccaggca
ctgcaggtag
gttggcctce
gactactacg
ggggcccatg
ctgctctggqg
tgtggtgeec
ggttcctgag
ccctgaccect
agatccgcct
ctccaccctt
catctatgac
actcaggagg
gtcgacgtga
aggcctcaca
aacacctgtt

atgaaggctg
ctgctgtgct
tgcacccage
gtcatcagca
aagaagaaca
cagceeggctg
ggccagcetat
ctctgtgeca
tcctaacgca
ggcectetcec

tggcccctcce
tgtgctcagg
ccaggtectgg
gtaaaggctg
tgggagtcetc
ggggctccct
agcca

tgaccatgaa
ctgeectget
agaactgcac
tgaccgtcat
tgggcaagaa
ccectgcagec
gacccggcca
caggcctctg
gcacatccta
cceatggecc
gcagatggcc
aaccctgtgce
ttgagccagg
gcccggraaa
gttcctgagga
ttcgtggggce
ggataagcca

tgctgctige
actcctgcaa
tgggggagca
aaggctgcag
tcacgtgcty
ccgecatect
aggctctggg
ctcctcacac
agtctgacca
aggactccca

aaccctctet
cacctcttec
tccgtggtgt
agatgaagtg
cagagatggg
gaatggcagc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
720
780



<220>

<221> misc_feature

<222>
<223> n

<400> 3

agggagaggc
tgcagccaygyg
gcctgcaggt
cagttggcct
aggactacta
gcggggcecca
tgctgetcty
ggtgtggtgc
cctggttcct
ccnaaccctg
tgacacagat
agcattttcc
ccaccccatt
acaggcaatc
acaagagttg
ggggccaggc
taataaacac

<210> 4
<211> 123
<212> PRT

(0) .

.. (0)

a, ¢, t,

agtgaccatg
cactgccctg
ggagaactgc
cctgaccygtc
cgtgggcaag
tgccctgcag
gggacccggc
cccaggcctt
gaggcacatc
accttcccat
ccgcctgcag
acccttaacc
tatgaattga
aggagggccc
acgtgagttc
ctcacatttg
ctgttggata

<213> Homo sapiens

<400> 4

ou g

aaggctgtge
ctgtgctact
acccagctgg
atcagcaaag
aagaacatca
ccggctgecg
cagctatagg

tgtgccactc:

ctaacgcaag
gggccttttc
atggccectce
ctgtgttcag
gccaggtteg
agtaaaggct
ctgggagtet
tggggctecc
agcca
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tgettgecct
cctgcaaage
gggagcagtg
gctgcagctt
cgtgctgtga
ccatccttge
€tctggg9gy
ctcacagaac
tttgaccatg
caggattccc
caaccctttc
gcacttcttc
gtccgtggty
gagatgaagt
ccagagatgg
gaatggcagc

gttgatggca
ccaggtgagce
ctggaccgcg
gaactgcegtg
caccgacttg
gctgctcect
ccccgetgea
ctggcccagt
tatgtitgeca
acccggcaga
tgttgctgtt
ccccaggaag
tcccccgeac
ggactgagta
ggcctggagg
ctgagcacag

ggcttggece
aacgaggact
cgcatccgeg
gatgactcac
tgcaacgceca
gcactcggec
gcccacactg
gggagcctgt
ccecttttce
tcagttttag
tccatggece
cctrecctge
ccagcagggg

gaactggagq
cctggaggaa

cgtaggcccet

Ala Leu GIn
15

ser

Met Ala Gly Leu
10

Cys
Thr

Ala Leu Leu

Tyr
Asn

Met Lys Ala val L;u Leu
1
Pro Gly Thr gga Leu

Leu

ser Ala G1n val Asn

25
Cys

Leu Lys

Gln

Cys

Glu Asp ggs GIn val Glu Leu g}y Glu GIn Cys

Ile
Tyr
Ala

Thr val ser
60

Asp Tyr

val Leu Lys
Gln
75

Leu

Thr Ala Ile Ala Gly Leu

50
Cys

Trp Arg
Gly
65

Lys

Arg

Leu Asn Cys val Asp Ser val Gly

70
cys

ser ASp
Gly

Ala

Ser
95
Pro

Ile Thr Asp Thr Asp

Ile
GlIn

Asn Cys Asnh

Lys Cys
Leu

110

Ala Ala Leu
105

Gly

Leu GIn Pro Ala Ala Leuy

100
Leu

Ala His Ala
Pro

120

Leu Leu Leu

115

Leu Gly Trp Gly

<210> 5



<211>
<212>
<213>

<400> 5

Met

Pro
Glu
Trp
65
Lys
Ala

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met
1
Pro
Glu
Trp
Gly

65
Lys
Ala

Leu

Lys

Gly
ASp
Thr
50

Cys
Lys
His

Gly

Lys
Gly
Asp
Thr
Cys
Lys
His

Gly

6
123
PRT

123
PRT

Ala val

Thr Ala

20
Cys Leu
Ala Arg
Ser Leu
Asn Ile
Ala Leu

100

Leu Leu
115

Ala val
Thr Ala
20
Cys Leu
3%
Ala Arg
ser Leu
Asn Ile
Ala Leu
100

Leu Leu
115

<210> 7

Leu

Leu
Gin
Ile
Asn
Thr
Gln

Lteu

Leu
S
Leu
Gln
Ile
ASN
Thr
GIn

Leu

Homo sapiens

Leu

Leu
val
Arg
55
cys
Pro
Trp

Homo sapiens

Leu
Leu
val
Arg
5t
Cys
Pro

Trp

Ala

Cys
Glu
Ala
val
cys
Ala
Gly

Ala
Cys
Glu
Ala
val
Cys
Ala
Gly

Leu

Tyr
Asn
val
Asp
Asp
Ala

Pro
120

Leu
Tyr
Asn
val
AsSp
ASp
Ala

Pro
120

140

Leu

sSer
25

Cys
Gly
ASp
Thr
Ala

105
Gly

Leu
ser
25

Cys
Gly
ASpP
Thr
Ala

105
aly

Met

10
Cys

Thr
Leu
Ser
Asp
Ile
Gln

Met
10

Cys
Thr
Leu
ser
Asp
Ile

Gln

Ala Gly

Lys Ala
GlIn Leu
teu Thr
GIn Asp
75

Leu Cys
Leu Ala

Leu

Ala Gly
Lys Ala
GIln Leu
Leu Thr
60
Gln Asp
75
Leu Cys
Leu Ala

Leu

Leu

Gln
Gly
val
Tyr
Asn

Leu

Leu
Gln
Gly
val
Tyr
AsSn

Leu

Ala

val
Glu
Ile
Tyr
Ala

Leu
110

Ala
val
Glu
Ile
TYr
Ala

Leu
110

teu

15
Ser

Gln
Ser
val
Ser

35
Pro

Leu
ser
Gln
Ser
val
ser

95
Pro

Gln

Asn
Cys
Lys
Gly
Gly
Ala

Asn
Cys
Lys
Gly
Gly
Ala



<211> 888
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7

tttgaggcca
ggctgrocty
gtgctactcce
agcttgaact
tgtgacaccg
ggggggcccc
cacacccggce
ccatgtatgt
ccacccggea
tctgctgetg
tcecccagga
tgtccceege
gtggactgag
ggggcctgga
agcctcagea

<210> 8

tataaagtca
cttgccctgt
tgcaaagccce
gcgtggatga
acttgtgcac
gcrgcagccee
ccagtgggag
ctgcgececct
gatcggetct
tttccatggc
agcctrcect
acccagcagg
tagaactgga
ggcctggagg
cagcgtaggc

<211> 1020

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8

tttgaggcca
ggctgtgctg
gtgctactcce
€cagetgggg
cagcaaaggc
gaacatcacg
ggctgecgec
gctataggct
tgccactect
acgcaagtct
tctccaggac
cctecaaccc
tcaggcacct
tctggtccegt
ggctgagatg
gtctccagag
tccctgaatg

<210> 9

tataaagtca
cttgccctgt
tgcaaagccc
gagcagtgct
tgcagcttga
tgctgtgaca
atccttgege
ctggggggcc
cacacacccg
gaccatgtat
tcccaccegg
tctetgetgc
cttcececag
ggtgtccccc
aagtggactg
atggggcctg
gcagcctcag

cctgaggecc
tgatggcagg
aggcgcagtt
ctcacaggac
tcggeetget
acactgggtg
cctgtcctgg
gtccecccacce
attgacacag
¢ccagcattct
gcccacceca
ggacaggcac
ggacaggagt
aaggggccag
ccttaataaa

cctgaggcecc
tgatggcagg
aggtgagcaa
ggaccgcgcg
actgcgtgga
ccgacttgtg
tgctccctge
ccgctgeage
gcccagtggy
gtctgcgece
cagatcggcet
tgtttccatg
gaagccttec
gcacccagcea
agtagaactg
gaggcctoga
cacagcgtag

141

tctccaccac
cttggccctg
ggcctectga
tactacgtqg
gctctgggga
tggtgcccca
ttcctgaggc
ctgaccctcc
atcegectge
ccacccttaa
tctatgacte
tcaggagggc
c¢gacgtgagt
gcctcacatt
cacctgttgg

TCtccaccag
cttggecctyg
€gaggactgc
catccgegea
tgactcacag
caacgccagce
actcggectg
ccacactggg
agcctgtect
ctgtcccceca
ctattgacac
gcccagcatt
ctgcccacce
9999gacaggc
gaggacagga
ggaaggggcc
gcccttaata

agcccaccag
cagccaggea
ccgtcatcag
gcaagaagaa
cccggcecagce
ggcctetgtg
acatcctaac
catggcccte
agatggcecc
ccctgtgctce
gagccaggrc
ccggtaaagg
tcctgggagt
cgtggggctc
ataagcca

agcccaccag
cagccaggca
ctgcaggtgy
grtggecrcc
gactactacg
ggggcccatg
ctgctctgog
tgtggtgcec
ggttcctgag
ccctgaccct
agatccgcect
ctccaccctt
catctatgac
actcaggagg
gtcgacgtga
aggcetcaca
aacacctgtt

tgaccatgaa
ctgccctgct
caaaggctgc
catcacgtyc
tataggctcect
ccactcctca
gcaagtctga
tccaggactc
tccaacccte
aggcacctct
tggtccgtag
ctgagatgaa
ctccagagat
cctgaatgge

tgaccatgaa
ctgcectget
agaactgcac
tgaccgrcat
tgggcaagaa
ccetgeagec
gacceggcca
caggcctctg
gcacatccta
cccatggcecc
gcagatggcc
aaccctgtgc
ttgagccaqgy
gcccggtaaa
gttcctggga
ttcgtggggc
ggataagcca

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
888



142

<211> 888
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 9

tttgaggcca tataaagtca €Ctgaggccce tctccaccac agcccaccag tgaccatgaa 60

ggctgtgetg cttgcectgt tgatggcagg cttggcecctg cageccaggeca ctgecctget 120
gtgctactcc tgcaaagccc aggcgcagtt ggcectcctga ccgtcatcag caaaggctge 180
agcttgaact gcgtggatga ctcacaggac tactacgtgg gcaagaagaa catcacgtge 240
tgtgacaccg acttgtgcac tcggectget getctgggga cccggecage tataggctct 300
ggggggccce gctgcagece acactgggty tggtgcccca ggcctctgtg ccactcctca 360
cacacccgge ccagtgggag cctgtcctgg ttectgagygce acatcctaac gcaagtctga 420
ccatgtatgt ctgcgeccet gteccecaco ctgaccetee catggeccte tecaggacte 480
ccacceggea gatcggotct attgacacag atccgcecige agatggecee tccaacccere 540
tctgctgCtg tttccatgge ccagcattct ccacccttaa céctgtgetc aggcacctct 600
tcccccagya agecttcect geccacccca tcetatgactt gagcecaggtc tggtccgtgg 660
tgtceeccge acccageagg ggacaggcac tcaggaggge ccggtaaagg ctgagatgaa 720
grggactgag tagaactgga ggacaggagt cgacgtgagt tcctgggagt ctccagagat 780
ggggcctgga ggcctggagg aaggggccag gcctcacatt cgtggggetc cctgaatggce 840
agcctcagca cagcgtaggc ccttaataaa cacctgttgg ataagceca 888

<210> 10
<211> 94
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 10

Mit Tyr val Cys A}a Pro val Pro His Pro Asp Pro Pro Met Ala Leu

Ser Arg Thr ;60 Thr Arg Gln Ile g;y égr Ile Asp Thr gap %go Pro
Ala Asp g}y Pro Ser Asn Pro kgu Cys Cys Cys phe ggs Gly Pro Ala
rhe ggr Thr Leu Asn Pro gg1 Leu Arg His Leu zge Pro GIn Glu Ala
E?e Pro Ala His Pro ;3e Tyr Asp Leu Ser g}n val Trp Ser val ggl
ser Pro Ala Pro ggr Arg Gly GIn Ala ggu Arg Arg Ala Arg

<210> 11

<211> 1174

<212> ADN

<213> Homo sapiens



<400> 11

gacagtgaac
cccagggit
agggcagtgce
acttagctgg
tttgaactgg
gcaacgagga
cgcgeatecg
tggatgactc
tgtgcaacgc
ctgcactcgg
cagcccacac
tgggagcctg
gcecctgtec
ggctctattg
catggcccag
ttccctgecce
agcaggggac
actggaggac
tggaggaagyg
gtaggccctt

<210> 12

<211> 1020

<212> ADN

ccigegetga
cgtgccgatc
tgccrtccagg
ggtccaatcce
gtgcgactta
ctgcctgecag
cgcagtrggc
acaggactac
cagcggggec
cctgetgete
tgggtgtggt
tcctggttcece
cccaccetga
acacagatcc
cattctccac
accccatcta
aggcactcag
aggagtcgac
ggccaggect
aataaacacc

<213> Homo sapiens

<400> 12

tttgaggcca
ggctgtgctg
gtgctactcc
ccagctgggg
cagcaaaggc
gaacatcacg
ggctgeegec
gctataggct
tgccactcect
acgcaagtct
tctecaggac
CcCtccaaccc
tcaggcacct
tctggtecyt
ggctgagatg
gtctccagag
tccctgaatg

<210> 13

tataaagtca
cttgcccetgt
tgcaaagccce
gagcagigcet
tgcagettga
tgctgtgaca
atccttgcyc
€tggggggcc
cacacacccg
gaccatgtat
tcecaccegg
tctctgetge
cttcccccag
ggtgtccccc
aagtggactg
atggggccty
gcagcctcag

aggcgttggg
agcccaggac
tcaccaggac
atacccaatt
agcactgccc
gtggagaact
ctectgaccy
tacgtgggca
catgccctge
tggggaccey
gccccaggec
tgaggcacat
ccctcccatg
gcctgcagat
ccttaaccct
tgacttgagce
gagggcccag
gtgagttcct
cacattcgtg
tgttggataa

cctgaggcec
tgatggcagg
aggtgagcaa
ggaccgcgcg
actgcgtgga
ccgacttgig
tgctcectge
ccgctgcage
gcccagtggg
gtctgcgccc
cagatcggct
tgtrtccatg
gaagccticc
gcacccagca
agtagaactg
gaggcctgga
cacagcgtag

143

gctcectgeag
ggtcttecey
cagtgctcag
tagatgattc
tgctgtgcta
gcacccaget
tcatcagcaa
agaagaacat
agccggctge
gccagctata
tctgtgccac
cctaacgcaa
gcccteteca
ggceccteea
gtgctcaggc
caggtctggt
taaaggctga
gggagtctcc
gggctccctg
gcca

tctccaccac
cttggcectg
cgaggactgc
catccgcgea
tgactcacag
caacgccage
actcggcctg
ccacactogg
agcctgtect
ctgtcececca
ctattgacac
gcccageatt
ctgcccacee
ggggacaggc
gaggacagga
ggaaggggcc
gcccttaata

ttctggggea
gtgcagttrc
cccgectget
agacgatgygg
ctcctgcaaa
gg9gggagcag
aggctgcage
cacgtgctgt
cgecatectt
ggctctgggy
tcctcacaca
gtctgaccat
ggactcccac
accctctetg
acctcttecce
ccatggtgte
gatgaagtgg
agagatgggq
aatggcagcc

agcccaccag
cagccaggca
ctgcaggtgy
gttggcctcc
gactactacg
ggggcccatg
ctgctctoay
tgtggtgcce
ggttcctgag
ccctgaccecet
agatccgcect
ctccacccty
catctatgac
actcaggagg
gtcgacgtga
aggcectcaca
aacacctgtt

gccacaggcg 6

tgatgcgggg
tgacccectt
atttgaaact
gcceaggtga
tgctggaccy
ttgaactgcg
gacaccgact
gcgctgetcc
ggccccgetg
cccggeccag
gtatgtctge
ccggcagatc
ctgctgtttc
ccaggaagcc
cceegeaccce
actgagtaga
cctggaggcec

.tcagcacagce

tgaccatgaa
ctgcccrget
agaactgcac
tgaccgtcat
tgggcaagaa
ccctgcagcec
gacccggcca
caggectctyg
gcacatccta
ccecatggecce
gcagatggcc
aacccrgtgc
ttgagccagg
geecggtaaa
gttcctggga

ttcgtgygggc
ggataagcca



<211> 1133

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13

tctggggeag
tgcagtttct

ccgectgett
gacgatggga
tcctgcaaag
ggggagcagt
ggctgcaget
acgtgctgtyg
gccatecttyg
gctctggagyg
ccteacacac
tctgaccatg
gactcccace
cectetetge
cctettecce
cgtggtgtcc

ccacaggcgce
gatgcgggga
gacccectta
tttgaaactt
ccecaggtgag
getggaccge
tgaactgcgt
acaccgactt
cgetgetccc
geeecgetge
ccggeccagt
tatgtctgcg
cggcagatcg
tgctgttrcc
caggaagcct
ccegeaceca

atgaagtgga ctgagtagaa
gagatggggc ctggaggect
atggcagcct cagcacageg

14
189

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 14

PRT

Homo sapiens

ccagggtttc
gggcagtgct
cttagctggg
ttgaactggg
caacgaggac
gcgcatccge
ggatgactca
gtgcaacgece
tgcactcgge
ageccacact
gggagcectgt
cccetgtece
gctctattga
atggcccagce
tccctgecca
gcaggggaca

144

gtgccgatca
gcettccggt
gtccaatcca
tgcgacttaa
tgectgcagg
gcagttggcec
caggactact
agcggggecc
ctgctgctcet
gggtgtggty
cctggtrect
ccaccctgac
cacagatccg
attcteccacc
cceccatctat
ggcactcagg

gcccaggacg
caccaggacc
tacccaattt
gcactgcect
tggagaactg
tcctgacegt
acgtgggcaa
atgccctgea
ggggacccgyg
ccccaggect
gaggcacatc
ccteecatgg
cctgcagatg
cttaaccctg
gacttgagcc
agggeceggt

gtcttceegg
agtgctcagc
agatgattca
gcrgtgetac
cacccagetg
catcagcaaa
gaagaacatc
gcecggetgec
ccagetatag
ctgtgccact
ctaacgcaag
ceetetecag
geecectecaa
tgctcaggca
aggtctggtc
aaaggctgag

60
120
180
240
300
360
420
480
540

660
720
780
840
900
960

ctggaggaca ggagtcgacg tgagttcctg ggagtctcca 1020
ggaggaaggg gccaggectc acatrcgtgg ggctccctga 1080
taggccctta ataaacacct gttggataag cca

1133



Met
1
Thr
Pro
Pro
val
Glu
TYr
Arg
ASp
ser
145
Pro

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Thr
Pro
Pro
Ala
val
Pro
val
Thr
Ala

Ala

His
Thr
ser
35

Ser
Pro
val
Cys
Pro
115
Pro
Leu
His

Pro

15
1660
ADN

15

Arg
Cys
20

Leu
Tyr
GIn
Leu
Ala
100
Thr
ser
Asn
Pro

ser
180

Thr
Ala
Arg
Arg
Ala
i
Pro
Arg
Asn
Pro
Ile

165
Arg

Thr
Thr
Cys
Leu
Ser
70

Pro
val
Gln
Pro
val
150
Tyr

Gly

Homo sapiens

Thr
Pro
Ser
Trp
val
Glu
Pro
Ile
Leu
135
Leu
ASp
GlIn

Trp
Ala
Leu
Gly
Pro
Ala
His
12
Cys
Arg
Leu

Ala

145

Ala
Gly
2

His
Ala
Leu
His
Pro
105
Ser
Cys
His
ser

Leu
185

Arg
10

Pro
ser
Pro
Leu
Pro
90

AsSp
Ie
Cys
Leu
Gln

170
Arg

Arg
Met
Ala
Leu
Thr
75

Asn
Pro
Asp
Phe
Phe
155
val

Arg

Thr Ser
Pro Cys
Cys Cys
45
GIn Pro
60
His Pro
Ala ser
Pro Met
Thr Asp
125
His Gly
140
Pro GIn
Trp Ser

Ala Arg

Arg
Ser
30

ser
Thr
Ala
Leu
Ala
110
Pro
Pro
Glu

val

Ala
15

Arg
Gly
Leu
GlIn
Thr
g5

Leu
Pro
Ala
Ala

val
175

val
Leu
Asp
Gly
80°
Met
ser
Ala
Phe
Phe

160
ser



gacagtgaac
cccagggttt
agggcagtgc
acttagctgy
tttgaactgg
gcaacgagga
cgcgeatccg
taatctttct
cgtcccgeac
atctgccact
tctgtcccte
gtggtccatc
gcactgcttg
caggaggagg
cecgetgete
actgcgtgga
ccgacttgtg
tgctecctge
ccgctgcage
gcccagrgog
gtctgegece
cagatcggct
tgtttccatg
gaagcettec
gcacccagca
agtagaactg

gaggcctgga
cacagcgtag

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

16

ADN

16

tttgaggcca
ggctgtgcrg
gtgctactcc
ccagctggag
cagcaaaggc
gaacatcacg
ggctgcegec
gctataggcet
tgccactect
acgcaagtct
tctccaggac
cctccaacce
tcaggcacct
tctggtecgt
ggctgagatg
gtctccagag
tccctgaatg

cctgcgetga
cgtgccgatc
tgccttccgg
ggtccaatec
gtgcgactta
ctgcctgcag
tgagtgyggg
ggccatctgt
ctgcaccccee
cctccactca
cccatccctg
tgcctcggac
caatcctgag
cctggggcag
cccaggcgea
tgactcacag
caacgccagce
actcggecty
ccacactggg
agcetgtect
ctgtccecca
ctattgacac
gcccageatt
ctgceccacee
ggggacaggc
gaggacagga

ggaaggggcc
gcccttaata

1020

Homo sapiens

tataaagtca
cttgcectgt
tgcaaagccc
gagcagtgce
tgcagcttga
tgctgtgaca
atccttgcge
<tggggggcc
cacacacccyg
gaccatgtat
tccecaccegg
tctctgcetge
ctrceccccag
ggtgtcccce
aagtggactqg
atggggcectg
gcagcctcag

aggcgttggg
agcccaggac
tcaccaggac
atacccaatt
agcactgcec
gtggagaact
gacgacagcec
ccgcatctgt
aacaatcacc
tctgteccte
agctcactta
atctggatag
gccagcccag
gtcaggcagg
gttggecctec
gactactacg
ggggcccatg
ctgctctggg
tgtggtgccc
ggticctgag
ccctgaccect
agatccgect
ctccaccctt
catctatgac
actcaggagg
gtcgacgtga

aggecrcaca
aacacctgtt

cctgaggcecec
tgatggcagg
aggtgagcaa
ggaccgcegeg
actgcgtgga
ccgacttgtg
tgctccctac
ccgctgeage
gcccagtgag
gtctgcgccce
cagatcggct
tgtttccatg
gaagccttee
gcacccagea
agtagaactg
gaggcctgga
cacagcgtag

146

gctcctgeag
ggtcrtcecg
cagtgctcag
tagatgattc
tgctgtgcta
gcacceaget
gccaggecta
gtgctgtttt
cagcatctgt
cccatectcc
ctcactcacc
ggctgagace
ggggactcta
tgagcacaca
tgaccgtcat
tgggcaagaa
ccctgeagec
gacccggcca
caggcctctyg
gcacatccta
cccatggecee
gcagatggec
aaccctgtgc
ttgagccagg
gcecggtaaa
gttcciggga

ttcgtgoaggc
ggataagcca

tctecaccac
cttggccctg
cgaggactgc
catccgcgca
tgactcacag
caacgcceage
acteggectyg
ccacactggg
agcctgtcct
ctgtccceca
ctattgacac
gcccageatt
ctgcecaccee
ggggacaggc
gaggacagga
ggaaggggcc
gcccttaata

ttctggggca
gtgcagtttc
cccgectget
agacgatggg
ctcctgeaaa
gggggagcag
ggtctetgec
ccttecacct
cccteccagec
atcttccact
ccatttctga
agggccgaga
gagcattagg
gggcagecccc
cagcaaaggc
gaacatcacg
ggctgccgec
gctataggct
tgccactcct
acgcaagtct
tctecaggac
cctccaacce
tcaggcacct
tctggtecgt
ggctgagatg
gtctccagag

tccctgaatg

agcccaccag
cagccaggca
ctgcaggtgg
gttggcctcc
gactactacg
ggggcccatg
ctgctctggo
tgtggtgcec
ggttcctgag
ccctgaccct
agatccgect
ctccaccert
catctatgac
actcaggagg
gtcgacgtga
aggcctcaca
aacacctgtt

gccacaggeg

tgatgcggag 1

tgaccccctt
atttgaaact
gcccaggtga
tgctggaccg
actgaactat
gtccecgacc
atcctectcec
cctccaceca
cgctcagegg
ccaggecctc
cagggtggga
atccceggat
tgcagcttga
tgctgtgaca
atccttgege
€tgggg9g9g9cc
cacacacccg
gaccatgtat
tcccacecyg
tctctgcetge
cttcecececag
ggtgtcccce
aagtggactg
atggggcctg

gcagcctcag

tgaccatgaa
ctgcecctgcet
agaactgcac
tgaccgtcat
tgggcaagaa
ccctgeagee
gacccggeca
caggcctcetyg
gcacatccta
cccatggece
gcagatggcce
aaccctgtgce
ttgagccagg
gcccggtaaa
gttcctggga
ttcgtgggge
ggataagcca

1020



<210>
<211>
<212>
<213>

17

ADN

<400> 17

tctggggeag
tgcagtttct
ccgectgett
gacgatggga
tcctgcaaag
ggggagcagt
gtctctgcca
cttccacctg
ccreccageca
tcttccacte
catttctgac
gggccgagac
agcattaggc
ggcagcccca
agcaaaggct
aacatcacgt
gctgecgceca
ctataggctc
gccactectc
cgcaagtctg
ctccaggact
Ctccaaccct
caggcaccte
ctggtccegtyg
gctgagatga
tctecagaga
ccctgaatgg

<210>
<211>
<212>
<213>

18
189
PRT

<400> 18

1619

Homo sapiens

ccacaggcge
gatgcgggga
gaccccctta
tttgaaactt
cccaggtgag
gctggaccge
ctgaactatt '
tceeegacce
tectecteca
ctccacccat
gctcagcggg
caggccctcg
agggtgggac
tccceggate
gcagcttgaa
gctgtgacac
tcettgeget
tggggggccc
acacacccgg
accatgtaty
cccacccygoe
ctctgcrget
ttcccccagg
gtgtcccccg
agtggactga
tggggcctgg
cagcctcage

Homo sapiens

ccagggttec
gggcagtgct
cttagctggg
ttgaactggg
caacgaggac
gcgeatccat
aatctttceg
gtcecgeacc
tctgecacte
ctgtcectec
tggtccatct
cactgetrge
aggaggaggc
ccgetgctce
ctgcgtggat
cgacttgtgc
gctcectgca
cgctgcagec
cccagtggga
tctgegoece
agatcggcetc
gtttccatgg
aagccttcec
cacccagcag
gtagaactgg
aggcctggag
acagcgtagg

147

gtgccgatca
gccetteeggt
gtccaatcca
tgcgacttaa
tgcctgcagg
9agtggg999
gccatctgtc
tgcacccecea
ctccactcat
ccatcecctga
gccteggaca
aatcctgagg
ctggggcagg
ccaggcgceag
gactcacagg
aacgccagceg
ctcggcctge
cacactgggt
gcctgicctg
tgtecceccac
tattgacaca
cccagcattc
tgcccacecce
gggacaggca
aggacaggag
gaaggggcca
cccttaataa

gcccaggacg
caccaggacc
tacccaattt
gcactgccct
tggagaactg
acgacagccg
cgcatctgtg
acaatcaccc
ctgtccctcc
gctcacttac
tctggatagg
ccagcccagg
tcaggcaggt
TTggCeCLCet
actacracgt
gggcccatge
tgctctgggg
gtggtgcccc
gttcctgagg
cctgacecte
gatccgectyg
tccaccctta
atctatgact
c€tcaggaggg
tcgacgtgag
ggcctcacat
acacctgreg

gtcttcccygg

agtgctcagec 1

agatgattca
gctgtgctac
cacccagctg
ccaggcectag
tgctgttrte
agcatctgtc
ccatcctcca
tcactcacce
gctgagacca
gggactctag
gagcacacag
gaccgtcatc
gggcaagaag
cctgcageceg
acccggcecag
aggcctctgt
cacatcctaa
ccatggcecct
cagatggccec
accctgtgcet
tgagccaggt
cccggtaaag
ttcctgggag
tcgtggggct
gataagcca



His
Thr

Met Thr

Thr Pro

Ser
35
ser

Pro Pro

Pro Ala

val val Pro

Glu Pro val

val Cys
Thr
Gly

130
Thr

Pro
115
Pro

Arg
Asp

Ser Leu

145

Pro Ala His

Pro Ala Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

19
1020
ADN

Homo

<400> 19

tttgaggcca
ggctgtgctg
gtgctactcc
ccagclgggy
cagcaaaggc
gaacatcacg
ggctgecgece
gctataggct
Tgccactect
acgcaagtct
tctccaggac
cctecaacce
tcaggcacce
tctggtccgt
ggctgagatg
gtctccagag
tccctgaaty

<210> 20
<211> 114

Arg Tgr Thr
Thr

Cys Ala
5

Leu Arg

Tyr Arg

GIn Ala

val
85
Pro

Leu

Ala
100
Thr Arg

ser Asn

Asn Pro

Cys
Leu
Ser
70

Pro
val
Gln
Pro

val

148

Thr Trp

Pro Ala

Ala Arg
10
Gly

Arg

Pro Met

25

Leu
40
Gly

ser
Trp
val Pro
Glu Ala

Pro His

His
Ala
Leu
His

Pro

Ser Ala

Pro Leu

Thr
75
Asn

Leu

Pro
90

Asp Pro

105

Gly
120
Cys

Ile

Leu
135

Leu Arg

150

Ile
165
Arg

Pro

ser
180

sapiens

tataaagtca
cttgcectgt
tgcaaagccc
gagcagtgct
tgcagcttga
tgctgtgaca
atccttgcge
ctgggggacc
cacacacccg
gaccatgtat
tcccaccegg
tctetgetge
cttcececag
ggtgtcccecc
aagtggactg
atggggcctg
gcagcctcag

Tyr
Gly

Asp Leu

Gln Ala

ser
Cys
His
ser

Leu

Ile Asp

Phe
Phe

155
val

Cys
Leu

GlIn
170

Arg Arg

185

cctgaggecce
tgatggcagy
aggtgagcaa
ggaccgcgeg
actgcgtgga
ccgacttgtyg
tgctccctge
ccgctgeage
gcccagiggag
gtctgcgece
cagatcggct
tgtttccatg
gaagccttcc
gcacccagca
agtagaactg
gaggcctgga
cacagcgtag

tctccaccac
cttggcecctg
cgaggactgc
catccgcgcea
tgactcacag
caacgccagc
actcggcectg
ccacactggg
agcctgtcct
ctgtccccca
ctattgacac
gcccagcatt
ctgcccacee
ggggacaggc
gaggacagga
ggaaggggcc
gcccttaata

Thr Ser Arg
Ser
30

ser

Pro Cys

v
Pro

Cys
Gln Thr
60

His Pro Ala

Ala Ser Leu
Ala
110

Pro

Pro Met

Thr As
12

Gly
GIn

Pro
Glu

His
140
Pro
val

Trp ser

Ala Arg

agcccaccag
cagccaggca
ctgcaggtgyg
gttggcctec
gactactacg
ggggcccatg
ctgctctggg
tgtggtgccc
ggttcctgag
ccctgaccct
agatccgcect
ctccaccett
catctatgac
actcaggagg
gtcgacgtga
aggcctcaca
aacacctgtt

Ala val
15
Arg Leu

Gly Asp

Leu Gly

GIn Trp
80
Thr Met
95
Leu Ser

Pro Ala

Ala Phe

Phe
160
ser

Ala

val
175

tgaccatgaa
ctgccctgct
agaactgcac
tgaccgtcat
tgggcaagaa
ccctgcagcec
gacccggeca
caggcctctg
gcacatccta
cccatggecc
gcagatggcc
aaccctgtge
ttgagccagg
gcccggtaaa
gttcctggga

ttcgtggggc
ggataagcca



<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20

Met Ala Gly Leu

Cys Lys

Thr GIn

Leu Leu
50
ser GIn

65

AsSp Leu

Ile Leu

GIn Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

21
18

Ala GIn
20

Leu Gly

35

Thr val

Asp Tyr

Cys Asn

Ala Leu
100

9

PRT

Ala Leu
v31 ser
Glu GIn
Ile Ser
Tyr val

70
Ala Ser

85
Leu Pro

Homo sapiens

21

Gln
Asn
Cys
Lys
Gly
Gly

Ala

149

Pro Gly Thr
10

Glu Asp Cys

25

Trp Thr Ala

40

Gly Cys Ser

LYS Lys Asn

Ala His Ala

90
Leu Gly Leu
10%

Ala
Leu
Arg
Leu
Ile

75
Leu

Leu

Leu
Gln
Ile
Asn
Thr
GIn

Leu

Leu
val
Arg
45

Cys
Cys

Pro

Trp

Cys
Glu
30

Ala
val
Cys

Ala

Tyr Ser
15

Asn Cys
val Gly
Asp Asp
Asp Thr

80

Ala Ala

95

Gly Pro Gly
110



Met
1
Thr
Leu
Pro
val
Glu
Tyr
Arg
Asp
ser
145
Pro

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Thr His Arg Tgr

Pro Thr Cys Ala
20

Pro ggr Leu Arg
Ala ser Tyr Arg

val Pro GIn Ala

Pro val Leu gg]
val Cys Ala Pro
100
Thr Pro Thr Arg
115

Gly Pro Ser Asn
130

Thr Leu Asn Pro

Ala His Pro Ile
165

Ala Pro Ser Arg
180

22
189
PRT

Homo sapiens

22

150

Thr Thr Trp Ala Arg

Thr
Cys
Leu
ser
70

Pro
val
Gin
Pro
val
150
Tyr

Gly

Pro
ser
Trp
val
Glu
Pro
Ile
Leu
135
Leu
ASp
GIn

Ala
Leu
Gly
Pro
Ala
His
i
Cys
Arg
Leu
Ala

Gly
25

His
Ala
Leu
His
Pro
105
Ser
Cys
His
ser

Leu
185

10
Pro

ser
Pro
Leu
Pro
90

Asp

Ile

Leu

GIn
170
Arg

Arg
Met
Ala
Leu
Thr
75

AsSn
Pro
Asp
fhe
Phe
155
val

Arg

Thr
Pro
Cys
GlIn
60

His
Ala
Pro
Thr
His
140
Pro
Trp

Ala

Ser
Cys
Cys
45

Pro
Pro
Ser
Met
AS

12

Gly
GIn
ser

Arg

Arg
ser
30

ser
Thr
Ala
Leu
Ala
110
Pro
Pro
Glu

val

Ala
15

Arg
Gly
Leu
GIn
Thr
95

Leu
Pro
Ala
Ala

val
175

val
Leu
Asp
Gly
Trp
Met
Ser
Ala
Phe
Phe

160
ser



Met
Thr
Pro
Pro
val
Glu
Tyr
Arg
Asp
Ser
145
Pro

Pro

Thr
Pro
Pro
Ala
val
Pro
val
Thr
%
Ala

Ala

<210> 23
<211> 189

<212>
<213>

<400>

His
Thr
ser
35

ser
Pro
val
Cys
Pro
115
Pro
Leu
His

Pro

PRT

23

Arg
Cys
20

Leu
Ser
GIn
Leu
Ala
100
Thr
ser
Asn
Pro

ser

Thr
Ala
Arg
Arg
Ala
i
Pro
Arg
Asn
Pro
Ile

165
Arg

Homo sapiens

Thr
Thr
Ccys
Leu
Ser
70

Pro
val
Gln
Pro

val
150

Tyr
Gly

180

Thr
Pro
Ser
Trp
val
Glu
Pro
1le
i
Leu
Asp
Gln

Trp
Ala
Leu
Gly
Pro
Ala
His
2
Cys
Arg
Leu

Ala

151

Ala
Gly
25

His
Ala
Leu
His
Pro
105
ser
Cys
His
Ser

Leu

Arg
10

Pro
ser
Pro
Leu
Pro
90

ASp
Ite
Cys
Leu
Gln

170
Arg

Arg
Met
Ala
Leu
Thr
75

AsSn
Pro
Asp
Phe
Phe
158
val

Arg

185

Thr
fro
Cys
Gln
60

His
Ala
Pro
Thr
His
140
Pro
Trp

Ala

ser
Cys
Cys
2t

Pro
Pro
ser
Met
ASp
125
Gly
GIn
ser

Arg

Arg
Ser
30

ser
Thr
Ala
Leu
Ala
110
Pro
Pro
Glu

val

Ala
15

Arg
Gly
Leu
GlIn
Thr
95

Leu
Pro
Ala
Ala

val
175

val
Leu
Asp
Gly
Trp
Met
ser
Ala
Phe
Phe

160
Ser



Met
Thr
Pro
Pro
val
Glu
Tyr
Arg
Asp
Ser
145
Pro

Pro

Thr
Pro
Pro
Ala
val
Pro
val
Thr
i3
Thr
Ala

Ala

His
Thr
ser
35

ser
Pro
val
cys
Pro
115
Pro
teu
His

Pro

<210> 24
<211> 189
<212> PRT

<213> Homo

<400> 24

Met
1
Thr
Pro
Pro
val
65
Glu
Tyr
Arg
ASp
ser
145
Pro

Pro

Thr
Pro
Pro
Ala
50

val
Pro
val
Thr
Gly
130
Thr
Ala

Ala

His
Thr
Ser
35

ser
Pro
val
cys
Pro
115
Pro
Leu
His

Pro

Arg T?r Thr

Cys
20

Leu
Tyr
Gln
Leu
Ala
100
Thr
ser
ASn
Pro

Ser
180

Ala
Arg
Arg
Ala
val
85

Pro
Arg
Asn
Pro
Ile

165
Arg

Thr
Cys
Leu
ser
70

Pro
val
Gin
Pro
val
150
Tyr

Gly

sapiens

Arg
Cys
20

Leu
Tyr
GIn
Ley
Ala
100
Thr
Ser
Asn
Pro

Ser
180

Thr
5
Ala
Arg
Arg
Ala
val
85
Pro
Arg
AsSn
Pro
Ile

165
Arg

Thr
Thr
Cys
Leu
ser
70

Pro
val
GIn
Pro
val
150
Tyr
Gly

Thr
Pro
ser
Trp
val
Glu
Pro
Ile
Leu
135
Leu
Asp
GIn

Thr
Pro
ser
Trp
val
Glu
Pro
Ite
Leu
135
Leu
Asp
Gln

Trp
Ala
Lteu
Gly
Pro
Ala
His
2%
cys
Arg
Leu

Ala

Trp
Ala
Leu
Gly
Pro
Ala
His
%
Cys
Arg
Leu

Ala

152

Ala
Gly
25

His
Ala
Leu
His
Pro
108
ser
Cys
His
ser

Leu
185

Ala
Gly
25

His
Ala
Leu
His
Pro
105
Ser
Cys
His
Ser

Leu
185

Arg
10

Pro
ser
Pro
Ley
Pro
30

Asp
Ile
Cys
Leu
Glin

170
Arg

Arg
10

Pro
ser
Pro
Leu
Pro
90

ASp
Ile
Cys
Leu
Gln

170
Arg

Arg
Met
Ala
Leu
Thr
75

ASNn
Pro
ASp
Phe
Phe
155
val

Arg

Arg
Met
Ala
Leu
The
75

Asn
Pro
Asp
Phe
Phe
155
val

Arg

Thr
Pro
Cys
Gin
60

Asp
Ala
Pro
Thr
His
140
Pro
Trp

Ala

Thr
Pro
Cys
Gin
60

His
Ala
Pro
Thr
His
140
Pro
Trp

Ala

ser
Cys
Cys
45

Pro
Pro
Ser
Met
Asp
125
Gly
Gin

ser

Arg

ser
Cys
Cys
45

Pro
teu
Ser
Met
Asp
125
Gly
Glin
ser

Arg

Arg
ser
ser
Thr
Ala
Leu
Ala
110
Pro
Pro
Glu
val

Arg
Ser
30

sear
Thr
Ala
Leu
Ala
110
Pro
Pro
Glu

val

Ala
15

Arg
Gly
ey
GIn
Thr
95

teu
Pro
Ala
Ala

val
178

Ala
1S

Arg
Gly
Leu
Gin
Thr
95

Leu
Pro
Ala
Ala

val
175

val
Leu
Asp
Gly
Trp
Met
Ser
Ala
phe
Phe

160
Ser

val
Leu
Asp
Gly
80"
Met
ser
Ala
Phe
phe

160
ser



<210> 25
<211> 189
<212> PRT

<213> Homo

<400> 25

Met Thr His
1

Thr
Pro
Pro
val
65

Glu
Tyr
Arg
ASp
ser
145
Pro

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Pro
Pro
Ala
50

val
Pro
val
Thr
Gly
130
Thr
Ala

Ala

Thr
ser
35

ser
Pro
val
Cys
Pro
115
Pro
t.eu
His

Pro

26
189
PRT

26

153

sapiens

Arg Tgr Thr Thr Trp Ala

Cys Ala Thr pro Ala Gly
20 25
Leu Arg Cys Ser Leu His

Tyr Arg Leu Trp Gly Ala

Gin Ala ggr val Pro Leu

Ley v§1 Pro Glu Ala His
8

Thr Pro val Pro His Pro

100 105

Thr Arg GIn Ile Gly Ser

120
ser Asn Pro &gg Cys Cys
Asn Pro val Leu Arg His
150

Pro Ile Tyr Asp Leu Ser
165

Ser Arg Gly GIn Ala Leu

180 185

Homo sapiens

Arg
10

Pro
ser
Pro
Lteu
Pro
90

Asp
Ile
Cys
Leu
Glin

170
Arg

Arg
Met
Ala
Leu
Thr
75

Asn
Pro
Asp
Phe
Phe
155
val

Arg

Thr
Pro
Cys
GIn
60

His
Ala
Pro
Thr
His
140
Pro
Trp

Ala

Ser
Ccys
Cys
45

Pro
Pro
Ser
Met
AsSp
125
Gly
Gin
Ser

Arg

Arg
Ser
30

sSer
Thr
Ala
Ley
Ala
110
Pro
Pro
Glu

val

iy
Arg
Gly
Leu
Glin
Thr
Leu
Pro
Ala
Ala

val
175

val
Leu
Asp
Gly
80"
Met
ser
Ala
phe
phe

160
Ser



Met
Thr
Pro
Pro
val
Glu
Tyr
Arg
Asp
ser
145
Pro

Pro

Thr
Pro
Pro
Ala
val
Pro
val
Thr
138
Thr
Ala

Ala

<210> 2
<211> 1

<212>
<213>

<400>

Met
1
Thr
Pro
Pro
val
Glu

Arg
AsSp
Ser
145
Pro

Pro

Thr
Pro
Pro
Ala
50

val
Pro
val
Thr
Gly
130
Thr
Ala

Ala

His
Thr
ser
35

ser
Pro
val
Cys
Pro
115
Pro
Leu
His

Pro

.
89

PRT

Homo

His
Thr
Ser
35

Ser
Pro
val
Cys
Pro
115
Pro
Leu
His

Pro

Arg
cys
20

Leu
Tyr
GIn
Leu
Ala
100
Thr
ser
Asn
Pro

Ser
180

Thr
5
Ala
Arg
Arg
Ala
val
8S
Pro
Arg
Asn
Pro
Ile

165
Arg

Thr
Thr
Cys
ey
ser
70

Pro
val
GIn
Pro
val
150
Tyr

Gly

sapiens

Arg T?r Thr

Cys
20
Leu

Tyr
Gln
Leu
106
Thr
Ser
Asn
Pro

Ser
180

Ala
Arg
Arg
Ala
i
Pro
Arg
Asn
Pro
Ile

165
Arg

Thr
Cys
Leu
ser
70

Pro
val
Gln
Pro

val
150

Tyr
Gly

Thr
Pro
Ser
Trp
55

val
Glu
Pro
Ile
Leu
135
Leu
Asp

GIn

Thr
Pro
Ser
Trp
val
Glu
Pro
Ile
i
Leu
Asp
GIn

Trp
Ala
Leu
Gly
Pro
Ala
His
ser
120
cys
Arg
Leu

Ala

Trp
Ala
Leu
Gly
Pro
Ala

Gly
120
Cys
Arg
Leu

Ala

154

Ala
Gly
25

His
Ala
Leu
His
Pro
105
ser
cys
His
ser

Leu
185

Ala
Gly
25

His
Ala
Leu
His
Pro
105
ser
Cys
His
ser

Leu
185

Arg
10

Pro
ser
Pro
L.eu
Pro
90

ASp
Ile
Cys
Leu
GlIn

170
Arg

Arg
10

Pro
ser
Pro
Leu
Pro
90

Asp
ser
Cys
Leu
Gn

170
Arg

Arg
Met
Ala
Leu
Thr
75

AsSn
Pro
ASP
Phe
Phe
155
val

Arg

Arg
Met
Ala
Leu
Thr
Asn
Pro
Asp
Phe
Phe
155
val

Arg

Thr
Pro
Cys
Gin
60

His
Ala
Pro
Thr
His
140
Pro
Trp

Ala

Thr
PIro
Cys
GIn
His
Ala
Pro
Thr
1
Pro
Trp
Ala

Ser
Cys
Cys
4%

Pro
Pro
ser
Met
AsSp
125
Gly
Gin
ser

Arg

ser
Cys
Cys
a%

Pro
Pro
ser
Met
AsS

12

Gly
6in
ser

Arg

Arg
Ser
30

ser
Thr
Ala
t.eu
Ala
110
Pro
Pro
Glu

val

Arg
ser
30

ser
Thr
Ala
Ley
Ala
110
Pro
Pro
Glu

val

Ala
15

Arg
Gly
Leu
GIn
Thr
a5

Leu
Pro
Ala
Ala

val
175

Ala
15

Arg
Gly
Leu
Gln
Thr
95

Leu
Pro
Ala
Ala

val
175

val
Leu
Asp
Gly
S
Met
ser
Ala
Phe
Phe

160
ser

val
Leu
Asp
Gly
Trp
Met
Ser
Ala
Phe
Phe

160
Ser



<210>
<211>
<212>
<213>

28
189
PRT

<400> 28

mMet
1
Thr
Pro
Pro
val
65
Glu
TYyr
Arg
Asp
Ser
145
Pro

Pro

Thr
Pro
Pro
Ala
50

val
Pro
val
Thr
Gly
130
Thr
Ala

Ala

<210>
<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

H1S
Thr
ser
35

Sar
Pro
val
Cys
Pro
115
Pro
l.eu
His

Pro

29
187

PRT

Arg Tgr
Cys Ala
20
Leu Arg
Tyr Arg
GIn Ala
teu val
85
Ala Pro
100
Thr Arg
Ser Asn
Asn Pro
Pro I1le
165

ser Ar
180 g

Homo sapiens

Thr
Thr
Ccys
L.eu
ser
70

Pro
val
GlIn
Pro
val
150
TYyr

Gly

Thr
Pro
ser
Trp
val
Glu
Pro
Ile
Leu
135
Leu
ASp
Gln

Trp
Ala
Leu
Gly
Pro
Ala
His
2
Cys
Arg
Leu

Ala

Sequéncia artificial

29

155

Ala
Gly
25

His
Ala
Leu
His
Pro
105
ser
cys
His
ser

Leu
185

Arg
10

Pro
ser
Pro
Leu
Pro
90

Asp
Ile
cys
Leu
Gln

170
Arg

Arg
Met
Ala
Leu
Thr
75

Asn
Pro
Asp
Phe
Phe
155
val

Arg

variantes de PSCA de comparacgao

Thr
Pro
Cys
Gln
60

His
Ala
Pro
Thr
His
140
Pro
Trp

Ala

Ser
Cys
Cys
45

Pro
Pro
ser
Met
Asp
125
Gcly
Gln
ser

Gln

Arg
Ser
30

ser
Thr
Ala
Leu
Ala
110
Pro
Pro
Glu

val

Ala
15

Arg
Gly
Leu
Gin
Thr
95

Leu
Pro
Ala
Ala

val
175

val
Leu
Asp
Gly
Trp
80

Met
ser
Ala
Phe
Phe

160
ser



Met
1
Thr
Pro
Ala
Pro
val
Cys
Pro
Pro
Leu
145
His
Pro

Thr
Pro
Ser
ser
Gln
Leu
Ala
Thr
ser
130
Asn
Pro

ser

His
Thr
35
Arg
Ala
val
Pro
i
Asn
Pro
Ile
Arg

<210> 30
<211> 189
<212> PRT

<213> Homo

<400> 30

Met
1
Thr
Leu
Pro
val

65
Glu

Tyr
Arg
Asp
Ser
145
Pro

Pro

Thr
Pro
Pro
Ala
50

val
Pro
val
Thr
Gly
130
Thr
Ala

Ala

His
Thr
ser
35

ser
Pro
val
Cys
Pro
115
Pro
Leu
His

Pro

Arg
Cys
20

Arg
Leu
ser
Pro
val
100
GIn
Pro
val
Tyr

Gl
180

Thr
S
Ala
Cys
Trp
val
Glu
85
Pro
Ile
Leu
Leu
AS

16
Gln

Thr
Thr
ser
Gly
Pro
Ala
His
Gly
Cys
i

Leu

Ala

sapiens

Arg
Cys
20

Leu
ser
GIn
Leu
Ala
100
The
Ser
ASn
Pro

Ser
180

Thy
5
Ala
Arg
Arg
Ala
val
85
Pro
Arg
AsSh
Pro
Ile

165
Arg

Thr
Thr
Cys
Leu
ser
70

Pro
val
Gln
Pro
val
150
TYr

Gly

Thr
Pro
Leu
Ala

55
Leu

His
Pro
ser
%
His
ser

Leu

Thr
Pro
Ser
Trp
vatl
Glu
Pro
Ile
Leu
135
Leu
AsSp

GlIn

Trp
Ala
His
40

Pro
Leu
Pro
Asp
Ile
120
Cys
Leu
GIn

Arg

Trp
Ala
Leu
Gly
Pro
Ala
His
5
Cys
Arg
Leu

Ala

156

Ala
Gly
25

ser
Leu
Thr
Asn
Pro
105
Asp
Phe
Phe

val

Ar
185

Ala
Gly
25

His
Ala
Leu
His
Pro
105
Ser
Cys
His
Ser

Leu
185

Arg
10

Pro
Ala
GIn
His
Ala
90

Pro
Thr
His
Pro

Trp
170

g Ala

10°
Pro
Ser
Pro
Leu
Pro
Asp
Ile
Cys
Leu
Glin

170
Arg

Arg Thr Ser

Met
Cys
Pro
Pro
75

ser
Met
Asp
Gly
GIn
158
ser

Arg

Arg
Met
Ala
Leu
Thr
75

Asn
Pro
Asp
Phe
Phe
155
val

Arg

Pro
Cys
Thr
Ala
Leu
Ala
Pro
Pro
140
Glu
val

Thr
Pro
Cys
GIn
60

His
Ala
Pro
Thr
His
140
Pro
Trp

Ala

cys
ser
45

Leu
GlIn
The
Leu
Pro
125
Ala
Ala

val

ser
Cys
Cys
45

Pro
Pro
ser
Met
Asp
125
Gly
Gln

ser

Arg

Arg
ser
Gly
Gly
Trp
Met

Ser
110

Ala.

Phe
Phe

ser

Arg
Ser
30

ser
Thr
Ala
Leu
Ala
110
Pro
Pro
Glu

val

Ala
1S

Arg
Asp
val
Glu
Tyr
9%

Arg
Asp
Ser
Pro

Pro
175

Ala
15

Arg
Gly
Leu
Gln
Thr
95

Leu
Pro
Ala
Ala

val
175

val
Leu
Pro
val
Pro
val
Thr
Gly
Thr
Ala

160
Ala

val
Leu
Asp
Gly
Trp
Met
ser
Ala
Phe
Phe

160
Ser



157

DOCUMENTOS REFERIDOS NA DESCRIQAO

Esta 1ista de documentos referidos pelo autor do presente
pedido de patente foi elaborada apenas para informacdo do
leitor. Ndo ¢é parte 1integrante do documento de patente
europeia. Ndo obstante o cuidado na sua elaboragdo, o IEP
ndo assume qualquer responsabilidade por eventuals erros ou

omissdbes.

Documentos de patente referidos na descrigéo
. WO 9840403 A [0025]

. WO 0140309 A [0025]

. US 6258939 B [0025]

. Us 2003023054 A [0028]

. Us 5010175 A [0055]

. WO 9119735 A [0055]
. WO 9320242 A [0055]
. WO 9200091 A [0055]
. UsS 5288514 A [0055]
. Us 5539083 A [0055]
. US 9610287 W [0055]
. US 5593853 A [0055]
. US 5569588 A [0055]
. US 5549974 A [0055]
. Us 5525735 A [0055]
. Us 5519134 A [0055]
. US 5506337 A [0055]
. US 5559410 A [0059]
. US 5585639 A [0059]
. US 5576220 A [0059]

. US 5541061 A [0059]
. WO 9733602 A, Chesnut [0099]
. WO 9824893 A [0114]
. US 6162963 A [0114]



158

. US 6150584 A [0114]
. US 6114598 A [0114]
. UsS 5837501 A [0123]
. US 5840501 A [0152]
. US 5939533 A [0152]

. US 9804664 W [0161]
. UsS 28883 W [0161]

. Us 0019967 W [01l61]
. GB 2211504 A [0216]

. Us 09359326 B [0261]
. Us 09308503 B [0261]
. UsS 09251835 B [0261]
. Us 09203939 B [0261]
. Us 09038261 B [0261]
. US 08814279 B [0261]
. US 60071141 B [0261]
. US 60124658 B [0261]
. US 60120536 B [0261]
. US 60113230 B [0261]

. EP 04785910 A [0263]
. US 2004017231 W [0263]
. US 60475064 B [0263]

Literatura ndo relacionada com patentes referida na

descrigéo

. Klein et al. Nat. Med., 1997, vol. 3, 402 [0006]

. Su et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1996, vol. 93,
7252 [0006]

. Pinto et al. Clin Cancer Res, (02 September 1996, 1445-
51 [0006]

. Hubert et al. Proc Natl Acad Sci USA., (07 December
1999, vol. 96 (25), 14523-8 [0006]

. Reiter et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1998, wvol.

95, 1735 [0006]



159

Hopp T.P. ; Woods K.R. Proc. Natl. Acad Sci. U.S.A.,
1981, vol. 78, 3824-3828 [0034]

Kyte J. ; Doolittle R.F. J. Mol. Biol., 1982, vol.
157, 105-132 [0035] [0192]

Janin J. Nature, 1979, vol. 277, 491-492 [0036] [0111]
[0192]

Bhaskaran R. ; Ponnuswamy P.K. Int. J. Pept. Protein
Res., 1988, wvol. 32, 242-255 [0037] [0192]

Deleage, G. ; Roux B. Protein Engineering, 1987, vol.
1, 289-294 [0038] [0111] [0192]

Combet C. ; Blanchet C. ; Geourjon C. ; Deléage G.
NPS@: Network Protein Sequence Analysis TIBS, March
2000, wvol. 25 (3), 147-150, hnttp://pbil.ib-cp.fr/cgi-
Lin/npga _auvtomat .pl?page=npsa_nn.html [0043]

K. Hofinann ; W. Stoffel. TMBASE - A database of

membrane spanning protein segments. Biol. Chem. Hoppe-
Seyler, 1993, wvol. 374, 166 [0044]

A hidden Markov model for predicting transmem-brane
helices in protein sequences. Erik L.L. Sonnhammer ;
Gunnar von Heijne ; Anders Krogh. Proc. of Sixth Int.
Conf. on Intelligent Systems for Molecular Biology.
AAAT Press, 1998, 175-182 [0044]

Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989
[0047]

Gallop et al. J. Med. Chem., 1994, vol. 37 (9), 1233-
1251 [0054]

Furka. Pept. Prot. Res., 1991, vol. 37, 487-493 [0055]
Houghton et al. Nature, 1991, vol. 354, 84-88 [0055]
Hobbs et al. Proc. Nat. Acad Sci. USA, 1993, wvol. 90,
6909-6913 [0055]

Hagihara et al. J. Amer. Chem. Soc., 1992, wvol. 114,
6568 [0055]



160

Hirschmann et al. J. Amer. Chem. Soc., 1992, vol. 114,
9217-9218 [0055]

Chen et al. J. Amer. Chem. Soc., 1994, vol. 116, 2661
[0055]

Cho et al. Science, 1993, vol. 261, 1303 [0055]
Campbell et al. J. Org. Chem., 1994, wvol. 59, 658
[0055]

Gordon et al. J. Med. Chem., 1994, wvol. 37, 1385
[0055]

Vaughn et al. Nature Biotechnology, 1996, wvol. 14 (3),
309-314 [0055]

Liang et al. Science, 1996, vol. 274, 1520-1522 [0055]
Baum. C&EN, 18 January 1993, 33 [0055]

Stites et al. Immunology. Lange Publishing, 1994
[0062]

Ausubel et al. Current Protocols in Molecular Biology.
Wiley Interscience Publishers, 1995 [0083]

Sambrook et al. Molecular Cloning_: A Laboratory
Manual. Cold Spring Harbor Press, 1989 [0084]
Krajinovic et al. Mutat. Res., 1998, wvol. 382 (3-4),
81-83 [0092]

Johansson et al. Blood, 1995, vol. 86
(10), 3905-3914 [0092]

Finger et al. P.N.A.S., 1988, wvol. 85 (23), 9158-9162
[0092]

Evans et al. Am. J. Obstet. Gynecol, 1994, wvol. 171
(4), 1055-1057 [0092]

Marrogi et al. J. Cutan. Pathol., 1999, wvol. 26 (8),
369-378 [0093]

Sambrook, J. et al. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, . Cold Spring Harbor Press, 1989 [0096]

Current Protocols 1n Molecular Biology. Wiley and
Sons, 1995 [0096]



161

Sette. Immunogenetics, 1999, vol. 50 (3-4), 201-212
[0099]

Sette et al. J. Immunol., 2001, wvol. 166 (2),
1389-1397 [0099]

Sidney et al. Hum. Immunol., 1997, vol. 58 (1), 12-20
[0099]

Kondo et al. Immunogenetics, 1997, wvol. 45 (4), 249-
258 [0099]

Sidney et al. J. Immunol., wvol. 157 (8), 3480-90
[0099]

Falk et al. Nature, 1991, vol. 351, 290-6 [0099]

Hunt et al. Science, 1992, vol. 255, 1261-3 [0099]
Parker et al. J. Immunol., 1992, wvol. 149, 3580-7
[0099]

Parker et al. J. Immunol., 1994, wvol. 152, 163-75
[0099]

Borras—Cuesta et al. Hum. Immunol., 2000, wvol. 61 (3),
266-278 [0099]

Alexander et al. J. Immunol., 2000, wvol. 164 (3),
1625-1633 [0099]

Alexander et al. PMID: 7895164, UI: 95202582 [0099]
O’Sullivan et al. J. Immunol., 1991, wvol. 147 (8),
2663-2669 [0099]

Alexander et al. Immunity, 1994, vol. 1 (9), 751-761
[0099]

Alexander et al. Immunol. Res., 1998, vol. 18 (2), 79-
92 [0099]

Antibodies: A Laboratory Manual. CSH Press, 1988
[0109]

Harlow. Antibodies. Cold Spring Harbor Press, 1989
[0109]

Donnelly et al. Ann. Rev. Immunol., 1997, wvol. 15,
617-648 [0110]



162

Hopp, T.P. ; Woods, K.R. Proc. Natl. Acad Sci. U.S.A.,
1981, vol. 78, 3824-3828 [011l1]

Kyte, J. ; Doolittle, R.F. J. Mol. Biol., 1982, vol.
157, 105-132 [0111]

Bhaskaran R. ; Ponnuswamy P.K. Int. J Pept. Protein
Res., 1988, wvol. 32, 242-255 [0111]

Jones et al. Nature, 1986, vol. 321, 522-525 [011l3]
Riechmann et al. Nature, 1988, wvol. 332, 323-327
[0113]

Verhoeyen et al. Science, 1988, wvol. 239, 1534-1536
[0113]

Carter et al. Proc. Natl. Acad Sci. USA, 1993, wvol.
89, 4285 [0113]

Sims et al. J. Immunol., 1993, wvol. 151, 2296 [0113]
Vaughan et al. Nature Biotechnology, 1998, wvol. 16,
535-539 [0114]

Building an in vitro immune system: human antibodies
from phage display libraries. Griffiths ; Hoogen-boom.
Protein Engineering of Antibody Molecules for
Prophylactic and Therapeutic Applications 1in Man.
Nottingham Academic, 1993, 45-64 [0114]

Burton ; Barbas. Human Antibodies from combinatorial
libraries, 65-82 [0114]

Jakobovits. FExp. Opin. Invest. Drugs, 1998, wvol. 7
(4), 607-614 [0114]

Wolff et al. Cancer Res., vol. 53, 2560-2565 [011l5]
Alers et al. Lab Invest., 1997, wvol. 77 (5), 437-438
[0123]

Isaacs et al. Cancer Surv., 1995, wvol. 23, 19-32
[0123]

Grever et al. J. Comp. Neurol., 09 December 1996, vol.
376 (2), 306-14 [0123]

Current Protocols In Molecular Biology. 1995 [0125]
[0132]



163

Murphy et al. Prostate, 2000, wvol. 42 (4), 315-317
[0128]

Su et al. Semin. Surg. Oncol., 2000, vol. 18 (1), 17-
28 [0128]

Freeman et al. J Urol, August 1995, vol. 154, 474-8
[0128]

De Marzo et al. Am. J. Pathol., 1999, wvol. 155 (o),
1985-1992 [0132]

Brooks et al. Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev.,
1998, wvol. 7, 531-536 [0132]

Lethe et al. Int. J. Cancer, 1998, wvol. 76 (©6), 903-
908 [0132]

Thomas. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1980, wvol. 177,
5201-5205 [0133]

Verkaik et al. Urol. Res., 1997, wvol. 25, 373-384
[0134]

Ghossein et al. J. Clin. Oncol., 1995, wvol. 13, 1195-
2000 [0134]

Heston et al. Clin. Chem., 1995, wvol. 41, 1687-1688
[0134]

Bocking et al. Anal. Quant Cytol., 1984, wvol. 6 (2),
74-88 [0138]

Epstein. Hum. Pathol., 1995, vol. 26 (2), 223-9 [0138]
Thorson et al. Mod Pathol., 1998, wvol. 11 (6), 543-51
[0138]

Baisden et al. Am. J. Surg. Pathol., 1999, wvol. 23
(8), 918-24 [0138]

Merrill et al. J. Urol., 2000, wvol. 163 (2), 503-5120
[0142]

Polascik et al. J. Urol., August 1999, vol. 162 (2),
293-306 [0142]

Fortier et al. J. Nat. Cancer Inst., 1999, wvol. 91,
1635-1640 [0142]



164

Tulchinsky et al. Int J Mol Med, 04 July 1999, 99-102
[0142]

Minimoto et al. Cancer Detect Prev, 2000, vol. 24 (1),
1-12 [0142]

Sharief et al. Biochem. Mol. Biol. Int., 1994, vol. 33
(3), 567-74 [0143]

Okegawa et al. J. Urol., 2000, vol. 163 (4),
1189-1190 [0143]

Stephan et al. Urology, 2000, wvol. 55 (4), 560-3
[0143]

Alanen et al. Pathol. Res. Pract., 1996, vol. 192 (3),
233-7 [0143]

Alanen et al. Pathol. Res. Pract., 1996, vol. 192 (3),
233-237 [0145] [0153]

Diaz et al. The Breast Journal, 2001, wvol. 7, 40-45
[0148]

Zhang et al. Clinical Cancer Research, 1998, vol. 4,
2669-2676 [0148]

Cao et al. The Journal of Histochemistry and Cyto-
chemistry, 1997, vol. 45, 1547-1557 [0148]

De Potter et al. International Journal of Cancer,
1989, vol. 44, 969-974 [0148]

Caetano—-Anolles, G. Biotechniques, 1998, vol. 25 (3),
472-476478-480 [0151]

Robertson et al. Methods Mol. Biol., 1998, wvol. 98,
121-154 [0151]

Sawai et al. Fetal Diagn. Ther., November 1996, vol.
11 (6), 407-13 [0151]

Current Protocols In Molecular Biology. 1995, wvol. 2
[0151] [0152]

Takahama K. Forensic Sci Int, 28 June 1996, wvol. 80
(1-2), 63-9 [0154]

Saffran et al. Proc Natl Acad Sci USA., 27 February
2001, wvol. 98 (5), 2658-2663 [0161]



165

Amara et al. Cancer Res., 15 June 2001, wvol. 61 (12),
4660-65 [0161]

Reiter et al. Proc Natl Acad Sci USA., 17 February
1998, wvol. 95 (4), 1735-40 [0161]

Argani et al. Cancer Res., 01 June 2001, vol. 61 (11),
4320-24 [0161]

A. Salamov ; V. Solovyev. Ab initio gene finding in
Drosophila genomic DNA. Genome Research., April 2000,
vol. 10 (4), 516-22 [0171]

Southan, C. A genomic perspective on human proteases.
FEBS Lett., 08 June 2001, vol. 498 (2-3), 214-8 [0171]
de Souza, S.J. et al. Identification of human chro-
mosome 22 transcribed sequences with ORF expressed
sequence tags. Proc. Natl Acad Sci USA., 07 November
2000, wvol. 97 (23), 12690-3 [0171]

Brennan, S.0. et al. Albumin banks peninsula: a new
termination variant characterized by electrospray mass
spectrometry. Biochem Biophys Acta, 17 August 1999,
vol. 1433 (1-2), 321-6 [0172]

Ferranti P et al. Differential splicing of pre-messen-—
ger RNA produces multiple forms of mature caprine
alpha(sl)-casein. EurJBiochem., 01 October 1997, wvol.
249 (1), 1-7 [0172]

Wellmann S et al. Specific reverse transcrip-tion-PCR
quantification of wvascular endothelial growth factor
(VEGF) splice variants by LightCycler technology. Clin
Chem., April 2001, vol. 47 (4), 654-60 [0172]

Jia, H.P. et al. Discovery of new human beta-de-
fensins using a genomics-based approach. Gene, 24
January 2001, vol. 263 (1-2), 211-8 [0172]

Brigle, K.E. et al. Organization of the murine reduced
folate carrier gene and identification of wvariant
splice forms. Biochem Biophys Acta, 07 August 1997,
vol. 1353 (2), 191-8 [0172]



166

P. Nowotny ; J. M. Kwon ; A. M. Goate. SNP analysis to
dissect human traits. Curr. Opin. Neurobiol., October
2001, wvol. 11 (5), 637-641 [0177]

M. Pirmohamed ; B. K. Park. Genetic susceptibility to
adverse drug reactions. Trends Pharmacol. Sci., June
2001, wvol. 22 (6), 298-305 [0177]

J. H. Riley ; C. J. Allan ; E. Lai ; A. Roses. The use
of single nucleotide polymorphisms in the isolation of
common disease genes. Pharmacogenomics, February 2000,
vol. 1 (1), 39-47 [0177]

R. Judson ; J. C. Stephens ; A. Windemuth. The
predictive power of haplotypes in clinical response.
Pharmacogenomics, February 2000, wvol. 1 (1), 15-26
[0177]

P. Bean. The promising voyage of SNP target discovery.
Am. Clin. Lab., October 2001, wvol. 20 (9), 18-20
[0178]

K. M. Weiss. In search of human variation. Genome
Res., July 1998, vol. 8 (7), 691-697 [0178]

M. M. She. Enabling large-scale pharmacogenetic
studies by high-throughput mutation detection and
genotyping technologies. Clin. Chem., February 2001,
vol. 47 (2), 164-172 [0178]

Z. Gu ; L. Hillier ; P. Y. Kwok. Single nucleotide
polymorphism hunting in cyberspace. Hum. Mutat., 1998,
vol. 12 (4), 221-225 [0178]

P. Y. Kwok. Methods for genotyping single nucle-otide
polymorphisms. Annu. Rev. Genomics Hum. Genet., 2001,
vol. 2, 235-258 [0178]

M. Kokoris ; K. Dix ; K. Moynihan ; J. Mathis ; B.
Erwin ; P. Grass ; B. Hines ; A. Duesterhoeft. High-
throughput SNP genotyping with the Masscode system.
Mol. Diagn., December 2000, vol. 5 (4), 329-340 [0178]



167

Hopp T.P. ; Woods K.R. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,
1981, vol. 78, 3824-3828 [0192]

Combet C. ; Blanchet C. ; Geourjon C. ; Deléage G.
NPS@: Network Protein Sequence Analysis TIBS, March
2000, wvol. 25 (3), 147-150, hrttp://poil.ib-cp.fr/ogi-

in/npga-automat . pll?page=npsa-nn,htm [0197]

Production of PSCA 1in Prokaryotic Systems. Current
Protocols In Molecular Biology. 1995, vol. 2 [0201]
Linsley, P.S. ; Brady, W. ; Urnes, M. ; Grosmaire, L.
; Damle, N. ; Ledbetter, L. J. Exp. Med, vol. 174,
561-566 [0201]

Welford K. Opt. Quant. Elect., 1991, wvol. 23, 1 [0212]
Morton ; Myszka. Methods 1in Enzymology, 1998, wvol.
295, 268 [0212]

Miki T et al. Oncol Res., 2001, vol. 12, 209 [0217]

Fu X et al. Int. J Cancer., 1991, vol. 49, 938 [0217]
Kaighn, M.E. et al. Invest Urol, 1979, wvol. 17 (1),
16-23 [0219]

Saffran et al. PNAS, 1999, wvol. 10, 1073-1078 [0219]
Saffran, D. et al. PNAS, vol. 10, 1073-1078,
pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.051624698 [0220]

Craft, N. et al. Cancer Res., 1999, vol. 59, 5030-5036
[0224]

Hubert, R.S. et al. Proc Natl. Acad. Sci USA, 1999,
vol. 96 (25), 14523 [0225]

Lin S et al. Cancer Detect Prev., 2001, vol. 25, 202
[0229]

Davidoff AM et al. Clin Cancer Res., 2001, wvol. 7,
2870 [0230]

Solesvik O et al. Eur. J Cancer Clin Oncol., 1984,
vol. 20, 1295 [0230]

Potamianos S. et al. Anticancer Res, 2000, wvol. 20
(27), 925-948 [0233]



168

Meerson, N. R. Hepatology, 1998, wvol. 27, 563-568
[0233]

Divgi et al. J. Natl. Cancer Inst., 1991, wvol. 83, 97-
104 [0235]

Shan et al. Biophys Chem, 1999, vol. 82, 157 [0238]
Yap AS ; Kovacs EM. J Biol Chem, 2003, vol. 160, 11
[0238]

Vestweber D. Curr Opin Cell Biol, 2002, wvol. 14, 587
[0238]

Bloom et al. Mol Biol Cell, 1999, wvol. 10, 1521 [0238]
Brodt P. Cancer Met Rev, 1991, vol. 10, 23 [0238]

Xu, S. Q. et al. J. Biol. Chem., 1998, wvol. 273, 20078
[0238]

Liau L et al. Cancer Res., vol. 60, 1353 [0238]
Donald, C. D et al. Anticancer Res., vol. 21, 3739
[0238]

Smid-Koopman E et al. Br J Cancer., 2000, vol. 83, 246
[0242]

Chen K et al. Thyroid., 2001, vol. 11, 41 [0242]
JNeurochem., 2001, vol. 76, 217-223 [0245]

Kouklis. J Biol Chem., 2003, vol. 278, 16230 [0245]
Cell Growth Differ, 2000, vol. 11, 279 [0245]

J Biol Chem., 1999, vol. 274, 801 [0245]

Oncogene, 2000, vol. 19, 3003 [0245]

J. Cell Biol., 1997, vol. 138, 913 [0245]

Fraser SP ; Grimes JA ; Djamgoz MB. Prostate, 2000,
vol. 44, 61 [02409]

Johnson DE ; Ochieng J ; Evans SL. Anticancer Drugs,
1996, vol. 7, 288 [0249]

Cancer Res., 1999, vol. 59, 6010 [0251]

Abdel-Malek ZA. J Cell Physiol., 1988, wvol. 136, 247
[0252]

Hanahan D ; Folkman J. Cell, 1996, vol. 86, 353 [0254]
Folkman. J. Endocrinology, 1998, wvol. 139, 441 [0254]



169

Curr Opin Chem Biol., 1999, vol. 3, 64 [0258]



1. Um

REIVINDICACOES

método in vitro para detectar a presenga de um

polinucleétido PSCA numa amostra de teste derivada de um

individuo como um indicador da presenca de cancro dque

compreende:

colocar a amostra em contacto com uma sonda que se liga

especificamente ao polinucledtido PSCA, e

detectar a ligacdo da sonda ao polinucledétido PSCA, em

que o polinucledétido PSCA ¢é seleccionado a partir do

grupo
(a)
SEQ
424
(b)
SEQ
424
(c)
SEQ
424
(d)
SEQ
424
(e)
SEQ
424
(f)
SEQ
424
(9)
SEQ
424

que consiste em:
um polinucledétido que compreende a sequéncia de
ID NO:11, desde o numero de residuo de nucledtido
até 993;
um polinucledétido que compreende a sequéncia de
ID NO: 11, desde o numero de residuo de nucledtido
até 993, em que o residuo de nucledtido em 521 é T;
um polinucledétido que compreende a sequéncia de
ID NO:11, desde o numero de residuo de nucledtido
até 993, em que o residuo de nucledétido em 578 é C;
um polinucledétido que compreende a sequéncia de
ID NO:11, desde o numero de residuo de nucledtido
até 993, em que o residuo de nucledétido em 649 é G;
um polinucledétido que compreende a sequéncia de
ID NO:11, desde o numero de residuo de nucledtido
até 993, em que o residuo de nucledétido em 653 é T;
um polinucledétido que compreende a sequéncia de
ID NO:11, desde o numero de residuo de nucledtido
até 993, em que o residuo de nucledétido em 721 é A;
um polinucledétido que compreende a sequéncia de
ID NO: 11, desde o numero de residuo de nucledtido

até 993, em que o residuo de nucledétido em 781 é A;



(h) um polinucledétido que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO: 11, desde o numero de residuo de nucledtido
424 até 993, em que o residuo de nucledtido em 788 é G;
(1) um polinucledétido que compreende a sequéncia de
SEQ ID NO:11, desde o numero de residuo de nucledtido
424 até 993, em que o residuo de nucledétido em 989 & A;
e
(j) um polinucledétido completamente complementar a um
polinucledétido de qualquer um de (a) a (i);
em gque a etapa de deteccao compreende comparar uma
quantidade de ligacdo da sonda que se liga especificamente
ao polinucledétido PSCA a quantidade de ligacdo da sonda ao
polinucledtido numa amostra de tecido normal
correspondente, e em que a presenca de polinucledétido PSCA
elevado na amostra de teste em relacdo a amostra de tecido

normal proporciona uma indicacado da presenca de cancro.

2. 0O método de acordo com a reivindicagdao 1, em que o
polinucledtido PSCA & um ADNc produzido a partir da amostra

por transcrigao reversa.

3. O método de acordo com a reivindicacao 1, em que o

polinucledétido € um ARNm.

4. O método de acordo com a reivindicacadao 1, em que o
cancro € seleccionado a partir do grupo gque consiste em
cancro da probstata, bexiga, rim, cdélon, pulmdo, ovario,

mama, e pancreas.

5. Um método in vitro para detectar a presenga de uma
proteina PSCA que tem uma sequéncia seleccionada a partir
do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 14, 21, 22, 23, 24,

25, 26, 27, e 28 numa amostra de teste derivada de um



individuo como um indicador da presenca de cancro que

compreende:
colocar a amostra em contacto com um anticorpo ou
fragmento do mesmo que se liga especificamente a proteina
PSCA, e detectar uma quantidade de ligacdo do anticorpo
ou fragmento do mesmo a proteina PSCA na amostra de teste
e comparar a ligacdo do anticorpo ou fragmento do mesmo a
proteina numa amostra de tecido normal, em que a presenca
de proteina PSCA elevada na amostra de teste em relagdo a
amostra de tecido normal proporciona uma indicacao da

presenca de cancro.

6. O método de acordo com a reivindicacadao 5, em que o

anticorpo ou fragmento do mesmo ¢ monoclonal.

7. O método de acordo com a reivindicacdao 5 ou 6 em que a
etapa de deteccado compreende comparar uma quantidade de
ligagcdo de um anticorpo que se liga especificamente a
proteina PSCA na amostra de teste e numa amostra normal

correspondente.

8. O método de acordo com a reivindicacao 5, em que o
cancro € seleccionado a partir do grupo gque consiste em
cancro da probstata, bexiga, rim, cdélon, pulmdo, ovario,

mama e pancreas.
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Fig. 2A

A sequéncia de ADNc (SEQ ID NO: 3) e aminodcidos (SEQ ID
NO: 6) de PSCA v.l. A sequéncia Kozak mostra-se em negrito,
a metionina de iniciagdo estd sublinhada. A grelha de
leitura aberta estende-se desde o &cido nucleico 18 ao 389

incluindo o coddo de terminacgéo.

M K A VvV L L AL L MAGULAL
1 agggagaggcagtgaccATGAAGGCTETGCTGCTTGCCCTGTTGATGEGCAGGCTTGECCC
16 ¢ P 6 T AL L CY 8 ¢C K A QV S NETUDC
61 TGCAGCCAGGCACTGCCCTGCTETECTACTCCTGCAAAGCCCAGGTGAGCARCCGAGGACT
36 L Q V E N CT Q L 6 BE Q € W T AU RTIRA
121 GCCTGCAGGTGGAGAACTGCACCCAGCTEGGGGAGCAGTGCTGGACCGCGCGCATCCGCG
S6 vV 6 L L TV I S K G C 3 L N CV DD § @Q
181 CAGTTGGCCTCCTGACCGTCATCAGCAAAGGCTGCAGCTTGAACTGCGTGCATGACTCAC
76 P ¥ ¥ vV 6 K X ¥ T T C¢cC D TUD UL C N A S
241 AGGACTACTACGTGGGCAAGAAGAACATCACGTGCTGTGACACCGACTTGTGCAACGCCA
96 G A HA L Q P A A A I L AL L P AL G L
301 GCGGGGCCCATGCCCTECACGCCGECTGCCECCATCCTTECGCTGCTCCCTGCACTCGGCT
116 L L W G P G Q L *
361 TGCTGCTCTGGGGACCCGGCCAGCTATAGYgcEctggggggeccocgetgrageccacacty
421 ggtgtggtgccccaggcoctttgtgecactecteacagaacctggcccagtgggagectgt
481 cctggttectgaggcacatectaacgcaagtttgaccatgtatgtttgecaccecttttee
S41 ccnaaccctgaccttcccatygggecttttecaggattcccacecggeagatecagtittag
601 tgacacagatcegectgcagatggoocctocaaccottteotgttgetgtttecatggeee
661 agcattttccacccttaaccctgtgttcaggcacttettcececaggaagecttccctge
721 ceaceccatttatgaattgagccaggtttggtecgtggtgteccoccgecacccageagaqg
781 acaggcaatcaggagggcccagtaaaggctgagatgaagtggactgagtagaactggagg
B41 acaagagttgacgtgagttccetgggagtttecagagatggggoectggaggectggaggaa
901 ggggccaggcctcacatttgtggggetcocgaatggecagectgagecacagegtaggeoet

961 taataaacacctgttggataagccaaaaaa
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Fig. 2B

A sequéncia de ADNc (SEQ ID NO: 1) e aminoacidos (SEQ ID
NO: 4) de PSCA v.2. A sequéncia Kozak mostra-se em negrito,
a metionina de iniciagdo estd sublinhada. A grelha de
leitura aberta estende-se desde o acido nucleico 56 ao 427

incluindo o coddo de terminagédo.

M K
1 tttgaggecatataaagteacctgaggecctetecaccacageccaccagtgaccATGAA
AV L L A L L M A G L A L Q P G T & L L
61 GGCTGTGCTCCTTGCCCTGTTGATGCCAGEGCTTGGCCCTGCAGCCAGGCACTGCCCTGCTY
23 C ¥ § ¢ K A& Q VvV 8 N E D C L g V E N C T
121 GTGCTACTCCTGCAAAGCCCAGGTGAGCAACGAGEACTGCCTGCAGCTGGAGAACTGCAC
43 Q0 L G E g ¢ Ww T A R I R A V GG L L T V I
181 CCAGCTGGGEGAGCAGTGCTGGACCGCGCGCATCCGCGCAGTTGGCCTCCTGACCGTCAT
63 § X 8 ¢ 8¢ L N C V B D 8 Q D Y ¥ ¥V 6 K K
241 CAGCAAAGGCTGCAGCTTGAACTGCGTGGATGACTCACAGGACTACTACGTGCGGCAAGAA
83 ¥ ¥ T ¢ ¢ p T D L C N A S8 G A H AL Q P
301 GAACATCACGTGCTGTCEACACCGACTTETGCAACGCCAGCGGGGCCCATGCCCTGLAGCC
i¢3 A A A I L A L L P A L G L L L W & P G Q
361 GGCTGCCGCCATCCTTIGCGCTGCTCCCTGCACTCGGCCTECTECTCTGGREACCCGGCCA
123 L +
421 GCTATAGgetctggggggecocgotgeageccacactgggtgtggtgeeccaggectotyg
481 tgccactcctcacacacceggoocagtgggagectgtectggttectgaggracatecta
541 acgcaagtcotgaccatgtatgtetgecgoooctgtececccacectgaccoeteccatggoece
601 tctccaggacteccacceggcagateggetetattgacacagatecgeetgeoagatggee
661 ccotcecaaccetetetgetgetgtttecatggeccageattetccacecttaaceectgtge
721 tcaggcacchtcticcecccaggaagecticcctgeecaceccatetatgacttgagecagy
781 tctggtccgtggtgtceecoegeacceageaggggacaggocacteaggagggeceggtaaa
841 ggctgagatgaagtggactgagtagaactggaggacaggagtecgacgtgagttoctggga
901 gtetecagagatggggoctggaggectggaggaaggggecaggecteacattegtgggge
961 tcectgaatggragoctcageacagegtaggeccttaataaacaccotgttggataageea
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Fig. 2C

A sequéncia de ADNc (SEQ ID NO: 7) aminodcidos (SEQ ID NO:
10) de PSCA v.3. A sequéncia Kozak mostra-se em negrito, e
a metionina de iniciagdo estd sublinhada. A grelha de
leitura aberta estende-se desde o Acido nucleico 423 ao 707

incluindo o coddo de terminacgédo.

1 tttgaggccatataaagteacctgaggeccteteccaccacageccaceagtgacecatgaa
61 ggctgtgctgctigeoctgttgatggcaggettggeectgeagecaggecactgeeectget
121 gtgctacteoctgcaaageccaggegeagttggectectgacegteatcageaaaggetge
181 agcttgaactgcgtggatgactcacaggactactacgtgggcaagaagaacatcacgtyge
241 tgtgacaccgacttgtgeacteggectgetgetetggggaccoggecagetataggetcet
301 ggggggcccecgctgcageccacactggytgtggtgeaecaggectaetgtgacactectea
361 cacacceggecocagtgggagoetygtectggttectgaggoacatectaacgeaagtoctga
1 M Y v C A P ¥V P H P D P P M AL 8 R T P
421 ccATGTATGTCTGCGCCCCTGTCCCCCACCCTGACCCTCCCATGGCCCTCTCCAGGACTC
21 T R ¢ I ¢ & I » ¥™T D P P A DG P S8 N P L
481 CCACCCGGCAGATCGGCTCTATTGACACAGATCCGCCTGCAGATGGCCCCTCCAACCCTC
41 ¢ ¢ ¢ F H GG P A F 8§ T L NPV L, R B L F
541 TCTGCTGCTGTTTCCATGGCCCAGCATTCTCCACCCTTAACCCTETGCTCAGGCACCTCT
61 P Q E A F P A H P I Y D L 8 Q V W s V V
601 TCCCCCAGGAAGCCTTCCCTGCCCACCCCATCTATGACTTGAGCCAGGTCTGGTCCGTGG
81 S P A P 8 R G Q A L R R A R ~
661 TGTCCCCCGCACCCAGCAGGGGACAGGCACTCAGGAGGGCCCGGTARaggctgagatgaa
721 gtggactgagtagaactggaggacaggagtcgacgtgagttectgggagtetecagagat
781 ggggectggaggectggaggaaggggocaggecteacattegtaggggetecctgaatgge
841 agcctcageacagogtagygcccettaataaacacctgttggataageca
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Fig. 2D

A sequéncia de ADNc (SEQ ID NO: 11) e aminodcidos (SEQ ID
NO: 14) de PSCA v.4. A metionina de iniciagdo estéd
sublinhada. A grelha de leitura aberta estende-se desde o

dcido nucleico 424 ao 993 incluindo o coddo de terminacgédo.

1 gacagtgaacaotgegetgaaggoegttggggetoctgcagtbotggggoagoecacaggeg
61 ccragggtttegtgocgateageocaggacggtettooceggtgeagtttetgatgogggyg
121 agggeagtgectgectteccggteaccaggaccagigetecageeogectgettgacceeott
181 acttagetggggtcecaatecatacocaatitagatgattecagacgatgggattigaaact
241 tttgaactgggtgogacttaagractgooctgotgtgetacteetgeaaagooccaggtga
3101 gcaacgaggactgoctgcaggtggagaactgecacccagetgggggageagtgetygaceyg
3sl cgcgcatccgcgcagttggcctcctgaccgtcatcagcaaaggctgcagcttgaactgcg
1 ¥M T H R T T T W A R R T 8 R A V T ¢ T
421 tggATGACTCACAGEACTACTACGTGCGCARGAAGAACATCACGTGCTGTGACACCGACT
20C A T P A G P M P C 8 R L P P S L R C S
481 TGTGCAACGCCAGCGGGGCCCATGCCCTGCAGCCEGLTCCCGCCATCCTTECGCTGCTCC
40 L H &8 A ¢ ¢ 8§ G P P A 8 ¥ R L W G A P L
541 CTGCACTCGGCCTECTECTCTGGGEACCCEECCAGCTATAGGCTCTGGEEGECCCLGLTG
§0Qg P T L G V V P Q A 8 V P L L T H P A Q
601 CAGCCCACACTGGGTETGETGCCCCAGGCCTCTEGTGCCACTCCTCACACACCCGETCCAG
BOW B P V L V P E A H P N A S L T MM Y V C
661 TEGEAGCCTGTCCTGGTTCCTEAGCCACATCCTAMCGCAAGTCTGACCATGTATGTCTGT
ig0Aa P V P H P D P P M A L 8 R T P T R Q I
721 GCCCCTETCCCCCACCCTCACCCTCCCATGECCCTCTCCAGGACTCCCACCCGGCAGATC
1206 8 I p T P P P A D G P § NP L CC C F
781 GGCTCTATTGACACAGATCCGCCTGCAGATEGCCCCTCCAACCCTOTCTGCTGCTGTTTC
140 H G P A F 8 T L. N P V L R H L F P Qg E A
841 CATGGCCCAGCATTCTCCACCCTTAACCCTGTGCTCAGGCACCTCTTCCCCCAGGAAGCC
160 F P A H P I Y D L 8§ Q V¥V W S8 VvV V 8 P A P
01 TTCCCTCCCCACCCCATCTATGACTTCGAGCCAGETCTGETCCEGTGGTGTCCCCCGCACCT
180 8 R ¢ Q & L R R A R ¥
961 AGCAGGUEGACAGGCACTCAGGAGGECCCEGTARaggctgagatgaagtggactgagtaga
1021 actggaggacaggagtogacgtgagttoctgggagtoeteccagagatggyggoctggaggee
1081 tggaggaaggggccaggccteacattogtggggetecectgaatggcagectcageacage
1141 gtaggcccttaataaacaccetgttggataagecea
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Fig. 2E

A sequéncia de ADNc (SEQ ID NO: 15) e aminoadcidos (SEQ ID
NO: 18) de PSCA v.5. A metionina de iniciagdo estéd
sublinhada. A grelha de leitura aberta estende-se desde o

dcido nucleico 910 ao 1479 incluindo o coddo de terminagédo.
1 gacagtgaaccctgegotgaaggeyttggggetectgoagtictggggoagceacaggeyg
61 cecagggrticgtgccgateageecaggacggtettecocggtgeagtttotgatgegygy
121 agggcagtgetgeottoeggtoaccaggaccagtgectecagececgectgettgacecectt
181 acttagctygggtccaatecatacccaatttagatgaticagacgatgggatttgaaact
241 tttgaactgggtgcgacttaagcactgeontgetytygetactectgearageccaggtga
301 gcaacgaggactgectgraggtggagaactgecacceagetgggggageagtgetggacey
361 cgegcatecgtgagtgggyggacgacagecgeraggoctaggtetetgecactgaactat
421 taatctttctggcecatctyteoecgeatoctgtgtgetgttttocttecacectgteceocgace
481 cgtcecgracctgoaccoecaaacaatcacceageatetgtecetocagecateatecten
541 atctgecactectecacteatetgboectenceatocktecatestocactootecacena
601 tetgtecchkecccateooehgagetcacttacteacteacoecatibotgacgeteagegy
8§61 gtggtcocatetgectoggacatetggatagygetgagaccagggcogagaccaggeccte
721 geactgcttgcaatoctgaggocageccagggggacketagagcattaggcagygtagga
781 caggaggaggcctggggcaggtoaggeaggtgagcacacagggeageoecateccaggat
841 coegotgetoccragyogeagtiggectestgacegtecatcageaaaggatgeagotiga
1 M T B R T T T W A RRT S R AV T
901 actgegtggATGACTCACAGRACTACTACGTGGGCARGAAGAACATCACGTGCTGTGACA
i¢ # T € A T P & G P M P C 8 R Lk P P 8 L R
961 CCGACTTGTGCAACGCCAGCOGGECLCATGCCCTGCAGCCGELTECCGCCATCOTTECED
38¢C § L B 8B A C C 8 6 p P A 8 Y R L W G A
1021 TGCTCCCTGCACTCRGCCTGUTGUTCTGGGECACCCGGCCAGCTATAGEC TCTAGHARGCC
58P L Q P T L G V V P Q A 8 V P L L P H P
1081 CCGCTECAGCCCACACTGGUTRTGGTECCCCAGGCUTCTGTEGCCACTCCTCACACACCCG
A Q W E P V L V P E A H P N A S L T M Y
1141 GCCCAGTGEGAGCCTETCUTGETTCCTGAGGCACATCCTAACGCAAGTCTCACCATGTAT
98 vV ¢ A P VvV P H P D P P M A L S R T P T R
1201 GTCTGLGCQCCTGTCCCCCACCCTGACCCTCCCATGGCTCTCTCCAGGACTCCCACCCGE
it8Q I 6 s I O T R P P A D G P S N P L C C
1261 CAGATCGOCTCTATTGACACAGATCCGCCTGTAGATGGUCCCTCCAACCCTCYCTGCTGE
138 ¢C F H ¢ P A F 858 T L N P V L R H L F P Q
1321 TGTTTCCATGECCCAGCAT TCTCCACCCTTARCCCTGTOCTCAGECACCTCTTCCCCCAG
1s8 B A F P A H P I ¥ D L 8 Q ¥ W 8 VvV V g8 P
1381 GAAGCCTTCCCTRCOCACCCOATCTATGACT TAAGCCACGGTCTGETCCGTGETGTCCCCT
178 A P 8 R G Q A L. R R A R *
1441 GCACCCACCAGGCEALACGCACTCAGGAGGGUCTGETAAAggrtgagatgaagtggacty
1801 agtagaactggaggacagyagtogacgtgagttectgggagtotecagagatggygecty
1561 gaggcctggaggaaggggecaggecteacattegtggggetocctgaatggeagooteag
1621 cacagcgtaggeccttaataaacacctgtrggataageea
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Fig. 2F

A sequéncia de ADNc (SEQ ID NO: 19) e aminoAcidos (SEQ ID
NO: 20) de PSCA v.6. A sequéncia Kozak mostra-se em
negrito, a metionina de iniciagdo estd sublinhada. A grelha
de leitura aberta estende-se desde o acido nucleico 83 ao

427 incluindo o codédo de terminacgéao.

1 tttgaggccatataaagtcecacctgaggecctcetecaccacageccaccagtgaccatgaa
M A GG L A L Q P G T A L L
61 ggetgtgctgettgecctgt tgATGGCAGGCTTGGCCCTGCAGCCAGGCACTGCCCTGET
14 C ¥ 8 €C K A Q vV 8 N BE D CL Q V ENOQCT
121 GTGCTACTCCTGCAAAGCCCACGTGAGCAACGAGGACTGCCTGCAGCTEGAGAACTGCAC
34 QL ¢ E Q C w TAURTIWIRAUYVGLIULTV I
181 CCAGCTGGGCGAGCAGTGCTGGACCGCGCGCATCCGCGCAGTTGGCCTCCTGACCGTCAT
54 8 K 6 ¢ s L N C V D P 8 Q D Y ¥ VvV G K K
241 CAGCAAAGGCTGCAGCTTGAACTGCGTGGATGACTCACAGGACTACTACGTGGGCAAGAA
74 N I T ¢ € D T D L € N A 5 G A H A L @ P
301 GAACATCACGTGCTGTGACACCGACTTGTGCAACGCCAGCEGGGGCCCATGCCCTGCAGCC
4 A A A I L A LL PAULGULULULWGUP G Q
361 GGCTGCCGCCATCCTTECGCTGCTCCCTGLACTCGGCCTGCTEGCTCTGGECACCCEGCCA
114 L *
421 GCTATAGgctctggggggcccegcetgeagooccacactgggtgtyggtgeocccaggectetyg
481 tgccactcctcacacacccggcccagtgggagectgtectggttectgaggcacatecta
541 acgcaagtctgaccatgtatgtctgecgeccctgtocecccaccoctgaccctaccatggeee
601 tctccaggactcecacceggcagatcggetctattgacacagatecgectgecagatggec
661 cctecaaccctetetgetgetgtttocatggeccageattetecacecttaaccetgtge
721 tcaggcacctcettcocoeccaggaagecttcoctgeccacecccatctatgacttgagecagyg
781 tctggtecgtggtgtecccocgeacccagoaggggacaggcactcaggagggeccggtaaa
841 ggctgagatgaagtggactgagtagaactggaggacaggagtoegacgtgagttcectggga
901 gteteccagagatggggectggaggectggaggaaggggecaggeetecacattegtgggge
861 tccctgaatggcagoctcagcacagcgtaggeccttaataaacacctgttggataagoca
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Fig. 2G

Variantes de SNP de PSCA v.2, PSCA v.7 a v.18. As proteinas
PSCA v.7 a v.18 tém 123 aminodcidos. As Variantes PSCA v.7
a v.18 sdo variantes com diferenga de nucledétido simples de
PSCA v.2, e codificam a mesma proteina que v.2. Embora
estas variantes de SNP sejam mostradas por separado, também
podem aparecer em qualquer combinag¢do e em qualquer das
variantes de transcrito enumeradas anteriormente nas

Figuras 2A a 2F.

Variante |Posigdo de| Variagdo | Variagdo de
PSCA v.7 367 C/T Variante
PSCA v.8 424 pA/C Variante
PSCA v.9 495 C/G Variante
PSCA v.10 499 C/T Variante
PSCA v.1l1 563 C/T Variante
PSCA v.12 567 G/A Variante
PSCA v.13 627 G/A Variante
PSCA v.14 634 T/G Variante
PSCA v.15 835 G/A Variante
PSCA v.16 847 G/A Variante
PSCA v.17 878 G/A Variante
PSCA v.18 978 C/G Variante




Variantes de SNP de PSCA v.4,
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Fig. 2H

PSCA v.19 a v.30. As
proteinas PSCA v.19 a v.30 tém 189 aminoacidos. As

variantes de PSCA v.19 a v.30 sdo variantes com diferenca

de nucleétido simples de PSCA v.4. As proteinas PSCA v.9,

v.10, v.11, v.24 e v.25 diferem de PSCA v.l num aminoacido.

PSCA v.23, v.28, v.29 e v.30 codificam a mesma proteina que

v.4. Embora estas variantes de SNP sejam mostradas por

separado, também podem aparecer em qualquer combinagdo e em

qualquer das variantes de transcrito v.3 e v.4.

Variante Posigéao Variagdo |Posigdo de | Variagdo de
de Acido | de &cido | aminoacido | aminodcido
nucleico nucleico

PSCA v.19 521 C/T 33 P/L

PSCA v.20 578 A/C 52 E/S

PSCA v.21 649 C/G 76 H/D

PSCA v.22 653 C/T 77 P/L

PSCA v.23 717 C/T 98 Variante

silenciosa

PSCA v.24 721 G/A 100 A/T

PSCA v.25 781 G/A 120 G/S

PSCA v.26 788 T/G 122 I/S

PSCA v.27 989 G/A 189 R/Q

PSCA v.28 1001 G/A Variante

silenciosa

PSCA v.29 1032 G/A Variante

silenciosa

PSCA v.30 1132 C/G Variante

silenciosa
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Fig. 3A
Sequéncia de aminodcidos de PSCA v.1l (SEQ ID NO: 6). A

proteina PSCA v.l1l tem 123 aminodcidos.
1L MKAVLLALLM AGLALQPGTA LLCYSCKAQV SNEDCLQVEN CTQLGEQCWT ARIRAVGLLT

61 VISKGCSLNC VDDSQDYYVG KKNITCCDTD LCNASGAHAL QPAAAILALL PALGLLLWGP
121 GQL
Fig. 3B

Sequéncia de aminoadcidos de PSCA v.3 (SEQ ID NO: 10). A

proteina PSCA v.3 tem 94 aminoacidos.
1 MYVCAPVPHP DPPMALSRTP TRQIGSIDTD PPADGPSNPL CCCFHGPAFS TLNPVLRHLF

61 PQEAFPAHPI YDLSQVWSVV SPAPSRGQAL RRAR

Fig. 3C
Sequéncia de aminodcidos de PSCA v.4 (SEQ ID NO: 14). A

proteina PSCA v.4 tem 189 aminodcidos.
1 MTHRTTTWAR RTSRAVTPTC ATPAGPMPCS RLPPSLRCSL HSACCSGDPA SYRLWGAPLQ

61 PTLGVVPQAS VPLLTHPAQW EPVLVPEAHP NASLTMYVCA PVPHPDPPMA LSRTPTRQIG
121 SIDTDPPADG PSNPLCCCFH GPAFSTLNEV LRHLFPQEAF PAHPIYDLSQ VWSVVSPAPS
181 RGQALRRAR

Fig. 3D
Sequéncia de aminodcidos de PSCA v.6 (SEQ ID NO: 20). A

proteina PSCA v.6 tem 114 aminodcidos.
1 MAGLALQPGT ALLCYSCKAQ VSNEDCLQVE NCTQLGEQCW TARIRAVGLL TVISKGCSLN

61 CVDDSQDYYV GKKNITCCDT DLCNASGAHA LQPAAAILAL LPALGLLLWG PGQL
Fig. 3E
Sequéncia de aminodcidos de PSCA v.19 (SEQ ID NO: 21). A

proteina PSCA v.19 tem 189 aminodcidos.
1 MTHRTTTWAR RTSRAVTPTC ATPAGPMECS RLLPSLRCSL HSACCSGDPA SYRLWGAPLQ

61 PTLGVVPQAS VPLLTHPAQW EPVLVPEAHP NASLTMYVCA PVPHPDPPMA LSRTPTRQIG
121 SIDTDPPADG PSNPLCCCFH GPAFSTLNPV LRHLFPQEAF PAHPIYDLSQ VWSVVSPAPS

181 RGQALRRAR
Fig. 3F
Sequéncia de aminodcidos de PSCA v.20 (SEQ ID NO: 22). A

proteina PSCA v.20 tem 189 aminodcidos.
1 MTHRTTTWAR RTSRAVPTPTC ATPAGPMPCS RLPPSLRCSL HSACCSGDPA SSRLWGAPLQ

61 PTLGVVPQAS VPLLTHPAQW EPVLVPEAHP NASLTMYVCA PVEHPDPPMA LSRTPTRQIG
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121 SIDTDPPADG PSNPLCCCFH GPAFSTLNDV LRHLPPQEAF PAHPIYDLSQ VWSVVSPAPS
181 RGQALRRAR

Fig. 3G

Sequéncia de aminodcidos de PSCA v.21 (SEQ ID NO: 23). A
proteina PSCA v.21 tem 189 aminodcidos.
1 MTHRTTTWAR RTSRAVTPTC ATPAGPMPCS RLPPSLRCSL HSACCSGDPA SYRLWGAPLQ
61 PTLGVVEQAS VPLLTDPAQW EPVLVPEAHP NASLTMYVCA PVPHPDPPMA LSRTPTRQIG

121 SIDTDPPADG PSNPLCCCFH GPAFSTLNPV LRHLFPQEARF PAHPIYDLSQ VWSVVSPAPS
181 RGQALRRAR

Fig. 3H

Sequéncia de aminodcidos de PSCA v.22 (SEQ ID NO: 24). A
proteina PSCA v.22 tem 189 aminoacidos.
1 MTHRTTTWAR RTSRAVTPTC ATPAGPMPCS RLPPSLRCSL HSACCSGDPA SYRLWGAPLQ
61 PTLGVVPQAS VPLLTHLAQW EPVLVPEAHP NASLTMYVCA PVPHPDPPMA LSRTPTRQIG
121 SIDTDPPADG PSNPLCCCFH GPAFSTLNPV LRELFPQEAF PAHPIYDLSQ VWSVVSPAPS
181 RGQALRRAR
Fig. 3T

Sequéncia de aminodcidos de PSCA v.24 (SEQ ID NO: 25). A

proteina PSCA v.24 tem 189 aminodcidos.
1 MTHRTTTWAR RTSRAVTPTC ATPAGPMPCS RLPPSLRCSL HSACCSGDPA SYRLWGAPLQ

61 PTLGVVPQAS VPLLTHPAQW EPFVLVPEAHP NASLTMYVCT PVPHPDPPMA LSRTPTRQIG

121 SIDTDFPADG PSNPLCCCFH GPAFSTLNPV LRHLFPQEAF PAHPIYDLSQ VWSVVSPAFPS
181 RGOALRRAR

Fig. 3J

Sequéncia de aminodcidos de PSCA v.25 (SEQ ID NO: 26). A

proteina PSCA v.25 tem 189 aminodcidos.
1 MTHRTTTWAR RTSRAVTPTC ATPAGPMPCS RLPPSLRCSL HSACCSGDPA SYRLWGAPLQ
61 PTLGVVPQAS VPLLTHPAQW EPVLVPEAHP NASLTMYVCA PVPHPDFPMA LSRTPTRQIS
121 SIDTDPPADG PSNPLCCCFH GPAFSTLNPV LRHLFPQEAF PAHPIYDLSQ VWSVVSPAPS
181 RGOALRRAR

Fig. 3K

Sequéncia de aminodcidos de PSCA v.26 (SEQ ID NO: 27). A

proteina PSCA v.26 tem 189 aminodcidos.
1 MTHRTTTWAR RTSRAVTPTC ATPAGPMPCS RLPPSLRCSL HSACCSGDPA SYRLWGAPLQ
61 PTLGVVPQAS VPLLTHPAQW EPVLVPEAHP NASLTMYVCA FVPHPDPPMA LSRTPTRQIG

121 SSDTDPPADG PSNPLCCCFH GPAFSTLNPV LRHLFPQEAF PAHPIYDLSQ VWSVVSPAPS
181 RGOALRRAR
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Fig. 3L
Sequéncia de aminodcidos de PSCA v.27 (SEQ ID NO: 28). A

proteina PSCA v.27 tem 189 aminodcidos.
1 MTHRTTTWAR RTSRAVTPTC ATPAGPMPCS RLPPSLRCSL HSACCSGDPA SYRLWGAPLQ

61 PTLGVVPQAS VPLLTHPAQW EPVLVPEAHP NASLTMYVCA PVPHFDPPMA LSRTPTRQIG
121 SIDTDPPADG PSNPLCCCFH GPAFSTLNPV LRHLFPQEAF PAHPIYDLSQ VWSVVSPAPS

181 RGQALRRAQ

Fig. 4

Alinhamento de PSCA v.4 (SEQ ID NO: 14) com homdlogos
conhecidos

Alinhamento com antigénio de células estaminais de prdéstata
humana (gi 27482160) (SEQ ID NO: 30)

Pontuacao = 277 bits (708), Expectativa = 8e-74

Identidades = 187/189 (98 %), Positivos 187/189 (98 %)

Consulta: 1 MTHRTTTWARRTSRAVTPTCATPAGPMPCSRLPPSLRCSLHSACCSGDPASYRLRGARPLY 60
MTHRTTTWARRTSRAVTPTCATPAGPMPCSRL PSLRCSLHSACCSGDPAS RLWGAPLQ
Objeto: 1 MTHRTTTWARRTSRAVTPTCATPAGPMPCSRLLPSLRCSLHSACCSGDPASSRLWGAPLY 60

Consulta: 61 PTLGVVPQASVPLLTHPAQWEPVLVPEAHPNASLTMYVCAPVPHPDPPMALSRTPTRQIG 120
PTLGVVPQASVPLLTHPAQWEPVLVPEAHPNASLTMYVCAPVPHPDPPMALSRTPTRQIG
Objete: €1 PTLGVVPQASVPLLTHPAQWEPVLVPEAHPNASLTMYVCAPVPHPDPPMALSRTPTRQIG 120

Consulta: 121 SIDTDPPADGPSNPLCCCFHGPAFSTLNPVLRHLFPQEAFPAHPIYDLSQVWSVVSPAPS 180
SIDTDPPADGPSNPLCCCFHGPAFSTLNPVLRELFPQEAFPAHPIYDLSQVWSVVSPAPS
Objeto: 121 SIDTDPPADGPSNPLCCCFHGPAFSTLNPVLRHLFPQEAFPAHPIVDLSQVWSVVSPAPS 180

Consulta: 181 RGQALRRAR 189
RGQALRRAR
Objeto: 181 RGQALRRAR 189
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