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DESCRIPCION
Una proteina especifica de préstata y testiculos altamente expresada en el cancer de préstata

La presente solicitud reivindica los beneficios de la solicitud de patente provisional de los Estados Unidos niumero
60/178.560, depositada el 26 de enero del 2000.

Campo de la invencion

La presente invencién aqui descrita esta relacionada con un nuevo gen y la proteina que codifica, denominada
84P2A9, y con los métodos diagndsticos y terapéuticos y las composiciones utiles en el manejo de diferentes cancel’
res que expresan la 84P2A9, en particular los canceres de prostata.

Antecendentes de la invencién

El cancer es la segunda causa principal de muerte en humanos después de las enfermedades coronarias. En todo el
mundo, millones de personas mueren de cancer cada afio. Sdlo en los Estados Unidos, el cancer causa la muerte
de mas de medio millén de personas anualmente, con alrededor de 1,4 millones de nuevos casos diagnosticados
por afio. Mientras las muertes por enfermedades coronarias se han reducido significativamente, las derivadas del
cancer en general estdn aumentando. En la primera parte del proximo siglo, se prevé que el cancer se convertira en
la principal causa de muerte.

En todo el mundo, varios canceres sobresalen como los mas mortales. En particular, los carcinomas de pulmon,
préstata, mama, colon, pancreas y ovario representan los principales causantes de muerte por cancer. Estos y vir(l
tualmente todos los demas carcinomas comparten la caracteristica de letalidad comun. Con muy pocas excepciones,
la enfermedad metastatica a partir de un carcinoma es fatal. Ademas, incluso en aquellos pacientes de cancer que
inicialmente sobreviven a los tumores primarios, la experiencia comin demuestra que sus vidas se ven dramaticall
mente alteradas. Muchos pacientes de cancer experimentan una gran ansiedad producida por la conciencia del
potencial de recidiva o de fallo del tratamiento. Muchos pacientes de cancer experimentan debilidad fisica tras el
tratamiento. Ademas, muchos pacientes de cancer experimentan una recidiva.

En todo el mundo, el cancer de prostata es el cuarto cancer mas prevalente en hombres. En Norteamérica y Europa
del norte, es con ventaja el mas comun de los canceres en hombres y es el segundo agente causante de muerte por
cancer en hombres. Sélo en los Estados Unidos, mas de 40.000 hombres mueren anualmente de esta enfermedad,
solo tras el cancer de pulmon. A pesar de la magnitud de estas cifras, aun no existe un tratamiento efectivo para el
cancer de prostata metastatico. La prostatectomia quirtrgica, la terapia de radiacion, terapia de ablaciéon hormonal,
la castracion quirdrgica y la quimioterapia contintan siendo las principales modalidades de tratamiento. Desafortul |
nadamente, estos tratamientos no son efectivos para muchos y a menudo se asocian con consecuencias no deseal’
das.

En el marco diagndstico, la falta de un marcador tumoral de préstata que pueda detectar de forma precisa los tumo(]
res en fase inicial localizados sigue siendo una limitacion significativa en el diagndstico y manejo de esta enfermel]
dad. Aunque el ensayo del antigeno especifico de préstata (PSA) en suero ha sido una herramienta muy util, su
especificidad y utilidad general tienen carencias ampliamente conocidas en varias cuestiones importantes.

El progreso en la identificacion de marcadores especificos adicionales del cancer de prostata ha mejorado mediante
la generacion de xenoinjertos de cancer de prostata que pueden recapitular diferentes fases de la enfermedad en
ratones. Los xenoinjertos LAPC (Cancer de Prostata de Los Angeles) son xenoinjertos de cancer de préstata que
han sobrevivido al paso por ratones con deficiencia inmune combinada severa (SCID) y muestran la capacidad de
mimetizar la transicion de la dependencia de andrégenos a la independencia de andrégenos (Klein et al., 1997, Nat.
Med. 3:402). Otros marcadores de cancer de préstata mas recientemente identificados incluyen PCTA-1 (Su et al.,
1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 7252), antigeno de la membrana especifico de prostata (PSM) (Pinto et al., Clin
Cancer Res 1996 Sep; 2(9):1445-51), STEAP (Proc Natl Acad Sci USA. 1999 Dic 7; 96(25):14523-8) y antigeno de
células madre de prostata (PSCA) (Reiter et al., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:1735).

Aunque los marcadores identificados previamente, como el PSA, PSM, PCTA y PSCA, han facilitado los esfuerzos
para el diagnostico y tratamiento del cancer de préstata, existe la necesidad de identificar marcadores adicionales y
dianas terapéuticas del cancer de prostata y otros relacionados para mejorar su diagnéstico y terapia.

Resumen de lainvencidén

La presente invencién esta relacionada con un nuevo gen, principalmente relacionado con préstata y testiculos,
denominado 84P2A9, que esta sobreexpresado en muchos canceres, como los canceres de prostata, testiculos,
rifones, cerebro, hueso, piel, ovario, mama, pancreas, colon, linfociticos y de pulmén. Un analisis por Northern blot
de la expresion del gen 84P2A9 en tejidos normales muestra un patron de expresion elevada relacionada con
prostata y testiculos en tejidos adultos. El analisis de la expresién de 84P2A9 en préstata normal y en xenoinjertos
de tumor de prostata muestra una sobreexpresion en los xenoinjertos de tumor de préstata LAPC-4 y LAPC-9, con la
expresion mas elevada en LAPC-9. Las secuencias de nucledtidos (Id. de Sec. N°: 1) y aminoacidos (Id. de Sec. N°:
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2) de 84P2A9 se muestran en la Fig. 2. Porciones de la secuencia de aminoacidos de 84P2A9 muestran algunas
homologias con EST en la base de datos dbEST. El patréon de expresion relacionado con prdstata y testiculos de
84P2A9 en tejidos normales adultos, combinado con la sobreexpresion observada en xenoinjertos de tumor de
prostata, indica que 84P2A9 esta sobreexpresado de forma aberrante en al menos algunos canceres, y por lo tanto
sirve como diana diagnoéstica y/o terapéutica util para estos canceres, como el cancer de prostata, testiculos, rifiol]
nes, cerebro, hueso, piel, ovario, mama, pancreas, colon, linfociticos y de pulmén (véanse, por ejemplo, las Fig. 4-8).

La invencion proporciona los polinucleétidos que corresponden o son complementarios a la totalidad o parte de los
genes, los mRNA y/o las secuencias codificantes 84P2A9, preferiblemente de forma aislada, como los polinucleétil]
dos que codifican las proteinas 84P2A9 y fragmentos de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 0 mas aminoacidos,
DNA, RNA, hibridos DNA/RNA y moléculas relacionadas, polinucleétidos u oligonucleétidos complementarios o con
al menos un 90% de homologia con los genes 84P2A9, o secuencias de mRNA o partes de las mismas, y polinu(]
cledtidos u oligonucledtidos que hibridan con los genes o mMRNAs 84P2A9 o con polinucleétidos que codifican los
84P2A9. También se proporcionan los medios para el aislamiento de los cDNA y genes que codifican los 84P2A9.
También se proporcionan moléculas de DNA recombinante que contienen polinucledtidos 84P2A9, las células trans]
formadas o transducidas con tales moléculas, y los sistemas de huésped-vector para la expresién de productos del
gen 84P2A9. La invencion también proporciona anticuerpos que se unen a las proteinas 84P2A9 y a fragmentos
polipeptidicos de las mismas, como anticuerpos policlonales y monoclonales, anticuerpos murinos y de otros mami(]
feros, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados y totalmente humanos, y anticuerpos marcados con una
marcador detectable.

La invencién ademas proporciona los métodos para la deteccion de la presencia y el estado de los polinucleétidos y
proteinas 84P2A9 en diferentes muestras bioldgicas, asi como métodos para la identificacion de células que exprel]
san 84P2A9. Una realizacion tipica de esta invencion proporciona los métodos para monitorizar los productos del
gen 84P2A9 en una muestra de tejido o hematoldgica que muestra o se sospecha que tiene algun tipo de desregul’
lacion del crecimiento como el cancer.

La invencién ademas proporciona varias composiciones inmunogénicas o terapéuticas y estrategias para el tratall
miento de canceres que expresan 84P2A9 como los canceres de prostata, como terapias dirigidas a inhibir la trans(]
cripcion, traduccion, procesado o funcion de 84P2A9 asi como vacunas para el cancer.

Breve descripciéon de las figuras

La Fig. 1. muestra la secuencia de DNA de 84P2A9 de hibridacion substractiva bajo supresion (SSH) de alrededor
de 425 nucledtidos de longitud (Id. de Sec. N°: 3). Esta secuencia se identificé en comparaciones entre los cDNA de
varios xenoinjertos LAPC dependientes de andrégenos e independientes de andrégenos.

La Fig. 2. muestra las secuencias de nucleétidos (Id. de Sec. N°: 1) y aminoacidos (Id. de Sec. N°: 2) de 84P2A9.
Véase el Ejemplo 2, a continuacion. La secuencia que flanquea el ATG inicial (AAC ATG G) (Id. de Sec. N°: 4) mues!(]
tra una secuencia Kozak (A en posicion -3 y G en posicidon +1). La metionina inicial con secuencia Kozak se indica
en negrita, las sefales de localizacion nuclear estan enmarcadas.

Las Fig. 3A y 3B. muestran el alineamiento de la secuencia de aminoacidos de 84P2A9 (Id. de Sec. N° 2) con
KIAA1552 (Id. de Sec. N° 5) y LUCA15 (Id. de Sec. N°: 6). La Fig. 3A muestra que la secuencia de la proteina
84P2A9 (ultima linea) posee cierta homologia con la proteina de cerebro humana KIAA1152 (39,5% de identidad en
una region de 337 aminoacidos, Puntuacion: 407,0; Frecuencia de huecos: 5,9%). La Fig. 3B muestra que la sel]
cuencia de la proteina 84P2A9 (ultima linea) contiene un dominio que es homdlogo a una porcién de la proteina
supresora de tumores LUCA15 (64,3% de identidad en una regioén de 42 aminoacidos, Puntuacion: 138,0; Frecuen(]
cia de huecos: 0,0%).

Las Fig. 4A-4C muestran el analisis de Northern blot de la expresion restringida de 84P2A9 en varios tejidos normall
les humanos (utilizando el fragmento de SSH de 84P2A9 como sonda) y en xenoinjertos LAPC. Dos Northern Blot
de multiples tejidos (Clontech) (Fig. 4A y 4B) y un Northern Blot en xenoinjerto (Fig. 4C) se hibridaron con el frag(]
mento de SSH de 84P2A9. Los carriles 1-8 en la Fig. 4A consisten en mRNA de corazén, cerebro, placenta, pulmoén,
higado, musculo esquelético, rifiones y pancreas respectivamente. Los carriles 1-8 en la Fig. 4B consisten en RNA
total de bazo, timo, préstata, testiculos, ovarios, intestino delgado, colon y leucocitos respectivamente. Los carriles 10]
5 en la Fig. 4C consisten en mRNA de prostata, LAPC-4 AD, LAPC-4 Al, LAPC-9 AD y LAPC-9 Al respectivamente.
Los marcadores de tamafio se indican en un lado en kilobases (kb). Cada carril contiene 2 yg de mRNA para los
tejidos normales y 10 pug de RNA total para los tejidos de xenoinjerto. Los resultados muestran la expresion de
84P2A9 en testiculos y préstata y los xenoinjertos LAPC.

La Fig. 5. muestra el analisis de Northern blot de la expresion de 84P2A9 en préstata y en multiples lineas celulares
de cancer. Los carriles 1-56 muestran la expresion en LAPC-4 AD, LAPC-4 Al, LAPC-9 AD, LAPC-9 Al, LNCaP, PCL
3, DU145, TsuPr1, LAPC-4 CL, HT1197, SCaBER, UM-UC-3, TCCSUP, J82, 5637, 293T, RD-ES, PANC-1, BxPC-3,
HPAC, Capan-1, SK-CO-1, CaCo-2, LoVo, T84, Colo-205, KCL 22, Push-1, T98G, SK-ES-1, HOS, U2-0S, RD-ES,
CALU-1, A427, NCI-H82, NCI-H146, 769-P, A498, CAKI-1, SW839, BT20, CAMA-1, DU4475, MCF-7, MDA-MB[]
435s, NTERRA-2, NCCIT, TERA-1, TERA-2, A431, HelLa, OV-1063, PA-1, SW626 y CAOV-3 respectivamente. Se
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detectaron niveles elevados de expresion de 84P2A9 en las lineas celulares cancerosas de cerebro (PFSK-1,
T98G), hueso (HOS, U2-0S), pulmén (CALU-1, NCI-H82, NCI-H146), y rifiones (769-P, A498, CAKI-1, SW839). Se
detectaron niveles moderados de expresion en varias lineas celulares cancerosas pancreaticas (PANC-1, BxPC-3,
HPAC, CAPAN-1), de colon (SK-CO-1, CACO-2, LOVO, COLO-205), hueso (SK-ES-1, RD-ES), mama (MCF-7,
MDA-MB-435s) y testiculos (NCCIT).

La Fig. 6. muestra el analisis de Northern blot de la expresion de 84P2A9 en cancer de muestras de prostata de
pacientes. Las muestras de pacientes de cancer de prostata muestran la expresion de 84P2A9 tanto en la parte
normal como en la tumoral de los tejidos de prostata. Los carriles 1-7 muestran prostata normal, tejido adyacente
normal del paciente 1, tumor del paciente 1 Gleason 9, tejido adyacente normal del paciente 2, tumor del paciente 2
Gleason 7 y tumor del paciente 3 Gleason 7 respectivamente. Estos resultados proporcionan evidencia de que el
84P2A9 es un gen muy especifico de testiculos que esta regulado positivamente en cancer de prostata y potenciall]
mente otros canceres. De forma similar a los antigenos MAGE, 84P2A9 puede asi calificarse como un antigeno de
testiculos y cancer (Van den Eynde y Boon, Int J Clin Lab Res. 27:81-86, 1997).

La Fig. 7. muestra RNA aislado a partir de canceres de rifién (T) y sus tejidos normales adyacentes (N) obtenidos de
pacientes de cancer de rifién. Los carriles 1-15 muestran el tipo de células claras 769-P; tipo de células claras A498;
tipo de células claras SW839; rifion normal; Paciente 1, N; Paciente 1, tumor; Paciente 2, N; Paciente 2, tumor, tipo
de células claras, grado lll; Paciente 3, N; Paciente 3, tumor, tipo de células claras, grado I/ IV; Paciente 4, N; Pal]
ciente 4, tumor, tipo de células claras, grado I/ IV; Paciente 5, N; Paciente 5, tumor, tipo de células claras, grado Il; y
Paciente 6, tumor, metastasis a la pared toracica, respectivamente (N = tejido normal adyacente y CL = linea celul]
lar). El analisis Northern se realizo utilizando 10 ug de RNA total de cada muestra. La expresion de 84P2A9 se del]
tect6 en las seis muestras de tumor testadas asi como en las tres lineas celulares de rifién, 769-P, A498 y SW839.

La Fig. 8. muestra RNA aislado a partir de canceres de colon (T) y sus tejidos normales adyacentes (N) obtenidos de
pacientes de cancer de colon. Los carriles 1-11 muestran Colo 205; LoVo; T84; Caco-2; Paciente 1, N; Paciente 1,
tumor, grado 2, T3N1Mx (positivo para metastasis en nddulos linfaticos); Paciente 2, N; Paciente 2, tumor, grado 1,
T2NOMx; Paciente 3, N; Paciente 3, tumor, grado 1, T2N1Mx (positivo para metastasis en nédulos linfaticos); y Pall
ciente 4, tumor, grado 2, T3N1MX (positivo para metastasis en nodulos linfaticos); respectivamente (N = tejido norl(]
mal adyacente y CL = linea celular). El analisis Northern se realizé utilizando 10 pg de RNA total de cada muestra.
La expresion de 84P2A9 se detectd en las cuatro muestras de tumor testadas asi como en las cuatro lineas celulal
res de cancer de colon lineas Colo 205, LoVo, T84 y Caco-2.

La Fig. 9. muestra la expresion de 84P2A9 ensayada en un panel de canceres humanos (T) y sus respectivos tejidos
normales emparejados (N) en dot blot de RNA. Las lineas celulares tumorales de izquierda a derecha son Hela
(carcinoma cervical), Daudi (linfoma de Burkitt), K662 (LMC), HL-60 (LPM), G361 (melanoma), A549 (carcinoma de
pulmén), MOLT-4 (leucemia linfoblastica), SW480 (carcinoma colorectal) y Raji (linfoma de Burkitt). La expresion de
84P2A9 se observé en canceres de rifidn, canceres de mama, canceres de prostata, canceres de pulmoén, canceres
de estbmago, canceres de colon, canceres cervicales y canceres de recto. También se detectdé una expresion elevar’
da de 84P2A9 en un panel de lineas celulares tumorales, especialmente en las lineas celulares de leucemia lin[J
foblastica MOLT-4 y de carcinoma de pulmén A549. La expresion detectada en tejidos normales adyacentes (aislar’]
dos a partir de los tejidos enfermos) pero no en tejidos normales, aislados a partir de donantes sanos, puede indicar
que estos tejidos no son completamente normales y que 84P2A9 puede expresarse en las fases tempranas de los
tumores.

La Fig. 10 muestra la expresion de 84P2A9 en especimenes de pacientes con cancer de vejiga. Se observo exprel]
sion de 84P2A9 en cuatro especimenes de pacientes con cancer de vejiga testados y en tres lineas celulares de
vejiga (CL), UM-UC-3 (carril 1), J82 (carril 2) y SCABER (carril 3). Se aislé RNA a partir de vejiga normal (VN), tumo(]
res de vejiga (T) y sus tejidos normales adyacentes (N) obtenidos a partir de seis pacientes con cancer de vejiga (P).
El tumor de P1 es carcinoma transicional, grado 4; P2 es carcinoma escamoso invasivo; P3 es carcinoma transiciol]
nal, grado 3; P4 es carcinoma papilar no invasivo, grado 1/3; P5 es carcinoma papilar, grado 3/3; y P6 es carcinoma
transicional, grado 3/2. El analisis Northern se realiz6 utilizando 10 ug de RNA total de cada muestra.

La Fig. 11 muestra la expresion de la proteina 84P2A9 en células 293T. Las células 293T se transfectaron de forma
transitoria con el plasmido de 84P2A9 marcado con el epitopo V5-HIS pCDNA3.1 o con un vector control vacio, y se
recogieron 2 dias después. Las células se lisaron en tampoén de muestras de SDS-PAGE vy los lisados se separaron
en un gel al 10-20% de SDS-PAGE, y luego se transfirieron a nitrocelulosa. La transferencia se bloqued en salino
tamponado con Tris (TBS) con leche desnatada al 2% y luego se hibrido con una dilucién 1:3.000 del anticuerpo
monoclonal murino anti-V5 (Invitrogen) en TBS + Tween-20 al 0,15% + leche al 1%. La transferencia se lavé y luego
se incubd con una dilucion 1:4.000 del anticuerpo secundario anti-lgG de ratéon conjugado con HRP. Tras el lavado,
se revelaron las bandas inmunorreactivas con el epitopo anti-V5 mediante quimioluminiscencia mejorada y se visual
lizaron mediante la exposicion a pelicula autorradiografica. Mediante una flecha se indica una banda inmunorreactiva
especifica anti-V5 de aproximadamente 87 Kd que corresponde con la expresion de la proteina 84P2A9 marcada
con el epitopo en las células transfectadas.
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Descripcion detallada de la invencién

A no ser que se definan de otro modo, todos los términos de la materia, las notaciones y otros términos cientificos o
terminologia utilizada aqui, se pretende que tengan el significado que normalmente se entiende entre los expertos
en la materia a los que va dirigida esta invencion. En algunos casos, los términos con un significado normalmente
claro se definen aqui para una mayor claridad y/o como una rapida referencia, y la inclusion de tales definiciones
aqui no representa necesariamente una diferencia sustancial sobre lo que generalmente se entiende en la materia.
Muchas de las técnicas y procedimientos descritos o referenciados aqui son en general bien entendidos y comun(]
mente utilizados en la metodologia convencional por los expertos en la materia, como, por ejemplo, las metodologias
ampliamente utilizadas de clonaje molecular descritas en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual
22 edicion (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. Segun sea apropiado, los procedil]
mientos que involucran la utilizacion de equipos y reactivos comercialmente disponibles generalmente se realizaron
de acuerdo con los protocolo definidos por el fabricante y/o parametros, a menos que se indique de otro modo.

Definiciones:

Tal y como se utilizan en la presente memoria, las expresiones "cancer de prostata avanzado", "cancer de préstata
localmente avanzado", "enfermedad avanzada" y "enfermedad localmente avanzada" se refieren a canceres de
prostata que se han extendido a través de la capsula de la préstata, y que incluyen enfermedad en fase C segun el
sistema de la Asociacion Urologica Americana (AUA), enfermedad en fase C1-C2 segun el sistema Whitmore-
Jewett, y enfermedad en fase T3-T4 y N+ segun el sistema TNM (tumor, nodo, metastasis). En general, la cirugia no
esta recomendada para los pacientes con enfermedad localmente avanzada, y estos pacientes tienen pronédsticos
sustancialmente menos favorables comparados con los pacientes con cancer de prdstata clinicamente localizado
(confinado al érgano). La enfermedad localmente avanzada se identifica clinicamente mediante la evidencia palpable
de endurecimiento tras el borde lateral de la préstata, o asimetria o endurecimiento sobre la base de la prostata. El
cancer de prostata localmente avanzado actualmente se diagnostica patoldgicamente tras una prostatectomia radil
cal si el tumor invade o penetra la capsula prostatica, se extiende al margen quirurgico o invade las vesiculas semir’
nales.

El término "anticuerpo” se utiliza en su sentido mas amplio. Por lo tanto un "anticuerpo” puede ser de aparicion natul]
ral o sintético, como los anticuerpos monoclonales producidos mediante la tecnologia convencional de hibridoma.
Los anticuerpos anti-84P2A9 comprenden los anticuerpos monoclonales y policlonales asi como los fragmentos que
contienen el dominio de union al antigeno y/o uno o mas regiones determinantes de complementariedad de estos
anticuerpos. Como se utiliza aqui, un fragmento de anticuerpo se define como al menos una porcién de la region
variable de la molécula de inmunoglobulina que se une a su diana, es decir, la regién de union al antigeno. En una
realizacién se incluye especificamente un unico anticuerpo anti-84P2A9 (como anticuerpos agonistas, antagonistas y
neutralizantes) y composiciones de anticuerpos anti-84P2A9 con especificidad poliepitdpica. El término "anticuerpo
monoclonal" como se utiliza aqui se refiere a un anticuerpo obtenido a partir de una poblacién de anticuerpos sus(]
tancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos que comprenden la poblaciéon son idénticos excepto por las
posibles mutaciones que aparecen de forma natural y que estan presentes en pequefias cantidades.

El término "agente citotdxico" como se utiliza en la presente memoria se refiere a una sustancia que inhibe o evita la
funcionalidad de las células y/o causa la destruccion de las células. El término pretende incluir los is6topos radioactil]
vos (por ejemplo AtZ”, I131, I125, Ygo, Re186, Re188, Sm153, Bim, p32 y los is6topos radioactivos del Lu), agentes quilJ
mioterapicos y toxinas como las toxinas de molécula pequeia o toxinas activas enzimaticamente de origen bacteria-
no, fungico, vegetal o animal, como los fragmentos y/o variantes de las mismas.

Como se utilizan en la presente memoria, las expresiones "hibridar", "que hibrida", "hibrida" y similares, utilizados en
el contexto de los polinucledtidos, se refieren a las condiciones de hibridacion convencionales, preferiblemente como
la hibridaciéon en formamida al 50%/ 6 X SSC/ SDS al 0,1%/ ssDNA 100 ug/ml, en la que las temperaturas de hibril]
dacion son superiores a 37 grados C y las temperaturas de lavado en 0,1 X SSC/ SDS 0,1% son superiores a 55
grados C.

Como se utiliza en la presente memoria, un polinucleétido se dice esta "aislado" cuando se encuentra sustancial-
mente separado de polinucleétidos contaminantes que corresponden o son complementarios de otros genes diferen(]
tes del gen 84P2A9 o que codifican otros polipéptidos diferentes del producto del gen 84P2A9 o fragmentos de los
mismos. Un experto en la materia puede utilizar facilimente los procedimientos de aislamiento de acidos nucleicos
para obtener un polinucleétido de 84P2A9 aislado.

Como se utiliza en la presente memoria, se dice que una proteina esta "aislada" cuando se han utilizado métodos
fisicos, mecanicos o quimicos para recoger la proteina 84P2A9 a partir de los constituyentes celulares que normal(J
mente estan asociados con la proteina. Un experto en la materia puede utilizar facilmente los métodos estandar de
purificacion para obtener una proteina aislada de 84P2A9.

La expresiéon "mamifero” como se utiliza en la presente memoria se refiere a cualquier mamifero que se clasifica
como mamifero, como ratones, ratas, conejos, perros, gatos, vacas, caballos y humanos. En una realizacion preferil]
da de la invencion, el mamifero es un raton. En otra realizacion preferida de la invencién, el mamifero es un humano.
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Como se utiliza en la presente memoria, las expresiones "cancer de prostata metastatico" y "enfermedad metastatil

ca" significan canceres de préstata que se han extendido a los nédulos linfaticos de la region o a puntos distantes, e
incluyen enfermedad en fase D segun el sistema AUA, enfermedad en fase TxNxM+ segun el sistema TNM. Como
en el caso del cancer de prostata localmente avanzado, la cirugia generalmente no esta indicada en pacientes con

enfermedad metastatica, y la terapia hormonal (ablacién de andrégenos) es la modalidad de tratamiento preferida.

Los pacientes con cancer de prostata metastatico acaban desarrollando un estado refractario a los andrégenos entre
los 12 y 18 meses del inicio del tratamiento, y aproximadamente la mitad de estos pacientes mueren en los siguien(]
tes 6 meses tras el desarrollo del estado refractario a los andrégenos. El lugar mas comun de metastasis del cancer
de prostata es el hueso. Las metastasis en hueso del cancer de préstata a menudo y de forma caracteristica son
osteoblasticas en lugar de osteoliticas (es decir, resultan en una formacion neta de hueso). Las metastasis en hueso
se encuentran mas frecuentemente en la espina dorsal, seguido de fémur, pelvis, caja toracica, craneo y humero.

Otros puntos comunes de metastasis incluyen nédulos linfaticos, pulmén, higado y cerebro. El cancer de prostata
metastatico es tipicamente diagnosticado mediante una linfadenectomia pélvica abierta o laparoscépica, escaneos
con radionuclidos de cuerpo entero, radiografias esqueléticas y/o biopsias de lesiones éseas.

Las "condiciones moderadamente estrictas" se describen se identifican pero no se limitan a éstas, mediante las que
aparecen en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, New York: Cold Spring Harbor Press, 1989, e
incluyen la utilizacion de solucion de lavado y condiciones de hibridacion (por ejemplo, temperatura, fuerza ionica y
% SDS) menos restrictivas que las descritas anteriormente. Un ejemplo de condiciones moderadamente restrictivas
es la incubacion a 37°C toda la noche en una solucion que comprende: formamida al 20%, 5 x SSC (NaCl 150 mM,
citrato trisddico 15 mM), fosfato sédico 50 mM (pH 7,6), solucién de Denhardt 5 x, dextran sulfato al 10%, y DNA de
esperma de salmon fragmentado desnaturalizado 20 mg/mL, seguido de un lavado de los filtros en 1 x SSC a alre[]
dedor de 37-50°C. El experto en la materia reconocera como ajustar la temperatura, fuerza iénica, etc. segin sea
necesario para acomodarlos a factores como la longitud de la sonda y similares.

Como se utiliza en la presente memoria, un "motivo" como en motivo bioldgico de una proteina relacionada con
84P2A9, se refiere a cualquier serie de aminoacidos que forman parte de la secuencia primaria de una proteina,
tanto contiguos como capaces de alinearse con ciertas posiciones que son generalmente invariables o conservadas,
que estan asociadas con una funcién o modificaciéon particular (por ejemplo que estan fosforiladas, glucosiladas o
amidadas).

Como se utiliza en la presente memoria, el término "polinucledtido™ significa una forma polimérica de nucleétidos de
al menos 10 bases o pares de bases de longitud, tanto ribonucleétidos como desoxinucleétidos o una forma modifil
cada de cualquiera de los tipos de nucleétido, e incluye formas de cadena sencilla y doble de DNA y/o RNA. En la
materia, este término a menudo se utiliza de forma intercambiable con "oligonucleétido”. Como se discute aqui, un
polinucledtido puede comprender una secuencia de nucledtidos descrita aqui en la que la timidina (T) (como se
muestra por ejemplo en el Id. de Sec. N°: 1) puede ser también uracilo (U). Esta descripcion hace referencia a la
diferencia entre las estructuras quimicas entre DNA y RNA, en particular la observacion de que una de las cuatro
bases principales del RNA es uracilo (U) en lugar de timidina (T).

Como se utiliza en la presente memoria, la expresion "polipéptido" significa un polimero de al menos alrededor de 4,
5, 6, 7, 0 8 aminoacidos. A lo largo de la especificacion, se utilizan las designaciones estandar para los aminoacidos
de tres letras o de una sola letra. En la materia, este término se utiliza frecuentemente de forma intercambiable con
n A 1 "
péptido".

La "restriccion" de las reacciones de hibridacion puede determinarse facilmente por un experto en la materia, y genel]
ralmente es un calculo empirico que depende de la longitud de la sonda, la temperatura de lavado y la concentracion
salina. En general, las sondas de mayor longitud requieren temperaturas mas elevadas para una hibridaciéon adel’
cuada, mientras las sondas de menor longitud necesitan temperaturas menores. La hibridacién generalmente del’
pende de la capacidad de las secuencias de acido nucleico desnaturalizadas de rehibridar cuando estan presentes
cadenas complementarias en un ambiente inferior a su temperatura de fusién. Cuanto mayor es el grado de homor
logia deseado entre la sonda y la secuencia a hibridar, mayor es la temperatura relativa que puede utilizarse. Como
resultado deriva que las temperaturas relativas mayores tenderan a dar condiciones de reaccion mas restrictivas,
mientras las temperaturas inferiores lo seran menos. Para mas detalles y explicaciones de la restriccion de las reacl]
ciones de hibridacién, véase Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers,
(1995).

Las "condiciones restrictivas" o "condiciones de restriccion elevada”, como se definen aqui, se identifican pero no se
limitan a, aquellas que: (1) utilizan una baja fuerza idnica y elevada temperatura para los lavados, por ejemplo clorul]
ro sédico 0,015 M/ citrato sédico 0,0015 M/ dodecil sulfato sédico al 0,1% a 50°C; (2) utilizan durante la hibridacion
un agente desnaturalizante, como formamida, por ejemplo, formamida al 50% (v/v) con albumina sérica bovina al
0,1%!/ Ficoll al 0,1%/ polivinilpirrolidona al 0,1%/ tampon fosfato sédico 50 mM a pH 6,5 con cloruro sédico 750 mM,
citrato sddico 75 mM a 42°C; o (3) utilizan formamida al 50%, 5 x SSC (NaCl 0,75 M, citrato sodico 0,075 M), fosfato
soédico 50 mM (PH 6.8), pirofosfato sédico al 0,1%, solucion de Denhardt 5 x, DNA de esperma de salmoén sonicado
(50 pg/ml), SDS 0,1% y dextran sulfato al 10% a 42°C, con lavados a 42°C en 0.2 x SSC (cloruro sddico/ citrato
sadico) y formamida al 50% a 55°C, seguido por un lavado de astringencia elevada que consiste en 0.1 x SSC que
contiene EDTA a 55°C.
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Un "animal transgénico" (por ejemplo, un ratén o rata) es un animal con células que contienen un transgén, cuyo
transgén se ha introducido en el animal o un ancestro del animal en una etapa prenatal, por ejemplo embrionaria. Un
"transgén" es un DNA que esta integrado en el genoma de una célula a partir de la que se desarrolla un animal
transgénico.

Como se utiliza en la presente memoria, el gen y proteina 84P2A9 incluye los genes y proteinas 84P2A9 especifil]
camente descritos aqui, y los genes y proteinas que corresponden a otras proteinas o péptidos codificados por
84P2A9 y que son variantes estructuralmente similares de los anteriores. Estos otros péptidos y variantes 84P2A9
generalmente tendran secuencias codificantes que son altamente homologas a la secuencia codificante de 84P2A9,
y preferiblemente comparten al menos alrededor del 50% de homologia de aminoacidos (utilizando los criterios de
BLAST) y preferiblemente un 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o mas homologia de acido nucleico, y al menos alrededor
del 60% de homologia de aminoacidos (utilizando los criterios de BLAST), y mas preferiblemente comparten el 70%
o0 mas homologia (utilizando los criterios de BLAST).

Las proteinas relacionadas con 84P2A9 de la invencién incluyen las que se identifican de forma especifica aqui, asi
como las variantes alélicas, variantes con substituciones conservativas y homologos que pueden aislarse/ generarse
y caracterizarse sin experimentacion indebida siguiendo los métodos aqui indicados o facilmente disponibles en la
materia. También se incluyen las proteinas de fusidon que combinan partes de diferentes proteinas 84P2A9 o frag[
mentos de las mismas, asi como las proteinas de fusidon de una proteina 84P2A9 y un polipéptido heterdlogo. Tales
proteinas 84P2A9 se denominan colectivamente las proteinas relacionadas con 84P2A9, las proteinas de la inven(]
cion o 84P2A9. Como se utiliza aqui, el término "polipéptido relacionado con 84P2A9" se refiere a un fragmento de
polipéptido o una secuencia proteica de 84P2A9 de 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 0 mas aminoacidos.

Estructuray expresion de 84P2A9

Como se discute en detalle a continuacion, los experimentos con los xenoinjertos LAPC-4 AD en ratones machos
SCID han resultado en la identificacién de genes que estan involucrados en la progresion del cancer de préstata
dependiente de andrégenos (AD) a cancer independerte de andrégenos (Al). Brevemente, los ratones que eran
portadores de los xenoinjertos LAPC-4 AD se castraron cuando los tumores alcanzaron un tamafio de 1 cm de diall
metro. Los tumores experimentaron una regresion en tamafo y temporalmente dejaron de producir la proteina del]
pendiente de andrégenos PSA. Entre siete y catorce dias tras la castracion, los niveles de PSA eran de nuevo detecl
tables en la sangre de los ratones. Finalmente estos tumores desarrollaron un fenotipo Al y empezaron a crecer de
nuevo en los machos castrados. Los tumores se recogieron en diferentes momentos tras la castracion para identifi[]
car los genes que se activan o inactivan durante la transicion a la independencia de andrégenos.

Entonces se utilizd la hibridaciéon sustractiva por supresion (SSH) (Diatchenko et al., 1996, PNAS 93:6025) para
identificar nuevos genes, como los que se sobreexpresan en el cancer de préstata, comparando los cDNA de varios
xenoinjertos LAPC dependientes de andrégenos e independientes de andrégenos. Esta estrategia resulté en la iden(]
tificacion de nuevos genes que muestran una expresion especifica de tejido y de cancer. Uno de estos genes, del]
nominado 84P2A9, se identificd a partir de una sustraccion en la que cDNA derivado de un tumor LAPC-4 AD, 3 dias
tras la castracion, se sustrajo de cDNA derivado a partir de un tumor LAPC-4 AD generado en un macho intacto. La
secuencia de DNA de SSH de alrededor de 425 pb (Fig. 1) es nueva y muestra homologia sélo con marcas de sel|
cuencia expresada (EST) en la base de datos dbEST.

El 84P2A9, codifica una posible proteina nuclear que muestra expresién relacionada con prostata y testiculos. La
caracterizacion inicial de 84P2A9 indica que se expresa de forma aberrante en multiples canceres, como los cancel’
res de prostata, testiculos, rifion, cerebro, hueso, piel, ovarios, mama, pancreas, colon, linfociticos y pulmoén. La
expresion de 84P2A9 en cancer de préstata proporciona evidencia de que esta proteina tiene un papel funcional en
la progresion tumoral. Es posible que 84P2A9 funcione como un factor de transcripcion involucrado en la activacion
de genes involucrados en la tumorogénesis o la represion de genes que bloquean la tumorogénesis.

Como se describe en detalle en los Ejemplos que siguen, los genes y proteinas 84P2A9 se han caracterizado utilil
zando una serie de aproximaciones analiticas. Por ejemplo, se realizé un andlisis de los nucleétidos codificantes y
secuencias de aminoacidos para identificar moléculas potencialmente relacionadas, asi como los dominios estructul]
rales reconocibles, caracteristicas topoldgicas y otros elementos en las estructuras del mMRNA y proteina 84P2A9. Se
realizaron analisis Northern blot de la expresion del mMRNA de 84P2A9 para establecer el rango de expresién normal
y en tejidos cancerosos del mensajero de 84P2A9.

Se clond un clon de cDNA con el gen completo 84P2A9 (clon 1) de 2345 pares de bases (Id. de Sec. N°: 1) a partir
de una biblioteca de cDNA de LAPC-4 AD (Lambda ZAP Express, Stratagene) (Fig. 2). EI cDNA codifica un marco
abierto de lectura (ORF) de 504 aminoacidos (Id. de Sec. N°: 2). El analisis de la secuencia reveld la presencia de
seis potenciales sefiales de localizacion nuclear y se predijo que era nuclear utilizando el programa PSORT
(http://psort.nibb.ac.jp:8800/form.html). La secuencia de la proteina tiene cierta homologia con la proteina humana
de cerebro KIAA1152 (Id. de Sec. N°: 5) (39,5% de identidad en una region de 337 aminoacidos), y contiene un
dominio que es homoélogo a la proteina supresora de tumores LUCA15 (Id. de Sec. N°: 6) (64,3% de identidad en
una region de 42 aminoacidos) (GenBank N° de acceso P52756) (Fig. 3).
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La expresion de 84P2A9 esta relacionada con la préstata y testiculos en tejidos humanos normales de adulto, pero
también se expresa en ciertos canceres, como los canceres de prostata, testiculos, rifidn, cerebro, hueso, piel, ovall
rio, mama, pancreas, colon, linfociticos y pulmén (véanse, por ejemplo, las Fig. 4-8). Los xenoinjertos de tumor de
prostata humanos originalmente derivados a partir de un paciente con cancer de prostata con un alto grado metastarl
tico expresan niveles elevados de 84P2A9 (Fig. 4).

Como se describe en la presente memoria, 84P2A9 muestra propiedades especificas que son analogas a las encon(’
tradas en una familia de genes cuyos polinucleétidos, polipéptidos, células T citotdxicas reactivas (LTC), células T
ayudantes (LTA) y anticuerpos anti-polipéptido se utilizan en ensayos diagnésticos bien conocidos dirigidos a examil
nar estados asociados con el crecimiento celular desregulado, como el cancer, en particular el cancer de préstata
(véase, por ejemplo, tanto su patron altamente especifico de expresion en tejidos asi como su sobreexpresion en
canceres de prostata como se describe por ejemplo en el Ejemplo 3). EI miembro mejor conocido de esta clase es
PSA, el marcador arquetipico que se ha utilizado por parte de los especialistas médicos durante afios para identificar
y monitorizar la presencia de cancer de prostata (véase, por ejemplo, Merrill et al., J. Urol. 163 (2):503-5120 (2000);
Polascik et al., J. Urol. Aug; 162 (2):293-306 (1999) y Fortier et al., J. Nat. Cancer Inst. 91 (19):1635-1640 (1999)).
También se utilizan una serie de marcadores diagnoésticos diferentes en este contexto, como p53 y K-ras (véase, por
ejemplo, Tulchinsky et al., Int J Mol Med 1999 Jul; 4 (1):99-102 y Minimoto et al., Cancer Detect Prev 2000; 24 (1):10)
12). Por lo tanto, esta descripcion de los polinucledtidos y polipéptidos de 84P2A9 (asi como las sondas de polinul]
cledtidos de 84P2A9 y anticuerpos anti-84P2A9 utilizados para identificar la presencia de estas moléculas) y sus
propiedades permite a los expertos utilizar estas moléculas en métodos que son analogos a los utilizados, por ejem(]
plo, en una serie de ensayos diagndsticos dirigidos a examinar las afecciones asociadas con el cancer.

Realizaciones tipicas de los métodos diagndsticos que utilizan los polinucledtidos, polipéptidos y anticuerpos de
84P2A9 descritas aqui son analogas a los métodos que se utilizan en ensayos diagndsticos bien establecidos que
utilizan los polinucledtidos, polipéptidos y anticuerpos de PSA. Por ejemplo, al igual que se utilizan polinucleétidos de
PSA como sondas (por ejemplo en el andlisis Northern, véase, por ejemplo, Sharief et al., Biochem. Mol. Biol. Int. 33
(3):567-74 (1994)) y cebadores (por ejemplo en el analisis por PCR, véase, por ejemplo, Okegawa et al., J. Urol. 163
(4):1189-1190 (2000)) para detectar la presencia y/o nivel de los mMRNA de PSA en los métodos de monitorizacion
de la sobreexpresion de PSA o metastasis de los canceres de proéstata, los polinucleétidos de 84P2A9 descritos aqui
pueden utilizarse del mismo modo para detectar la sobreexpresién de 84P2A9 o la metastasis de los canceres de
prostata y otros canceres que expresan este gen. Alternativamente, al igual que los polipéptidos de PSA se utilizan
para generar anticuerpos especificos para PSA que entonces pueden utilizarse para detectar la presencia y/o nivel
de las proteinas PSA en métodos de monitorizacion de la sobreexpresion de la proteina PSA (véase, por ejemplo,
Stephan et al., Urology 55 (4):560-3 (2000)) o la metastasis de las células de préstata (véase, por ejemplo, Alanen et
al., Pathol. Res. Pract. 192 (3):233-7 (1996)), los polipéptidos de 84P2A9 descritos aqui pueden utilizarse para genel]
rar anticuerpos para su utilizacion en la deteccion de sobreexpresion de 84P2A9 o la metastasis de células de
prostata y células de otros canceres que expresan este gen.

Especificamente, ya que la metastasis implica el movimiento de las células cancerosas de un érgano de origen (col]
mo los testiculos o la glandula prostatica etc.) a un area diferente del cuerpo (como un nédulo linfatico), los ensayos
que examinan en una muestra bioldgica la presencia de células que expresan los polinucleétidos y/o polipéptidos de
84P2A9 pueden utilizarse para proporcionar una evidencia de metastasis. Por ejemplo, cuando una muestra biolégil
ca de tejido que normalmente no contiene células que expresan 84P2A9 (nddulo linfatico) se encuentran células que
expresan 84P2A9, como la expresion de 84P2A9 que se observa en LAPC4 y LAPC9, los xenoinjertos aislados a
partir de metastasis de nédulo linfatico y hueso, respectivamente, este hallazgo es indicativo de metastasis.

Alternativamente los polinucleétidos y/o polipéptidos de 84P2A9 pueden utilizarse para proporcionar evidencia de
cancer, por ejemplo, cuando se detecta que las células en una muestra biolégica que normalmente no expresa
84P2A9 o expresa 84P2A9 en un nivel diferente, expresan 84P2A9 o tienen una expresion aumentada de 84P2A9
(véase, por ejemplo, la expresion de 84P2A9 en células de cancer de rifion, pulmon y colon, y en muestras de pal]
cientes etc. que se muestran en las Figuras 4-10). En tales ensayos, los expertos también podrian querer generar
evidencias suplementarias de metastasis analizando la presencia en la muestra biolégica de un segundo marcador
restringido a tejido (ademas de 84P2A9) como PSA, PSCA etc. (véase, por ejemplo, Alanen et al., Pathol. Res.
Pract. 192 (3):233-237 (1996)).

Asi como los fragmentos de polinucleétido y las variantes de polinucleétidos de PSA son utilizados por los expertos
en métodos de monitorizacion de PSA, los fragmentos de polinucleétido y las variantes de polinucleétidos de
84P2A9 se utilizan de forma analoga. En particular, los polinucledtidos de PSA tipicos utilizados en los métodos de
monitorizacién de PSA son sondas o cebadores que consisten en fragmentos de la secuencia de cDNA de PSA.
Como ilustracion de ello, los cebadores utilizados para la amplificacién por PCR de un polinucleétido de PSA deben
incluir una secuencia menor a la secuencia completa de PSA para que funcionen en la reaccion en cadena de la
polimerasa. En el contexto de tales reacciones de PCR, los expertos generalmente crean una serie de fragmentos
de polinucleétido diferentes que pueden utilizarse como cebadores para amplificar diferentes porciones de un polil’
nucledtido de interés o para optimizar las reacciones de amplificacion (véase, por ejemplo, Caetano-Anolles, G.
Biotechniques 25 (3):472-476, 478-480 (1998); Robertson et al., Methods Mol. Biol. 98:121-154 (1998)). Una ilustral]
cién adicional del uso de tales fragmentos se proporciona en el Ejemplo 3, en el que un fragmento de polinucleétido
de 84P2A9 se utiliza como sonda para demostrar la sobreexpresion de los mMRNA de 84P2A9 en células cancerosas.
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Ademas, para facilitar su utilizacion por los médicos especialistas, las secuencias de polinucleétido variantes se
utilizan tipicamente como cebadores y sondas de los correspondientes mRNA en los analisis de PCR y Northern
(véase, por ejemplo, Sawai et al., Fetal Diagn. Ther. 1996 Nov-Dec; 11(6):407-13 y Current Protocols In Molecular
Biology, Volumen 2, Unidad 2, Frederick M. Ausubul et al. Eds., 1995)). Los fragmentos y variantes de polinucleétido
tipicamente son utiles en este contexto siempre que tengan el atributo o caracteristica comun de ser capaces des-
unirse a una secuencia de polinucleétido diana (por ejemplo el polinucleétido de 84P2A9 que se muestra en el Id. de
Sec. N°: 1) bajo condiciones de restriccion elevada.

Asi como los de fragmentos de polipéptido y variantes de polipéptido de PSA son utilizados por los expertos en

métodos de monitorizaciéon de la molécula PSA, los fragmentos de polipéptido y variantes de polipéptido de 84P2A9

pueden también utilizarse de forma analoga. En particular, los polipéptido tipicos de PSA que se utilizan en los

métodos de monitorizacién de PSA son los fragmentos de proteina PSA que contienen un epitopo de anticuerpo que

puede ser reconocido por un anticuerpo o célula T que se une especificamente a la proteina PSA. Esta practica de

utilizar fragmentos de polipéptido o variantes de polipéptido para generar anticuerpos (como anticuerpos o células T

anti-PSA) es tipica en la materia, con una gran variedad de sistemas como las proteinas de fusién que son utilizadas

por los especialistas (véase, por ejemplo, Current Protocols In Molecular Biology, Volumen 2, Unidad 16, Frederick
M. Ausubul et al. Ed., 1995). En este contexto, cada epitopo(s) de una proteina de interés funciona proporcionando

la arquitectura con la que es reactiva un anticuerpo o célula T. Tipicamente, los expertos generalmente crean una
serie de fragmentos de polipéptido diferentes que pueden utilizarse para generar anticuerpos especificos para dife!

rentes porciones de un polipéptido de interés (véase, por ejemplo, la patente estadounidense N° 5.840.501 y la pall
tente estadounidense N° 5.939.533). Por ejemplo puede ser preferible utilizar un polipéptido que comprende alguno
de los motivos biolégicos de 84P2A9 que se discuten aqui o estan disponibles en la materia. Los fragmentos y val|
riantes de polipéptido o analogos son tipicamente utiles en este contexto siempre que comprendan un epitopo capaz
de generar un anticuerpo o célula T especificos para una secuencia de polipéptido diana (por ejemplo el polipéptido
de 84P2A9 que se muestra en el Id. de Sec. N°: 2).

Como se muestra en la presente memoria, los polinucleétidos y polipéptidos de 84P2A9 (asi como las sondas de
polinucledtido de 84P2A9 y anticuerpos o células T anti-84PZA9 utilizados para identificar la presencia de estas
moléculas) muestran propiedades especificas que los hacen utiles en el diagndstico de canceres de prostata. Los
ensayos diagnosticos que miden la presencia de producto del gen 84P2A9, para evaluar la presencia o aparicion de
los estados de enfermedad concretos que se describen aqui, como el cancer de prostata, son particularmente utiles
para la identificacion de pacientes como medida preventiva o posterior seguimiento, como se ha hecho con tanto
éxito con PSA. Ademas, estos materiales satisfacen la necesidad de la materia de moléculas con caracteristicas
similares o complementarias a PSA en situaciones en las que, por ejemplo, un diagnoéstico definitivo de metastasis
de origen prostatico no puede realizarse en base soélo al andlisis de PSA (véase, por ejemplo, Alanen et al., Pathol.
Res. Pract. 192(3):233-237 (1996)), y en consecuencia, deben utilizarse los materiales como los polinucleétidos y
polipéptidos de 84P2A9 (asi como las sondas de polinucleétido de 84P2A9 y los anticuerpos anti-84P2A9 utilizados
para identificar la presencia de estas moléculas) para confirmar la metastasis de origen prostatico.

Finalmente, ademas de su utilizaciéon en los ensayos diagnésticos, los polinucleétidos de 84P2A9 descritos aqui
tienen una serie de utilidades especificas distintas, como su utilizacién en la identificacion de alteraciones cromoso(]
micas oncogenéticas asociadas en 1932.3. Es mas, ademas, de su utilizacion en ensayos diagndsticos, las proteil]
nas y polinucledtidos relacionados con 84P2A9 descritos aqui tienen otras utilidades, como su utilizacion en el analil
sis forense de tejidos de origen desconocido (véase, por ejemplo, Takahama K., Forensic Sci Int 1996 Jun 28; 80(10
2):63-9).

Polinucleétidos de 84p2a9

Un aspecto de la invencion proporciona polinucleétidos que corresponden o son complementarios de todo o parte
del gen, mRNA y/o secuencia codificante de 84P2A9, preferiblemente de forma aislada, como los polinucleétidos
que codifican una proteina 84P2A9 y fragmentos de la misma, DNA, RNA, hibridos DNA/ RNA y moléculas relaciol’
nadas, polinucleétidos u oligonucleétidos complementarios a un gen o secuencia de mRNA de 84P2A9 o una parte
de los mismos, y polinucledtidos u oligonucleétidos que hibridan con un gen, mRNA o un polinucleétido que codifica
para 84P2A9 (colectivamente, "polinucleodtidos de 84P2A9").

Una realizacién de un polinucleétido de 84P2A9 es un polinucledtido de 84P2A9 con la secuencia que se muestra en
el Id. de Sec. N°: 1. Un polinucleétido de 84P2A9 puede comprender un polinucleétido con la secuencia de nucledtil]
dos del 84P2A9 humano como la que se muestra en el Id. de Sec. N°: 1, en la que T puede también ser U; un polilJ
nucleétido que codifica para la totalidad o parte de la proteina 84P2A9; una secuencia complementaria a la anterior;
o un fragmento de polinucleétido de cualquiera de los anteriores. Otra realizacién comprende un polinucleétido con
la secuencia que se muestra en el Id. de Sec. N°: 1, desde el residuo nucleotidico nimero 163 hasta el residuo null
cleotidico nimero 1674, o desde el residuo numero 718 hasta el residuo numero 1390, en la que T puede también
ser U. Otra realizacién comprende un polinucledtido que codifica un polipéptido de 84P2A9 cuya secuencia esta
codificada por el cDNA contenido en el plasmido depositado en la American Type Culture Collection con el N° de
acceso PTA-1151. Otra realizacion comprende un polinucleétido que es capaz de hibridar bajo condiciones de hibril]
dacion restricitvas con el cDNA de 84P2A9 humano que se muestra en el Id. de Sec. N°: 1 o con un fragmento de
polinucledétido del mismo.
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Las realizaciones tipicas de la invencion descritas en la presente memoria incluyen los polinucleétidos de 84P2A9
que codifican porciones especificas de la secuencia de mRNA de 84P2A9 (y las que son complementarias de dichas
secuencias) como las que codifican la proteina y fragmentos de la misma, por ejemplo de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15 0 mas aminoacidos contiguos. Por ejemplo, realizaciones representativas de la invencién descritas aqui
incluyen: polinucledtidos que codifican de alrededor del aminoacido en posicidon 1 a alrededor del aminoacido 10 de
la proteina 84P2A9 que se muestra en la Fig. 2 (Id. de Sec. N°: 2), polinucledtidos que codifican de alrededor del
aminoacido 10 a alrededor del aminoacido 20 de la proteina 84P2A9 que se muestra en la Fig. 2, polinucleétidos
que codifican de alrededor del aminoacido 20 a alrededor del aminoacido 30 de la proteina 84P2A9 que se muestra
en la Fig. 2, polinucledtidos que codifican de alrededor del aminoacido 30 a alrededor del aminoacido 40 de la pro(]
teina 84P2A9 que se muestra en la Fig. 2, polinucleétidos que codifican de alrededor del aminoacido 40 a alrededor
del aminoacido 50 de la proteina 84P2A9 que se muestra en la Fig. 2, polinucleétidos que codifican de alrededor del
aminoacido 50 a alrededor del aminoacido 60 de la proteina 84P2A9 que se muestra en la Fig. 2, polinucleétidos
que codifican de alrededor del aminoacido 60 a alrededor del aminoacido 70 de la proteina 84P2A9 que se muestra
en la Fig. 2, polinucledtidos que codifican de alrededor del aminoacido 70 a alrededor del aminoacido 80 de la pro(]
teina 84P2A9 que se muestra en la Fig. 2, polinucleétidos que codifican de alrededor del aminoacido 80 a alrededor
del aminoacido 90 de la proteina 84P2A9 que se muestra en la Fig. 2 y polinucleétidos que codifican de alrededor
del aminoacido 90 a alrededor del aminoacido 100 de la proteina 84P2A9 que se muestra en la Fig. 2, etc. Siguiendo
este esquema, los polinucledtidos (de al menos 10 acidos nucleicos) que codifican porciones de la secuencia amil]
noacidica de los aminoacidos 100-504 de la proteina 84P2A9 son tipicas realizaciones de la invencion.

Los polinucleétidos que codifican porciones de mayor longitud de la proteina 84P2A9 también se contemplan. Por
ejemplo, los polinucledtidos que codifican de alrededor del aminoacido 1 (o 20, o 30 o 40 etc.) a alrededor del amil]
noacido 20, (o 30, o 40 o 50 etc.) de la proteina 84P2A9 que se muestra en la Fig. 2 pueden generarse mediante
una serie de técnicas bien conocidas en la materia. Una realizacién ilustrativa de tales polinucleétidos consiste en un
polinucledtido con la secuencia que se muestra en la Fig. 2, desde el residuo nucleotidico nimero 718 hasta el resil]
duo nucleotidico numero 1390.

Realizaciones ilustrativas adicionales de la invencion descrita aqui incluyen los fragmentos de polinucleétido de
84P2A9 que codifican para uno o mas de los motivos bioldgicos que contiene la secuencia de la proteina 84P2A9.
En una realizacion, los fragmentos de polinucleétido tipicos de la invencion pueden codificar una o0 mas de las sel]
cuencias de localizacién nuclear descritas aqui. En otra realizacion, los fragmentos de polinucleétido tipicos de la
invencion pueden codificar una o mas de las regiones de 84P2A9 que muestran homologia con LUCA 15 y/o
KIAA1152 y/o antigeno de cancer de pulmoén NY-Lu-12 (AF 042857), que muestra los motivos de dedos de Zinc y de
union a RNA (véase, por ejemplo, Gure et al., Cancer Res. 58(5): 1034-1041 (1998). En otra realizacién de la inven(]
cion, los fragmentos de polinucleétido tipicos pueden codificar uno o mas de los puntos de N-glucosilacién de
84P2A9, puntos de fosforilacion por quinasas de proteinas dependientes de cAMP y cCMP, puntos de fosforilacion
por la quinasa de caseina Il o puntos de N-miristilacion y puntos de amidacion como se describe en mas detalle en
el texto que aqui discute la proteina y polipéptidos de 84P2A9. En otra realizacion de la invencion, los fragmentos de
polinucledtido tipicos pueden codificar secuencias que son Unicas de una o mas variantes alternativas de corte y
empalme de 84P2A9, como la variante de corte y empalme que genera el transcrito de 4,5 KB que se sobreexpresa
en los canceres de préstata que se muestra en la Fig. 4.

Los polinucleétidos de los paragrafos precedentes tienen un ndmero de utilizaciones especificas diferentes. Por
ejemplo, como el gen 84P2A9 humano se mapea en el cromosoma 1g32.3, los polinucledtidos que codifican diferen(’
tes regiones de la proteina 84P2A9 pueden utilizarse para caracterizar anomalias citogenéticas en el cromosoma 1,
banda 932 que se han identificado como asociadas con varios canceres. En particular, se han identificado una serie
de anomalias cromosémicas en 1q32, como translocaciones y deleciones, como anomalias citogenéticas frecuentes
en un nuamero de canceres diferentes (véase, por ejemplo, Bieche et al.; Genes Chromosomes Cancer, 24 (3):255(]
263 (1999); Gorunova et al., Genes Chromosomes Cancer, 26 (4):312-321 (1999); Reid et al., Cancer Res.
(22):5415-5423 (1995)). En consecuencia, los polinucledtidos que codifican regiones especificas de la proteina
84P2A9 proporcionan nuevas herramientas que pueden utilizarse para delinear con mayor precision de la que hasta
ahora era posible, la naturaleza especifica de las anomalias citogenéticas en esta regién del cromosoma 1 que puel’
den contribuir al fenotipo maligno. En este contexto, estos polinucledtidos satisfacen la necesidad en la materia de
expandir la sensibilidad del cribado cromosémico para identificar anomalias cromosémicas mas sutiles y menos
comunes (véase, por ejemplo, Evans et al., Am. J. Obstet. Gynecol 171 (4):1055-1057 (1994)).

Alternativamente, como se ha detectado que 84P2A9 esta sobreexpresada en los canceres de préstata (Fig. 4),
estos polinucleétidos pueden utilizarse en métodos de valoracién del estado de los productos del gen 84P2A9 en
tejidos normales frente a cancerosos. Tipicamente, los polinucleétidos que codifican regiones especificas de la prol]
teina 84P2A9 pueden utilizarse para valorar la presencia de alteraciones (como deleciones, inserciones, mutaciones
puntuales o alteraciones que resultan en la pérdida de un antigeno, etc.) en regiones especificas (aquellas regiones
que contienen una sefal de localizacién nuclear) de los productos del gen 84P2A9. Ejemplos de ensayos incluyen
tanto los ensayos de RT-PCR como el andlisis de polimorfismos de conformacién de cadena sencilla (SSCP) (véase,
por ejemplo, Marrogi et al., J. Cutan. Pathol. 26 (8):369-378 (1999), en los que en ambos se utilizan polinucledtidos
que codifican regiones especificas de una proteina para examinar estas regiones de la proteina.

Otras realizaciones de la invencién descritas aqui relacionadas con los acidos nucleicos especificamente contem(
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plados son las moléculas de DNA gendmico, cDNA, ribozimas y moléculas antisentido, asi como moléculas de acido
nucleico basadas en un esqueleto alternativo o que incluye bases alternativas, tanto derivadas de fuentes naturales
como sintéticas. Por ejemplo, las moléculas antisentido pueden ser RNA u otras moléculas, como acidos nucleicos
peptidicos (PNA) o moléculas de acido no nucleico como los derivados fosforotioato, que se unen especificamente al
DNA o RNA de forma dependiente de par de bases. Un experto puede obtener facilmente estos tipos de moléculas
de acido nucleico utilizando los polinucledtidos de 84P2A9 y las secuencias de polinucleétido descritas aqui.

La tecnologia antisentido incluye la administracion de oligonucleétidos exdégenos que se unen a un polinucleétido
diana localizado en las células. El término "antisentido" se refiere al hecho de que tales oligonucleétidos son com(]
plementarios a sus dianas intracelulares, por ejemplo, 84P2A9. Véase por ejemplo, Jack Cohen,
OLIGODEOXYNUCLEOTIDES, Antisense Inhibitors of Gene Expression, CRC Press, 1989; y Synthesis 1:1-5
(1988). Los 84P2A9 oligonucledtidos antisentido de la presente invencion incluyen derivados como los SO
oligonucledtidos (derivados fosforotioato o S-oligos, véase, Jack Cohen, mas arriba), que muestran una accién in(]
hibidora del crecimiento de las células tumorales mejorada. Los S-oligos (fosforotioatos nucleosidicos) son analogos
isoelectronicos de un oligonucleétido (O-oligo) en el que se reemplaza un atomo de oxigeno no enlazante del grupo
fosfato por un atomo de azufre. Los S-oligos de la presente invencion pueden obtenerse mediante el tratamiento de
los O-oligos correspondientes con 3H-1,2-benzoditiol-3-ona-1,1-dioxido, que es un reactivo de transferencia de azull
fre. Véase lyer, R. P. et al, J. Org. Chem. 55:4693-4698 (1990); y lyer, R. P. et al., J. Am. Chem. Soc. 112:1253-1254
(1990). Oligonucledtidos antisentido adicionales de 84P2A9 de la presente invencion incluyen los oligonucledtidos
antisentido morfolino conocidos en la materia (véase, por ejemplo, Partridge et al., 1996, Antisense & Nucleic Acid
Drug Development 6: 169-175).

Los oligonucleétidos antisentido de 84P2A9 de la presente invencion normalmente pueden ser RNA o DNA que es
complementario e hibrida de forma estable con los primeros 100 codones en N-terminal o los ultimos 100 codones
en C-terminal de la secuencia gendmica de 84P2A9 o el mRNA correspondiente. La complementariedad absoluta no
es necesaria, aunque son preferibles los niveles de complementariedad elevados. La utilizacién de un oligonucleétil
do complementario de esta region permite la hibridacion selectiva con el mRNA de 84P2A9 y no con mRNA especifil|
cos de otras subunidades reguladoras de proteinas quinasa . Preferiblemente, los oligonucledtidos antisentido de
84P2A9 de la presente invencion son un fragmento de 15 a 30-mero de la molécula de DNA antisentido con una
secuencia que hibrida con el mRNA de 84P2A9. Opcionalmente, el oligonucledtido antisentido de 84P2A9 es un
oligonucledtido 30-mero que es complementario a una region en los 10 codones iniciales en N-terminal o los ultimos
10 codones en C-terminal de 84P2A9. Alternativamente, las moléculas antisentido se modifican para utilizar ribozilJ
mas en la inhibicién de la expresion de 84P2A9. L. A. Couture & D. T. Stinchcomb; Trends Genet 12: 510-515
(1996).

Otras realizaciones especificas de este aspecto de la invencion incluyen los cebadores y pares de cebadores, que
permiten la amplificacion especifica de los polinucledétidos de la invencién o de cualquier parte especifica del mismo,
y sondas que hibridan selectivamente o especificamente con moléculas de acido nucleico de la invencién o cualquier
parte de las mismas. Las sondas pueden estar marcadas con un marcador detectable, como por ejemplo, un rall
dioisétopo, compuesto fluorescente, compuesto bioluminiscente, compuesto quimioluminiscente, quelante de metal]
les o enzima. Tales sondas y cebadores pueden utilizarse para detectar la presencia de un polinucleétido de 84P2A9
en una muestra y como medio para la deteccién de una célula que expresan una proteina 84P2A9.

Ejemplos de tales sondas incluyen polipéptidos que comprenden la totalidad o parte de las secuencias del cDNA de
84P2A9 humano que se muestra en la Fig. 2. Ejemplos de pares de cebadores capaces de amplificar especifica-
mente los mMRNA de 84P2A9 también se describen en los Ejemplos que siguen. Como los expertos entenderan,
pueden obtenerse una gran cantidad de cebadores y sondas diferentes en funcion de las secuencias que aqui se
proporcionan y pueden utilizarse efectivamente para amplificar y/o detectar un mRNA de 84P2A9.

Los polinucledtidos de 84P2A9 de la invencién son utiles para una variedad de propésitos, lo que incluye pero no se
limita a su utilizaciéon como sondas y cebadores para la amplificacion y/o deteccion del (de los) gen(es) 84P2A9,
mRNA(s) o fragmentos del(de los) mismo(s); como reactivos para el diagndstico y/o prondstico del cancer de prostal]
ta y otros canceres; como secuencias codificantes capaces de dirigir la expresion de polipéptidos 84P2A9; como
herramientas para la modulacion o inhibicion de la expresion del (de los) gen(es) 84P2A9 (s) y/o traduccion de (de
los) transcrito(s) de 84P2A9 y como agentes terapéuticos.

Aislamiento de moléculas de acido nucleico gue codifican para 84P2A9

Las secuencias de cDNA de 84P2A9 descritas en la presente memoria permiten el aislamiento de otros polinucleétir
dos que codifican producto(s) del gen 84P2A9, asi como el aislamiento de polinucledtidos que codifican productos
homologos del gen 84P2A9, y alternativamente, las isoformas de corte y empalme, variantes alélicas y formas mul]
tantes del producto del gen 84P2A9. Varios métodos de clonaje molecular que pueden utilizarse para aislar los
cDNA completos que codifican un gen 84P2A9 son bien conocidas (véase, por ejemplo, Sambrook, J. et al., Molecul
lar Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicidn, Cold Spring Harbor Press, New York, 1989; Current Protocols in Mole(!
cular Biology. Ausubel et al., Ed., Wiley y Sons, 1995). Por ejemplo, pueden usarse de forma conveniente las metol|
dologias de clonaje en fago lambda, utilizando los sistemas de clonaje comercialmente disponibles (por ejemplo,
Lambda ZAP Express, Stratagene). Los clones fagicos que contienen los cDNA del gen 84P2A9 pueden identificarse
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mediante la hibridacion con un cDNA de 84P2A9 marcado o un fragmento del mismo. Por ejemplo, en una realizal
cion, el cDNA de 84P2A9 (Fig. 2) o una porcién del mismo puede sintetizarse y utilizarse como sonda para recuperar
cDNA solapados y completos correspondientes a un gen 84P2A9. El gen 84P2A9 en si mismo puede aislarse mel]
diante el cribado de bibliotecas de DNA gendmico, bibliotecas de cromosomas artificiales bacterianos (BAC), biblio(]
tecas de cromosomas artificiales de levadura (YAC) y similares, con sondas o cebadores del DNA de 84P2A9.

Moléculas de dna recombinante y sistemas huésped-vector

La invencién también proporciona moléculas de DNA o RNA recombinante que contienen un polinucleétido de
84P2A9 o un fragmento o analogo u homaologo del mismo, lo que incluye pero no se limita a fagos, plasmidos, fagé(’
midos, cosmidos, YAC, BAC, asi como varios vectores viricos y no viricos bien conocidos en la materia, y células
transformadas o transfectadas con tales moléculas de DNA o RNA recombinante. Como se utiliza aqui, una moléculJ
la de DNA o RNA recombinante es una molécula de DNA o RNA que se ha sometido a una manipulacién molecular
in vitro. Los métodos para generar tales moléculas son bien conocidos (véase, por ejemplo, Sambrook et al, 1989,
mas arriba).

La invencion ademas proporciona un sistema huésped-vector que comprende una molécula de DNA recombinante
que contiene un polinucleétido de 84P2A9 o un fragmento o analogo u homélogo del mismo en una célula huésped
procariota o eucariota adecuada. Ejemplos de células huésped eucariotas adecuadas incluyen las células de levadull
ras, células vegetales o células animales, como las células de mamifero o células de insecto (por ejemplo, una célula
infectable por baculovirus, como las células Sf9 o HighFive). Los ejemplos de células de mamifero adecuadas inclu
yen varias lineas celulares de cancer de prostata como DU145 y TsuPr1, otras lineas celulares de cancer de prostal]
ta transfectables o transducibles, asi como un nimero de células de mamifero que se utilizan de forma rutinaria para
la expresion de proteinas recombinantes (por ejemplo, células COS, CHO, 293, 293T). En particular, un polinucledtil]
do que comprende la secuencia codificante de 84P2A9 o un fragmento o analogo u homélogo del mismo puede
utilizarse para generar proteinas 84P2A9 o fragmentos de las mismas utilizando cualquier nimero de sistemas
huésped-vector utilizados de forma rutinaria y ampliamente conocidos en la materia.

Hay disponible un amplio rango de sistemas huésped-vector adecuados para la expresion de proteinas 84P2A9 o
fragmentos de las mismas, véase por ejemplo, Sambrook et al., 1989, mas arriba; Current Protocols in Molecular
Biology, 1995, mas arriba). Los vectores preferidos para la expresién en mamiferos incluyen pero no se limitan a
pcDNA 3.1 myc-cola de His (Invitrogen) y el vector retroviral pSRatkneo (Muller et al., 1991, MCB 11:1785). Utilizan(
do estos vectores de expresion, 84P2A9 puede expresarse preferiblemente en varias lineas celulares de cancer de
prostata y diferente de prostata, como por ejemplo 293, 293T, rat-1, NIH 3T3 y TsuPr1. Los sistemas huésped-vector
de la invencion son utiles para la produccion de una proteina 84P2A9 o fragmento de la misma. Tales sistemas
huésped-vector pueden utilizarse para estudiar las propiedades funcionales de 84P2A9 y las mutaciones o analogos
de 84P2A9.

La proteina 84P2A9 humana recombinante o un analogo u homadlogo o fragmento de la misma puede producirse
mediante células de mamifero transfectadas con una construccion que codifique 84P2A9. En una realizacion ilustrall
tiva descrita en los Ejemplos, las células 293T pueden transfectarse con un plasmido de expresiéon que codifica

84P2A9, o fragmento o analogo u homologo del mismo, la proteina 84P2A9 o relacionada se expresa en las células
293T, y la proteina 84P2A9 recombinante puede aislarse utilizando métodos de purificacion estandar (por ejemplo,

purificacion por afinidad utilizando anticuerpos anti-84P2A9). En otra realizacion, también descrita en los Ejemplos
aqui, la secuencia codificante de 84P2A9 se subclona en el vector retroviral pPSRaMSVtkneo y se utiliza para infectar
varias lineas celulares de mamifero, como NIH 3T3, TsuPr1, 293 y rat-1 para establecer lineas celulares que exprel]
san 84P2A9. También pueden utilizarse otros varios sistemas de expresion bien conocidos en la materia. Las cons|

trucciones de expresion que codifican un péptido lider unido en marco de lectura con la secuencia codificante de

84P2A9 pueden utilizarse para la generacion de una forma secretada de la proteina 84P2A9 recombinante.

Las proteinas codificadas por los genes 84P2A9, o por los analogos u homélogos o fragmentos de las mismas,
tendran una gran variedad de usos, lo que incluye pero no se limita a la generaciéon de anticuerpos y en métodos
para la identificacion de ligandos y otros agentes y constituyentes celulares que se unen a un producto del gen
84P2A9. Los anticuerpos generados contra una proteina 84P2A9 o fragmento de la misma pueden ser utiles en los
ensayos diagnosticos y pronoésticos, y las metodologias de imagen en el manejo de los canceres humanos caracteril’
zados por la expresion de la proteina 84P2A9, lo que incluye pero no se limita a canceres de prostata y testiculos.
Tales anticuerpos pueden expresarse de forma intracelular y utilizarse en métodos de tratamiento de los pacientes
con tales canceres. Se contemplan varios ensayos inmunolégicos Utiles para la deteccion de proteinas 84P2A9, lo
que incluye pero no se limita a varios tipos de radioinmunoensayos, ensayos inmunosorbentes ligados a enzima
(ELISA), ensayos inmunofluorescentes ligados a enzima (ELIFA), métodos inmunocitoquimicos y similares. Tales
anticuerpos pueden estar marcados y utilizarse como reactivos para la deteccion inmunolégica capaces de detectar
las células que expresan 84P2A9 (por ejemplo, en métodos de imagen radioscintigraficos). Las proteinas 84P2A9
también pueden ser particularmente utiles para la generacion de vacunas contra el cancer, como se describe en
detalle a continuacion.
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Polipéptidos 84P2A9

Otro aspecto de la presente invencion proporciona proteinas relacionadas con 84P2A9 y fragmentos de polipéptido
de las mismas. Las realizaciones especificas de las proteinas 84P2A9 comprenden un polipéptido con la totalidad o
parte de la secuencia de aminoacidos de 84P2A9 humana como la que se muestra en la Fig. 2. Alternativamente,
las realizaciones de las proteinas 84P2A9 comprenden variantes de polipéptidos con alteraciones en la secuencia
de aminoacidos de 84P2A9 humana que se muestran en la Fig. 2.

En general, las variantes alélicas que aparecen de forma natural de la 84P2A9 humana comparten un alto grado de
identidad estructural y homologia (por ejemplo, el 90% o mas identidad). Tipicamente, las variantes alélicas de las
proteinas relacionadas con 84P2A9 contienen sustituciones conservativas de aminoacido en las secuencias de
84P2A9 descritas aqui o contienen una sustituciéon de un aminoacido en la posicién correspondiente en un homélogo
de 84P2A9. Un tipo de variantes alélicas de 84P2A9 son las proteinas que comparten un alto grado de homologia
con al menos una pequefa region de una secuencia de aminoacidos de 84P2A9 particular, pero que ademas con(’
tiene una disparidad radical de la secuencia, como una sustitucién no conservativa, truncacién, insercion o cambio
de marco de lectura. En las comparaciones de las secuencias de proteina, los términos similitud, identidad y homo[
logia tienen un significado distinto. Ademas, los conceptos de ortologia y paralogia son importantes para describir la
relacion entre miembros de una familia de proteinas dada en un organismo con los miembros de la misma familia en
otros organismos.

Las sustituciones de aminoacidos conservativas frecuentemente pueden realizarse en una proteina sin alterar ni la
conformacion ni la funcion de la proteina. Tales cambios incluyen la sustitucion de cualquier isoleucina (1), valina (V)
y leucina (L) por cualquier otro de estos aminoacidos hidrofébicos; acido aspartico (D) por acido glutamico (E) y
viceversa; glutamina (Q) por asparagina (N) y viceversa; y serina (S) por treonina (T) y viceversa. Otras sustituciones
también pueden considerarse conservativas, dependiendo del ambiente del aminoacido particular y su papel en la
estructura tridimensional de la proteina. Por ejemplo, glicina (G) y alanina (A) frecuentemente pueden intercambiar-
se, asi como alanina (A) y valina (V). La metionina (M), que es relativamente hidrofébica, frecuentemente puede
intercambiarse con leucina e isoleucina, y algunas veces con valina. La lisina (K) y arginina (R) frecuentemente puel]
den intercambiarse en localizaciones en las que la caracteristica significativa del residuo aminoacidico es su carga y
la diferencia de los pK de estos dos residuos aminoacidicos no es significativa. Pueden considerarse como "conser(]
vativos" otros tipos de cambios en ambientes particulares (véase, por ejemplo la Tabla 2 aqui; paginas 13-15 "BiolJ
chemistry" 22 Ed. Lubert Stryer Ed. (Stanford University); Henikoff et al., PNAS 1992 Vol 89, 10915-10919; Lei et al.,
J Biol Chem, 1995 Mayo 19; 270 (20):11882-6).

Las realizaciones de la invencién aqui descritas incluyen una amplia variedad de variantes de las proteinas 84P2A9
aceptadas en la materia, como los polipéptidos con inserciones, deleciones y sustituciones de aminoacido. Las val]
riantes de 84P2A9 pueden obtenerse utilizando métodos conocidos en la materia como la mutagénesis dirigida, de
escaneo de alanina y mutagénesis por PCR. La mutagénesis dirigida [Carter et al., Nucl. Acids Res., 13:4331 (1986);
Zoller et al., Nucl. Acids Res., 10:6487 (1987)], mutagénesis de cassette [Wells et al., Gene, 34:315 (1985)], mulJ
tagénesis por seleccion de restriccion [Wells et al., Philos. Trans. R Soc. London SerA, 317:415 (1986)] u otras
técnicas conocidas pueden realizarse sobre el DNA clonado para producir la variante de DNA de 84P2A9.

El andlisis de escaneo de aminoacidos también puede utilizarse para identificar uno o mas aminoacidos a lo largo de
una secuencia contigua que esta involucrada en una actividad biolégica especifica como una interaccién proteina-
proteina. Entre los aminoacidos de escaneo preferibles estan los aminoacidos neutrales relativamente pequefos.
Tales aminoacidos incluyen alanina, glicina, serina y cisteina. La alanina tipicamente es un aminoacido de escaneo
preferido entre este grupo ya que elimina la cadena lateral mas alla del carbono beta y tiene menor probabilidad de
alterar la conformacion de la cadena principal de la variante. La alanina también es tipicamente preferida ya que es
el aminoacido mas comun. Ademas, frecuentemente se encuentra tanto en posiciones internas como expuestas
[Creighton, The Proteins, (W.H. Freeman & Co., N.Y.); Chothia, J. Mol. Biol., 150:1 (1976)]. Si la sustitucién de alani(]
na no da lugar a cantidades adecuadas de variante, puede utilizarse un aminoacido isoestérico.

Como se definen en la presente memoria, las variantes, analogos u homologos de 84P2A9, tienen el atributo distintil]
vo de tener al menos un epitopo en comun con una proteina 84P2A9 con la secuencia de aminoacidos del Id. de
Sec. N° 2, de forma que un anticuerpo o célula que se une especificamente a una variante 84P2A9 también se unira
especificamente a la proteina 84P2A9 con la secuencia de aminoacidos de Id. de Sec. N°: 2. Un polipéptido deja de
ser una variante de la proteina que se muestra en el Id. de Sec. N°: 2 cuando ya no contiene un epitopo capaz de
ser reconocido por un anticuerpo o célula T que se une especificamente a una proteina 84P2A9. Los expertos en la
materia entenderan que los anticuerpos que reconocen proteinas se unen a epitopos de tamafo variable, y se conlJ
sidera que una agrupacion del orden de alrededor de cuatro o cinco aminoacidos, contiguos o no, es el numero
tipico de aminoacidos en un epitopo minimo. Véase, por ejemplo, Nair et al., J. Immunol 2000 165 (12):6949-6955;
Hebbes et al., Mol Immunol (1989) 26 (9):865-73; Schwartz et al., J Immunol (1985) 135 (4):2598-608. Otro tipo
especifico de variantes de proteina relacionadas con 84P2A9 comparte el 90% o més identidad con la secuencia de
aminoacidos de Id. de Sec. N°: 2 o un fragmento de la misma. Otro tipo especifico de variantes o analogos de la
proteina 84P2A9 comprende uno o0 mas de los motivos biolégicos de 84P2A9 descritos a continuacion o que actuall
mente se conocen en la materia. Asi, estan incluidos en la presente invencidon los analogos de fragmentos de
84P2A9 (acido nucleico o aminoacido) que alteran las propiedades funcionales (por ejemplo inmunogénicas) en
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relacion al fragmento de partida. Se debe apreciar que los motivos actuales o los que formen parte de la materia son
de aplicacién en las secuencias de acido nucleico o aminoacido de la Fig. 2.

Como se discute en la presente memoria, las realizaciones de la invencioén reivindicada incluyen polipéptidos que
contienen una secuencia de menos de los 504 aminoacidos de la proteina 84P2A9 que se muestra en la Fig. 2. Por
ejemplo, las realizaciones representativas de la invencion comprenden los péptidos/ proteinas con 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15 0 mas aminoacidos contiguos de la proteina 84P2A9 que se muestra en la Fig. 2 (Id. de Sec. N°:
2). Ademas, realizaciones representativas de la invencién descrita aqui incluyen los polipéptidos que comprenden
desde alrededor del aminoacido 1 hasta alrededor del aminoacido 10 de la proteina 84P2A9 que se muestra en la
Fig. 2, polipéptidos que comprenden desde alrededor del aminoacido 10 hasta alrededor del aminoacido 20 de la
proteina 84P2A9 que se muestra en la Fig. 2, polipéptidos que comprenden desde alrededor del aminoacido 20
hasta alrededor del aminoacido 30 de la proteina 84P2A9 que se muestra en la Fig. 2, polipéptidos que comprenden
desde alrededor del aminoacido 30 hasta alrededor del aminoacido 40 de la proteina 84P2A9 que se muestra en la
Fig. 2, polipéptidos que comprenden desde alrededor del aminoacido 40 hasta alrededor del aminoacido 50 de la
proteina 84P2A9 que se muestra en la Fig. 2, polipéptidos que comprenden desde alrededor del aminoacido 50
hasta alrededor del amino&cido 60 de la proteina 84P2A9 que se muestra en la Fig. 2, polipéptidos que comprenden
desde alrededor del aminoacido 60 hasta alrededor del aminoacido 70 de la proteina 84P2A9 que se muestra en la
Fig. 2, polipéptidos que comprenden desde alrededor del aminoacido 70 hasta alrededor del aminoacido 80 de la
proteina 84P2A9 que se muestra en la Fig. 2, polipéptidos que comprenden desde alrededor del aminoacido 80
hasta alrededor del aminoacido 90 de la proteina 84P2A9 que se muestra en la Fig. 2 y polipéptidos que compren(]
den desde alrededor del aminoacido 90 hasta alrededor del aminoacido 100 de la proteina 84P2A9 que se muestra
en la Fig. 2, etc. a lo largo de la totalidad de la secuencia de 84P2A9. Siguiendo este esquema, los polipéptidos que
comprenden porciones de la secuencia aminoacidica de los aminoacidos 100-504 de la proteina 84P2A9 son realil]
zaciones tipicas de la invencion. Los polipéptidos que comprenden porciones mayores de la proteina 84P2A9 tam(]
bién se contemplan. Por ejemplo, los polipéptidos que comprenden desde alrededor del aminoacido 1 (0 20 0 30 o
40, etc.) hasta alrededor del aminoacido 20 (o 30 0 40 o 50, etc.) de la proteina 84P2A9 que se muestra en la Fig. 2
pueden generarse mediante una variedad de técnicas bien conocidas en la materia. Se debe apreciar que las posil ]
ciones de inicio y finalizacion en este paragrafo se refieren a la posicion especificada asi como esta posicion mas o
menos 5 residuos.

Realizaciones ilustrativas adicionales de la invencién descritas aqui incluyen las proteinas relacionadas con 84P2A9
que contienen los residuos aminoacidicos de uno o méas de los motivos biolégicos que se encuentran en la secuen(’
cia de las proteinas relacionadas con 84P2A9 como se muestra en la Figura 2. En una realizacién, las proteinas de
la invencidon comprenden una o mas de las secuencias de localizacidon nuclear de 84P2A9 como RKRR en los resil]
duos 42-45 del Id. de Sec. N°: 2, RKRR en los residuos 47-50 del Id. de Sec. N°: 2, KRRP en los residuos 101-104
del Id. de Sec. N°: 2, RRRRRK en los residuos 135-139 del Id. de Sec. N°: 2 y/o KKRK en los residuos 186-189 del
Id. de Sec. N°: 2. En otra realizacién, las proteinas de la invencion comprenden uno o mas de los puntos de N[J
glucosilacién de 84P2A9, como NRTL en los residuos 131-134 del Id. de Sec. N°: 2, NQTN en los residuos 212-215
del Id. de Sec. N°: 2 y/o NCSV en los residuos 394-397 del Id. de Sec. N°: 2. En otra realizacion, las proteinas de la
invencion comprenden una o mas de las regiones de 84P2A9 que muestran homologia con LUCA 15 y/o KIAA1152.
En otra realizacion, las proteinas de la invencién comprenden uno o mas de los puntos de fosforilaciéon por proteinas
quinasas dependientes de cAMP y cGMP de 84P2A9, como KRRS en los residuos 48-51 del Id. de Sec. N°: 2 y/o
RRPS en los residuos 102-105 del Id. de Sec. N°: 2. En otra realizacion, las proteinas de la invencién comprenden
uno o mas de los puntos de fosforilacion por proteina quinasa C de 84P2A9, como TLR en los residuos 133-135 del
Id. de Sec. N°: 2, SNK en los residuos 152-154 del Id. de Sec. N°: 2, SDR en los residuos 171-173 del Id. de Sec. N°:
2, TNK en los residuos 214-21 G del Id. de Sec. N°: 2, SRR en los residuos 313-315 del Id. de Sec. N°: 2, SSK en
los residuos 328-330 del Id. de Sec. N°: 2 y/o SVR en los residuos 396-398 del Id. de Sec. N°: 2. En otra realizacion,
las proteinas de la invencidon comprenden uno o mas de los puntos de fosforilacién por la caseina quinasa Il de
84P2A9, como SALE en los residuos 10-13 del Id. de Sec. N°: 2, SSLE en los residuos 70-73 del Id. de Sec. N°: 2,
SLEE en los residuos 71-74 del Id. de Sec. N°: 2, SDSD en los residuos 91-94 del Id. de Sec. N°: 2, TNKD en los
residuos 214-217 del Id. de Sec. N°: 2, SESD en los residuos 232-235 del Id. de Sec. N°: 2, SSTD en los residuos
240-243 del Id. de Sec. N°: 2, TNDE en los residuos 248-251 del Id. de Sec. N°: 2, TELD en los residuos 287-290 del
Id. de Sec. N°: 2 y/o TEHD en los residuos 374-377 del Id. de Sec. N°: 2. En ofra realizacion, las proteinas de la
invencién comprenden uno o mas de los puntos de N-miristilacion, como GSDSSL en los residuos 67-72 del Id. de
Sec. N°% 2, GLFTND en los residuos 245-250 del Id. de Sec. N°: 2, GGACGI en los residuos 269-274 del Id. de Sec.
N°: 2, GGTPTS en los residuos 336-341 del Id. de Sec. N°: 2, GTPTSM en los residuos 337-342 del Id. de Sec. N°:
2, GSLCTG en los residuos 409-414 del Id. de Sec. N°: 2, GSGLGR en los residuos 459-464 del Id. de Sec. N°: 2 y/o
GLGLGEF en los residuos 481-486 del Id. de Sec. N°: 2. En otra realizacion, las proteinas de la invencién compren(]
den uno o mas puntos de amidacion, como RGRK en los residuos 45-48 del Id. de Sec. N°: 2 y/o RGKR en los resil]
duos 113-116 del Id. de Sec. N°: 2. Una realizacion ilustrativa de tal polipéptido incluye dos o mas secuencias de
aminoacido seleccionadas de entre el grupo que consiste en KKRK, NQTN, NCSV, TNK, SRR, SSK, SVR, GLFTND,
GGACGI, GGTPTS, GTPTSM y GSLCTG (como se han identificado anteriormente en el Id. de Sec. N°: 2). En una
realizacion preferida, el polipéptido comprende tres o cuatro, o cinco o seis, 0 mas de las secuencias de aminoacido
KKRK, NQTN, NCSV, TNK, SRR, SSK, SVR, GLFTND, GGACGI, GGTPTS, GTPTSM y GSLCTG (como se han
identificado anteriormente en el Id. de Sec. N°: 2).
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En ofra realizacion, las proteinas de la invencion comprenden uno o mas de los epitopos inmunorreactivos, identifi[]
cados mediante un proceso descrito aqui, como los que se muestran en la Tabla 1. Los procesos para la identificall
cion de péptidos y analogos con afinidades por moléculas de HLA y que se correlacionan con epitopos inmunogénir]
cos, son bien conocidos en la materia. También se han descrito los principios para la creacion de analogos de tales
epitopos para modular la inmunogenicidad. Una serie de referencias son Uutiles en la identificacién de tales molécull
las. Véase, por ejemplo, la WO 9733602 de Chestnut et al.; Sette, Immunogenetics 1999 50 (3-4):201-212; Sette et
al., J. Immunol. 2001 166 (2):1389-1397; Alexander et al., Immunol. Res. 18 (2):79-92; 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; y 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., Immu(]
nity 1994 1 (9):751-761 y Alexander et al., Immunol. Res. 1998 18 (2):79-92.

Las realizaciones relacionadas con la invencién comprenden polipéptidos que contienen combinaciones de los difel
rentes motivos discutidos aqui, en las que ciertas realizaciones no contienen inserciones, deleciones o sustituciones
en los motivos o las secuencias intermedias de estos polipéptidos. Ademas, las realizaciones que incluyen un nume!(’
ro de residuos aminoacidicos en N-terminal y/o C-terminal a cualquier lado de estos motivos pueden ser deseables
(para, por ejemplo, incluir una mayor porcién de la arquitectura del polipéptido donde el motivo se localiza). Tipicall
mente el nUmero de residuos aminoacidicos en N-terminal y/o C-terminal a cada lado de un motivo esta entre alre(]
dedor de 1 y alrededor de 100 residuos aminoacidicos, preferiblemente de 5 a alrededor de 50 residuos aminoacidil]
cos.

En otra realizacién de la invencién, las proteinas de la invencién comprenden secuencias de aminoacidos que son
exclusivas de una o més variantes de corte y empalme alternativo de 84P2A9, como la variante de corte y empalme
codificada por el transcrito de 4,5 kB que se sobreexpresa en los canceres de prostata y que se muestran en la Fig.
4. La monitorizacion de las variantes de corte y empalme alternativo de 84P2A9 es util ya que los cambios en el
corte y empalme alternativo de las proteinas se ha sugerido como uno de los pasos de una serie de eventos que
conducen a la progresion de los canceres (véase, por ejemplo, Carstens et al., Oncogene 15 (250:3059-3065
(1997)). En consecuencia, la monitorizacion de las variantes de corte y empalme alternativo de 84P2A9 proporciona
un medio adicional de evaluacién de los sindromes asociados con las alteraciones en productos del gen 84P2A9,
como los canceres.

Los polipéptidos que comprenden uno o mas de los motivos de 84P2A9 discutidos aqui son utiles en la elucidacion
de las caracteristicas especificas de un fenotipo maligno, en vista de la observacion de que los motivos de 84P2A9
discutidos aqui estan asociados con la desregulacion del crecimiento y ya que 84P2A9 se sobreexpresa en los
canceres (Fig. 4). Asi, la presencia en una proteina de los motivos relacionados con estos enzimas o moléculas es
relevante. Por ejemplo, la caseina quinasa ll, las proteinas quinasa dependientes de cAMP y cCMP, y la proteina
quinasa C, por ejemplo, son enzimas conocidos por su asociacion con el desarrollo de un fenotipo maligno (véase,
por ejemplo, Chen et al., Lab Invest., 78 (2):165-174 (1998); Gaiddon et al., Endocrinology 136 (10):4331-4338
(1995); Hall et al., Nucleic Acids Research 24 (6):1119-1126 (1996); Peterziel et al., Oncogene 18 (46):6322-6329
(1999) y O’Brian, Oncol. Rep. 5 (2):305-309 (1998)). Ademas, tanto la glucosilacion como la miristilacién son modifi]
caciones de las proteinas también asociadas con el cancer y la progresion del cancer (véase, por ejemplo, Dennis et
al., Biochim. Biophys. Acta 1473 (1):21-34 (1999); Raju et al., Exp. Cell Res. 235 (1):145-154 (1997)). La amidacién
es otra modificacion de las proteinas asociada con el cancer y la progresion del cancer (véase, por ejemplo, Treston
et al., J. Natl. Cancer Inst. Monogr. (13):169-175 (1992)). Ademas, se cree que las secuencias de localizacién nucle(]
ar influyen en el potencial maligno de una célula (véase, por ejemplo, Mirski et al., Cancer Res. 55 (10):2129-2134
(1995)).

Las proteinas de la invencion tienen una serie de utilizaciones especificas diferentes. Como se ha demostrado que
84P2A9 se sobreexpresa en los canceres de prostata (Fig. 4), estos péptidos/ proteinas se utilizan en los métodos
para valorar el estado de los productos del gen 84P2A9 en tejidos normales frente a cancerosos y la elucidacion de
fenotipo maligno. Normalmente, los polipéptidos que codifican regiones especificas de la proteina 84P2A9 se utilizan
para valorar la presencia de alteraciones (como deleciones, inserciones, mutaciones puntuales, etc.) en regiones
especificas (regiones que contienen una sefial de localizacién nuclear) de los productos del gen 84P2A9. Ejemplos
de ensayos utilizan los anticuerpos o células T contra las proteinas relacionadas con 84P2A9 que comprenden los
residuos aminoacidicos de uno o mas de los motivos biolégicos contenidos en la secuencia del polipéptido de
84P2A9 para evaluar las caracteristicas de esta region en tejidos normales frente a cancerosos. Alternativamente,
los polipéptidos de 84P2A9 que contienen los residuos aminoacidicos de uno o mas de los motivos biolégicos con[]
tenidos en las proteinas 84P2A9 se utilizan para cribar factores que interaccionan con esa region de 84P2A9.

Como se discute en la presente memoria, la redundancia del codigo genético permite la variaciéon en las secuencias
del gen 84P2A9. En particular, un experto en la materia reconocera que hay preferencias especificas de codén por
las diferentes especies de huésped especifico, y pueden adaptar la secuencia descrita como la preferible para un
huésped deseado. Por ejemplo, las secuencias con codén analogo preferidas normalmente tienen codones raros (es
decir, codones con una frecuencia de uso inferior a alrededor del 20% en las secuencias conocidas del huésped
deseado) reemplazados con codones de frecuencia superior. Las preferencias de codén de una especie especifica

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2360 155 T3

se calculan, por ejemplo, mediante la utilizacién de tablas de uso de coddn disponibles en Internet como:
http://www.dna.affrc.go.jp/~nakamura/ codon.html. Las secuencias de nucleétidos que se han optimizado para una
especie huésped particular mediante el reemplazo de cualquier codén con una frecuencia de uso inferior a alrededor
del 20% se denominan aqui "secuencias con coddn optimizado".

Se conocen modificaciones de secuencia adicionales que mejoran la expresion de una proteina en una célula hués'|
ped. Estas incluyen la eliminacién de secuencias que codifican falsas sefiales de poliadenilacién, sefiales de puntos
de corte y empalme exdén/ intrén, repeticiones tipo transposon, y/u otras secuencias bien caracterizadas que son
deletéreas para la expresion génica. El contenido de GC de la secuencia se ajusta a los niveles medios de la célula
huésped dada, calculandose en referencia a genes conocidos que se expresan en la célula huésped. Cuando es
posible, la secuencia se modifica para evitar estructuras secundarias del mRNA en horquilla predecibles. Otras modil
ficaciones utiles incluyen la adicién de una secuencia consenso de iniciacion de la traduccién en el inicio del marco
abierto de lectura, como se describe en Kozak, Mol. Cell Biol., 9:5073-5080 (1989). Los expertos entenderan que la
norma general de que los ribosomas eucariotas inician la traduccién exclusivamente en el codéon AUG proximal 5’ se
altera solo en condiciones extrafias (véase, por ejemplo, Kozak PNAS 92 (7):2662-2666, (1995) y Kozak NAR 15
(20):8125-8148 (1987)). Las secuencias de nucleétidos que se han optimizado para su expresion en una especie
huésped dada mediante la eliminacion de falsas sefiales de poliadenilacién, la eliminacién de sefales de corte y
empalme exén/ intrén, eliminacion de repeticiones tipo transposoén y/o optimizacion del contenido en GC ademas de
la optimizacion de codon se denominan aqui "secuencia de expresion mejorada”.

Las proteinas 84P2A9 se realizan de muchas formas, preferiblemente de forma aislada. Una molécula de proteina
84P2A9 purificada estara sustancialmente libre de otras proteinas o moléculas que impiden la uniéon de 84P2A9 a un
anticuerpo u otros ligandos. La naturaleza y grado de aislamiento y purificacion dependera del uso que se pretende
hacer. Las realizaciones de una proteina 84P2A9 incluyen una proteina 84P2A9 purificada y una proteina 84P2A9
funcional soluble. En una realizacion, una proteina 84P2A9 funcional soluble o fragmento de la misma retiene la
capacidad de unirse a un anticuerpo, célula T u otros ligandos.

La invencion también proporciona proteinas 84P2A9 que comprenden fragmentos biolégicamente activos de la sel]
cuencia de aminoacidos de 84P2A9 que corresponden a la parte de la secuencia de aminoacidos de 84P2A9 que se
muestra en la Fig. 2. Tales proteinas de la invencion muestran propiedades de la proteina 84P2A9, como la capacil
dad de inducir la generacion de anticuerpos que se unen especificamente a un epitopo asociado con la proteina
84P2A9; de unirse a tales a tales anticuerpos; de permitir la activacion de HTL o CTL; y/o de ser reconocida por HTL
o CTL.

Las proteinas relacionadas con 84P2A9 se generan utilizando tecnologia de sintesis de péptidos estandar o utilizan(
do métodos de escision quimica bien conocidos en la materia. Alternativamente, los métodos recombinantes pueden
utilizarse para generar moléculas de acido nucleico que codifican una proteina relacionada con 84P2A9. En una
realizacién, las moléculas de acido nucleico que codifican 84P2A9 descritas aqui proporcionan un medio para genel]
rar fragmentos definidos de las proteinas 84P2A9. Los fragmentos/ subsecuencias de la proteina 84P2A9 son partil]
cularmente utiles para la obtencion y caracterizacion de anticuerpos especificos de dominio (por ejemplo, anticuer!]
pos que reconocen un epitopo extracelular o intracelular de una proteina 84P2A9), en la identificacion de agentes o
factores celulares que se unen a 84P2A9 o a un dominio estructural particular de la misma, y en varios contextos
terapéuticos, lo que incluye pero no se limita a las vacunas contra el cancer o los métodos de preparacion de tales
vacunas.

Los polipéptidos de 84P2A9 que contienen en particular estructuras de interés pueden predecirse y/o identificarse
utilizando varias técnicas analiticas bien conocidas en la materia, como, por ejemplo, los métodos de analisis de
Chou-Fasman, Garnier-Robson, Kyte-Doolittle, Eisenberg, Karplus-Schultz o Jameson-Wolf, o en funcién de su
inmunogenicidad. Los fragmentos que contienen tales estructuras son particularmente Utiles en la obtencién de antil]
cuerpos o células T anti-84P2A9 especificos de subunidad, o en la identificacién de factores celulares que se unen a
84P2A9.

Como ilustracion de ello, se predijo la unién de péptidos derivados de proteinas 84P2A9 a la molécula de MHC
humano clase | HLA-A2. Especificamente, la secuencia de aminoacidos completa de la proteina 84P2A9 se introdujo
en el algoritmo de busqueda de motivos de péptidos del HLA creado en la seccion de Bioinformatica y Analisis Mole(
cular (BIMAS), pagina web (http://bimas.dcrt.nih.gov/). El algoritmo de busqueda de motivos de péptidos del HLA lo
desarroll6 el Dr. Ken Parker basado en la unién de secuencias peptidicas especificas al surco de las moléculas de
HLA de clase | y especificamente la HLA-A2 (véase, por ejemplo, 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)). Este algoritmo permite la localizacion y clasificacion de péptidos 8-meros, 9-meros y 10-meros a partir de
una secuencia de proteina completa segun la prediccidon de su unién a HLA-A2, asi como otras numerosas molécul]
las de HLA de clase I. Muchos péptidos de unién a HLA clase | son 8-, 9-, 10 u 11-meros. Por ejemplo, para HLA-A2
de clase |, los epitopos preferiblemente contienen una leucina (L) o metionina (M) en la posicién 2 y una valina (V) o
leucina (L) en C-terminal (véase, por ejemplo, Parker et al., J. Immunol. 149:3580-7 (1992)). Los resultados selec(]
cionados de la prediccion de union de los péptidos de 84P2A9 son los que se muestran en la Tabla 1 a continuacion.
Se debe apreciar que puede utilizarse cada epitopo predicho por la pagina del BIMAS, o especificado por el HLA de
clase | o los motivos de clase | disponibles en la materia (por ejemplo, visualmente, mediante métodos basados en
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informatica o apreciados por los expertos en la materia relevante) o que forman parte de la materia y estan dentro
del alcance de la invencion. En Tabla 1, se muestra la clasificacién de los 10 mejores candidatos para cada miembro
de la familia junto a su localizacién, la secuencia de aminoacidos de cada péptido especifico, y una puntuacion de
union estimada. La puntuacién de unién corresponde al tiempo medio estimado de disociacidn de los complejos que
contienen el péptido, a 37°C y a pH 6,5. Los péptidos con la mayor puntuacién de unién (es decir 63,04 para
84P2A9) tienen la prediccion de ser los que se unen mas fuertemente al HLA de clase | sobre la superficie de la
célula durante el mayor periodo de tiempo y por lo tanto, representan las mejores dianas inmunogénicas para el
reconocimiento de las células T. La unién real de los péptidos a un alelo del HLA puede evaluarse mediante la estal]
bilizacién de la expresion del HLA en la linea celular T2 defectiva en el procesado del antigeno (véase, por ejemplo,
Xue et al., Prostate 30:73-8 (1997) y Peshwa et al., Prostate 36:129-38 (1998)). La inmunogenicidad de péptidos
especificos pueden evaluarse in vitro por la estimulacion de linfocitos T citotéxicos CD8+ (LTC) en presencia de
células presentadoras de antigeno como las células dendriticas.

En una realizacion descrita en los ejemplos que siguen, 84P2A9 puede expresarse convenientemente en células
(como las células 293T) transfectadas con un vector de expresién comercialmente disponible como un vector de
expresion dirigido por CMV que codifica para 84P2A9 con una cola en C-terminal de 6 X His y MYC (pcDNA3.1

/mycHIS, Invitrogen o Tag5, GenHunter Corporation, Nashville TN). El vector Tag5 proporciona una sefal de secrel]
cion de IgGK que puede utilizarse para facilitar la produccion de una proteina 84P2A9 secretada en las células trans(]
fectadas. La 84P2A9 con la cola de His secretada en el medio de cultivo puede purificarse, por ejemplo, utilizando
una columna de niquel utilizando técnicas estandar.

Las modificaciones de las proteinas relacionadas con 84P2A9, como las modificaciones covalentes se incluyen en el
alcance de esta invencion. Un tipo de modificaciéon covalente incluye hacer reaccionar los residuos aminoacidicos
deseados de un polipéptido de 84P2A9 con un agente de derivatizacién organico que es capaz de reaccionar con
cadenas laterales seleccionadas o los residuos N- o C-terminales de 84P2A9. Otro tipo de modificacién covalente
del polipéptido de 84P2A9 incluido dentro del alcance de esta invencién comprende la alteracion del patron nativo de
glucosilacién de una proteina de la invencion. El significado de "alteraciéon del patron nativo de glucosilacion” para
los presentes propdsitos se pretende que sea la delecidén de uno o mas restos de carbohidrato que se encuentran en
la secuencia nativa de 84P2A9 (eliminando el punto de glucosilaciéon subyacente o delecionando la glucosilacion
mediante medios quimicos y/o enzimaticos), y/o adiciéon de uno o mas puntos de glucosilacion que no estan presentl]
tes en la secuencia nativa de 84P2A9. Ademas, la frase incluye los cambios cualitativos en la glucosilacion de las
proteinas nativas, lo que implica un cambio en la naturaleza y proporciones de los diferentes restos de carbohidrato
presentes. Otro tipo de modificacion covalente de 84P2A9 comprende la ligacion del polipéptido de 84P2A9 a un(]
polimero de una serie de polimeros no proteicos, por ejemplo, polietilenglicol (PEG), polipropilenglicol o polioxialquill
lenos, mediante el método que se presenta en las patentes estadounidenses N° 4.640.835, 4.496.689, 4.301.144,
4.670.417,4.791.192 0 4.179.337.

La 84P2A9 de la presente invencidén también puede modificarse de forma que forme una molécula quimérica que
comprende a 84P2A9 fusionada con otro polipéptido o secuencia de aminoacidos heteréloga. Tal molécula quiméril
ca puede sintetizarse quimicamente o de forma recombinante. Una molécula quimérica puede tener una proteina de
la invencion fusionada con otro antigeno asociado a tumores o fragmento del mismo, o puede comprender la fusion
de fragmentos de la secuencia de 84P2A9 (de aminoacidos o acidos nucleicos) de forma que se crea una molécula
que no es directamente homoéloga, a lo largo de toda su longitud, a las secuencias de aminoacidos o acido nucleico
respectivamente de la Fig. 2 (Id. de Sec. N°: 2); y tal molécula quimérica puede comprender multiples repeticiones
de la misma subsecuencia de 84P2A9. Una molécula quimérica puede comprender una fusion de una proteina rela
cionada con 84P2A9 con una cola epitopo de polihistidina, lo que proporciona un epitopo al cual el niquel inmovilil]
zado puede unirse selectivamente. La cola epitopo se sitla generalmente en el extremo amino o carboxilo de
84P2A9. En una realizacién alternativa, la molécula quimérica puede comprender una fusién de una proteina relal]
cionada con 84P2A9 con una inmunoglobulina o una region particular de una inmunoglobulina. Para que la molécula
quimérica tenga una forma bivalente (también denominada "inmunoadhesina"), tal fusién puede ser con la region Fc
de una molécula de IgG. Las fusiones con |g preferiblemente incluyen la sustitucion de una forma soluble (con el
dominio transmembrana delecionado o inactivado) de un polipéptido de 84P2A9 con al menos una region variable de
una molécula de Ig. En una realizacion particularmente preferida, la fusiéon de inmunoglobulina incluye las regiones
bisagra, CH2 y CH3, o bisagra, CH1, CH2 y CH3 de una molécula de IgGl. Para la produccion de fusiones de inmul]
noglobulina véase también la patente estadounidense N° 5.428.130 depositada el 27 de Junio de 1995.

Anticuerpos de 84P2A9

Otro aspecto de la invencion proporciona anticuerpos que se unen a las proteinas y polipéptidos relacionados con
84P2A9. Los anticuerpos preferidos se unen especificamente a una proteina relacionada con 84P2A9 y no se unen
(o lo hacen débilmente) a las proteinas diferentes de 84P2A9. En otra realizacion, los anticuerpos se unen a las
proteinas relacionadas con 84P2A9 asi como los homologos de las mismas.

Los anticuerpos anti-84P2A9 de la invencién son particularmente Utiles en los ensayos diagndésticos y prondsticos
del cancer de préstata, y en las metodologias de imagen. De forma similar, tales anticuerpos son utiles en el tratal
miento, diagndstico y/o prondsticos de otros canceres, ya que 84P2A9 también se expresa o sobreexpresa en otros
tipos de cancer. Ademas, los anticuerpos expresados de forma intracelular (por ejemplo, anticuerpos de cadena
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sencilla) son terapéuticamente Utiles en el tratamiento de canceres en los que la expresion de 84P2A9 esta involul]
crada, como por ejemplo los canceres de prostata avanzados y metastaticos.

La invencion también proporciona varios ensayos inmunoldgicos Utiles para la deteccidn y cuantificacion de 84P2A9
y proteinas relacionadas con 84P2A9 mutantes. Tales ensayos pueden comprender uno o mas anticuerpos antil]
84P2A9 capaces de reconocer y unirse a una proteina 84P2A9 o mutante de 84P2A9, segun sea apropiado, y se
realizan en diferentes formatos de ensayo inmunolégico bien conocidos en la materia, lo que incluye pero no se
limita a varios tipos de radioinmunoensayo, ensayos inmunosorbentes acoplados a enzima (ELISA), ensayos inmu(]
nofluorescentes acoplados a enzima (ELIFA) y similares.

Los ensayos inmunolégicos relacionados pero sin anticuerpos de la invenciéon también comprenden los ensayos de
inmunogenicidad de células T (inhibitoria o estimuladora) asi como ensayos de union al complejo mayor de histol]
compatibilidad (MHC). Ademas, también se proporcionan en la invenciéon métodos inmunolégicos de imagen capall
ces de detectar el cancer de prostata y otros canceres que expresan 84P2A9, lo que incluye pero no se limita a los
métodos de imagen radioscintigraficos utilizando anticuerpos anti-84P2A9 marcados. Tales ensayos son clinicamen(]
te utiles en la deteccion, monitorizacién y prondstico de canceres que expresan 84P2A9, como el cancer de proéstata.

Los anticuerpos anti-84P2A9 también pueden utilizarse en métodos de purificacion de 84P2A9, y proteinas y pol]
lipéptidos mutantes de 84P2A9 y para el aislamiento de homdlogos y moléculas relacionadas con 84P2A9. Por
ejemplo, en una realizacion, el método de purificacion de una proteina 84P2A9 comprende la incubacion de un antil
cuerpo anti-84P2A9, que se ha acoplado a una matriz sélida, con un lisado u otra solucidon que contiene 84P2A9,
bajo condiciones que permiten que el anticuerpo 84P2A9 se una a 84P2A9; lavando la matriz sélida para eliminar las
impurezas; y eluyendo 84P2A9 a partir del anticuerpo acoplado. Otras utilizaciones de los anticuerpos anti-84P2A9
de la invencién incluyen la generacién de anticuerpos anti-idiotipicos que mimetizan la proteina 84P2A9.

Diferentes métodos para la preparacion de anticuerpos son bien conocidos en la materia. Por ejemplo, pueden obtel]
nerse anticuerpos inmunizando un huésped mamifero adecuado utilizando una proteina, péptido o fragmento relal]
cionados con 84P2A9, de forma aislada o inmunoconjugada (Antibodies: A Laboratory Manual, CSH Press, Ed.,
Harlow y Lane (1988); Harlow, Antibodies, Cold Spring Harbor Press, NY (1989)). Ademas, las proteinas de fusion
de 84P2A9 también pueden utilizarse, como una proteina 84P2A9 de fusiéon a GST. En una realizacion particular, se
obtiene una proteina de fusion a GST que comprende la totalidad o la mayor parte de la secuencia de aminoacidos
del marco abierto de lectura de la Fig. 2 y se utiliza como inmundgeno para generar los anticuerpos apropiados. En
otra realizacién, se sintetiza un péptido de 84P2A9 y se utiliza como inmunégeno.

Ademas, se utilizan técnicas de immunizaciéon con DNA desnudo conocidas en la materia (con o sin proteina
84P2A9 purificada o células que expresan 84P2A9) para generar una respuesta inmune frente al inmundégeno codifil
cado (para una revision, véase Donnelly et al., 1997, Ann. Rev. Immunol. 15:617-648).

La secuencia de aminoacidos de 84P2A9 como la que se muestra en la Fig. 2 puede utilizarse para seleccionar
regiones especificas de la proteina 84P2A9 para la generacion de anticuerpos. Por ejemplo, los analisis de hidrofol]
bicidad e hidrofilicidad de la secuencia de aminoacidos de 84P2A9 se utilizan para identificar regiones hidrofilicas en
la estructura de 84P2A9. Las regiones de la proteina 84P2A9 que muestran una estructura inmunogénica, asi como
otras regiones y dominios, pueden identificarse faciimente utilizando diferentes métodos conocidos en la materia,
como los analisis de Chou-Fasman, Garnier-Robson, Kyte-Doolittle, Eisenberg, Karplus-Schultz o Jameson-Wolf.
Asi, cada region identificada mediante cualquiera de estos programas/ métodos esta dentro del alcance de la prel]
sente invencion. Los métodos para la generacion de anticuerpos anti-84P2A9 se ilustran en mas detalle mediante
los ejemplos que aqui se proporcionan.

Los métodos para la preparacion de una proteina o polipéptido para su utilizacion como inmundégeno y para la prepall
racion de conjugados inmunogénicos de una proteina con un transportador como BSA, KLH u otras proteinas trans(]
portadoras son bien conocidos en la materia. En algunas circunstancias, se emplea la conjugacion directa que utiliCl
za, por ejemplo, reactivos carbodiimida; en otras ocasiones son efectivos los reactivos de ligacion como los suminis(]
trados por Pierce Chemical Co., Rockford, IL. La administracion de un inmundgeno de 84P2A9 se realiza general(]
mente por inyeccion a lo largo de un periodo de tiempo adecuado y con la utilizacién de un adyuvante adecuado,
como se conoce en general en la materia. Durante el proceso de immunizacion, pueden realizarse titulos de los
anticuerpos para determinar la adecuada formacion de anticuerpo.

Los anticuerpos monoclonales anti-84P2A9 pueden obtenerse mediante diferentes métodos bien conocidos en la
materia. Por ejemplo, las lineas celulares inmortalizadas que secretan un anticuerpo monoclonal deseado se prepall
ran utilizando la tecnologia estandar de hibridoma de Kohler y Milstein, o modificaciones que inmortalizan células B
productoras, como es generalmente conocido. Las lineas celulares inmortalizadas que secretan los anticuerpos
monoclonales deseados se criban mediante un inmunoensayo en el que el antigeno es una proteina relacionada con
84P2A9. Cuando se identifica el cultivo de células inmortalizadas apropiado que secreta los anticuerpos deseados,
las células pueden expandirse y producirse los anticuerpos a partir de cultivos in vitro o a partir de fluido de ascitis.

Los anticuerpos o fragmentos también pueden producirse, utilizando la actual tecnologia, mediante métodos recom(]
binantes. Las regiones que se unen especificamente a las regiones deseadas de la proteina 84P2A9 también puel]
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den producirse en el contexto de anticuerpos quiméricos o injertados en la regién determinante de complementarie(’
dad (CDR) originaria de multiples especies. También pueden producirse anticuerpos humanizados o humanos de
84P2A9, y son preferidos para su utilizacion en contextos terapéuticos. Los métodos para la humanizacién de antil
cuerpos murinos y otros no humanos, mediante la sustitucion de una o mas de las CDR del anticuerpo no humano
por las correspondientes secuencias de anticuerpo humano, son bien conocidos (véase por ejemplo, Jones et al.,
1986, Nature 321:522-525; Riechmnan et al., 1988, Nature 332:323-327; Verhoeyen et al., 1988, Science 239:1534[]
1536). Véase también, Carter et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:4285 y Sims et al., 1993, J. Immunol.
151:2296. Los métodos para la produccion de anticuerpos monoclonales totalmente humanos incluyen los métodos
de presentacion en fagos y transgénicos (para una revision, véase Vaughan et al., 1998, Nature Biotechnology
16:535-539).

Los anticuerpos monoclonales totalmente humanos anti-84P2A9 pueden generarse utilizando tecnologias de clonaje
que utilizan grandes bibliotecas combinatoriales de los genes de las Ig humanas (es decir, presentacion en fagos)
(Griffiths y Hoogenboom, Building an in vitro immune system: human antibodies from phage display libraries. En:
Protein Engineering of Antibody Molecules for Prophylactic and Therapeutic Applications en Man. Clark, M. (Ed.),
Nottingham Academic, pags. 45-64 (1993); Burton y Barbas, Human Antibodies from combinatorial libraries. Id.,
pags. 65-82). Los anticuerpos monoclonales totalmente humanos de 84P2A9 también pueden producirse utilizando
ratones transgénicos creados para que contengan los loci del gen de las inmunoglobulinas humanas como se des(]
cribe en la solicitud de patente PCT WO 98/24893, Kucherlapati y Jakobovits et al., publicada el 3 de Diciembre de
1997 (véase también Jakobovits, 1998, Exp. Opin. Invest. Drugs 7 (4):G07-G14). Este método evita la manipulacion
in vitro necesaria con la tecnologia de presentacion de fagos y produce de forma eficiente auténticos anticuerpos
humanos de alta afinidad.

La reactividad de los anticuerpos de 84P2A9 con una proteina relacionada con 84P2A9 puede establecerse median]
te una serie de métodos bien conocidos, como el analisis de Western blot, inmunoprecipitacion, ELISA y FACS utili(]
zando, segun sea apropiado, proteinas o péptidos relacionados con 84P2A9, células que expresan 84P2A9 o extracl]
tos de las mismas.

Un anticuerpo anti-84P2A9 o fragmento del mismo de la invencién se marca con una sefal detectable o se conjuga
con una segunda molécula. Las sefales detectables adecuadas incluyen, pero no se limitan a los radioisétopos,
compuestos fluorescentes, compuestos bioluminiscentes, compuestos quimioluminiscentes, un quelante de metales
o una enzima. Ademas, los anticuerpos bi-especificos especificos para dos o mas epitopos de 84P2A9 se generan
utilizando métodos generalmente conocidos en la materia. Los anticuerpos homodiméricos también pueden generar-
se mediante técnicas de ligaciéon cruzada conocidas en la materia (por ejemplo, Wolff et al., Cancer Res. 53: 25600
2565).

Animales transgénicos para 84P2A9

Los acidos nucleicos que codifican para 84P2A9 o sus formas modificadas pueden también utilizarse para generar
animales transgénicos o animales "knock out" que, a su vez, son Utiles en el desarrollo y cribaje de reactivos terap[
éuticamente utiles. De acuerdo con las técnicas establecidas, el cDNA que codifica para 84P2A9 puede utilizarse
para clonar DNA genémico que codifica para 84P2A9 y las secuencias gendmicas utilizadas para generar animales
transgénicos que contienen células que expresan el DNA que codifica para 84P2A9. Los métodos para generar los
animales transgénicos, particularmente animales como ratones o ratas, se han convertido en animales habituales en
la materia y se describen, por ejemplo, en las patentes estadounidenses N° 4.736.866 y 4.870.009. Normalmente,
unas células en particular seran dianas de la incorporacion del transgén 84P2A9 con potenciadores especificos de
tejido.

Los animales transgénicos que incluyen una copia de un transgén que codifica para 84P2A9 pueden utilizarse para
examinar el efecto del aumento de expresion del DNA que codifica para 84P2A9. Tales animales pueden utilizarse
como animales de prueba para reactivos que se cree que confieren proteccion frente a, por ejemplo, estados patold(]
gicos asociados con su sobreexpresion. De acuerdo con esta faceta de la invencion, un animal se trata con un reacl|
tivo y una incidencia reducida del estado patolégico, en comparacion con los animales sin tratar que portan el
transgén, indicaria una potencial intervencién terapéutica en el estado patoldgico.

Alternativamente, los homélogos no humanos de 84P2A9 pueden utilizarse para obtener un animal "knock out" de
84P2A9 que posee un gen defectuoso o alterado que codifica para 84P2A9 como resultado de la recombinacion
homdloga entre el gen enddégeno que codifica para 84P2A9 y el DNA gendmico alterado que codifica para 84P2A9
introducido en una célula embrionaria del animal. Por ejemplo, el cDNA que codifica para 84P2A9 puede utilizarse
para clonar el DNA gendmico que codifica para 84P2A9 de acuerdo con las técnicas establecidas. Una porcién del
DNA genoémico que codifica para 84P2A9 puede delecionarse o sustituirse por otro gen, como un gen que codifica
para un marcador que puede seleccionarse y puede utilizarse para monitorizar la integracion. Normalmente, se in[J
cluyen en el vector varias kilobases de DNA flanqueante inalterado (tanto en los extremos 5 como 3’) [véase, por
ejemplo Thomas y Capecchi, Cell, 51:503 (1987) para una descripcién de los vectores de recombinacién homdlogal.
El vector se introduce en una linea celular de células madre embrionarias (por ejemplo, mediante electroporacion) y
se seleccionan las células en las que el DNA introducido se ha recombinado de forma homologa con el DNA endol |
geno [véase, por ejemplo Li et al., Cell, 69:915 (1992)]. Las células seleccionadas se inyectan entonces en un blas(]
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tocisto de un animal (por ejemplo, un ratéon o una rata) para formar quimeras de agregacion [véase, por ejemplo
Bradley, en “Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach”, E. J. Robertson, Ed. (IRL, Oxford,
1987), pags. 113-152]. Un embrién quimérico puede entonces implantarse en una hembra adecuada pseudoembal]
razada receptora y se desarrolla el embrién para conseguir un animal "knock out". La progenie portadora del DNA
homodlogamente recombinado en sus células germinales puede identificarse mediante técnicas estandar y utilizarse
para obtener animales en los que todas las células del animal contienen el DNA homdlogamente recombinado. Los
animales "knock out" pueden caracterizarse por ejemplo, por su capacidad de defenderse frente a ciertos estados
patolégicos y por el desarrollo de estados patolégicos debido a la ausencia del polipéptido de 84P2A9.

Métodos para la deteccion de 84P2A9

Otro aspecto de la presente invencion esta relacionado con los métodos para detectar los polinucleédtidos 84P2A9 y
las proteinas relacionadas con 84P2A9 y las variantes de las mismas, asi como los métodos para identificar una
célula que expresa 84P2A9. El 84P2A9 parece expresarse en los xenoinjertos LAPC que derivan de la metastasis
en nédulos linfaticos y hueso del cancer de prostata. El perfil de expresion de 84P2A9 lo hace ser un marcador po(]
tencial para el diagnostico de enfermedad metastatizada. En este contexto, el estado de los productos génicos de
84P2A9 proporciona una informacién util para predecir una variedad de factores, como la susceptibilidad a un estado
avanzado de la enfermedad, la tasa de progresion y/o la agresividad del tumor. Tal y como se discute en detalle mas
adelante, el estado de los productos génicos de 84P2A9 en muestras de pacientes puede analizarse mediante una
serie de protocolos que son bien conocidos en la materia, como el analisis inmunohistoquimico, toda la variedad de
técnicas de Northern blot incluida la hibridacion in situ, analisis por RT-PCR (por ejemplo en muestras microdisecl]
cionadas capturadas con laser), analisis Western blot y analisis mediante un chip de tejidos.

Mas concretamente, la invencion proporciona ensayos para la deteccion de polinucleétidos de 84P2A9 en una
muestra bioldgica, como suero, hueso, prostata y otros tejidos, orina, semen, preparaciones celulares, y similares.
Los polinucledtidos de 84P2A9 detectables incluyen, por ejemplo, un gen de 84P2A9 o fragmentos de los mismos,
mRNA de 84P2A9, variantes del mMRNA de 84P2A9 con corte y empalme alternativo y moléculas de DNA o RNA
recombinante que contienen un polinucleétido 84P2A9. Son bien conocidos en la materia una serie de métodos para
amplificar y/o detectar la presencia de polinucleétidos de 84P2A9 y que pueden utilizarse en la practica de este as(]
pecto de la invencion.

En una realizacién, un método para detectar un mMRNA de 84P2A9 en una muestra bioldgica comprende la obtencion
de cDNA a partir de la muestra mediante transcripcién inversa utilizando al menos un cebador; la amplificacién del
cDNA asi producido utilizando polinucleétidos de 84P2A9 como cebadores directos y reversos para amplificar los
cDNA de 84P2A9 incluidos en éste; y la deteccién de la presencia del cDNA de 84P2A9 amplificado. Opcionalmente,
puede determinarse la secuencia del cDNA de 84P2A9 amplificado.

En otra realizacion, un método para detectar un gen de 84P2A9 en una muestra biolégica comprende el aislamiento
inicial del DNA genomico de la muestra; la amplificacion del DNA gendmico aislado utilizando polinucledtidos de
84P2A9 como cebadores directos y reversos para amplificar el gen 84P2A9 incluido en éste; y la deteccién de la
presencia del gen de 84P2A9 amplificado. Puede disefiarse cualquier nimero de combinaciones adecuadas de
sondas directas y reversas a partir de las secuencias de nucleétidos de 84P2A9 proporcionadas (Fig. 2) y utilizarse
para este proposito.

La invencion también proporciona ensayos para detectar la presencia de una proteina 84P2A9 en un tejido de otra
muestra biolégica como suero, hueso, prostata y otros tejidos, orina, preparaciones celulares y similares. Los méto(]
dos para detectar una proteina 84P2A9 son también bien conocidos e incluyen, por ejemplo, la inmunoprecipitacion,
analisis inmunohistoquimico, analisis de Western Blot, ensayos de unién molecular, ELISA, ELIFA y similares. Por
ejemplo, en una realizacién, un método para detectar la presencia de una proteina 84P2A9 en una muestra bioldgica
comprende inicialmente poner en contacto la muestra con un anticuerpo anti-84P2A9, un fragmento reactivo frente a
84P2A9 del mismo o una proteina recombinante que contiene una region de unién a antigeno de un anticuerpo anti’
84P2A9; y luego la deteccion de la union de la proteina 84P2A9 en la muestra.

También se proporcionan métodos para identificar una célula que expresa 84P2A9. En una realizacion, un ensayo
para identificar una célula que expresa un gen de 84P2A9 comprende la deteccion de la presencia del mRNA de
84P2A9 en la célula. Los métodos para la deteccion de un mRNA particular en las células son bien conocidos e
incluyen, por ejemplo, ensayos de hibridaciéon que utilizan sondas de DNA complementarias (como la hibridacion in
situ que utiliza ribosondas de 84P2A9 marcadas, el Northern blot y técnicas relacionadas) y varios ensayos de amplil
ficacion de acidos nucleicos (como la RT-PCR que utiliza cebadores complementarios especificos de 84P2A9, y otro
tipo de métodos de deteccion con amplificacion, como, por ejemplo, el DNA ramificado, SISBA, TMA vy similares).
Alternativamente, un ensayo para la identificacion de una célula que expresa un gen de 84P2A9 comprende la del]
teccion de la presencia de la proteina de 84P2A9 en la célula o su secrecion por la célula. Son bien conocidos en la
materia varios métodos para la deteccién de proteinas y se utilizan para la deteccién de proteinas 84P2A9 y células
que expresan 84P2A9.

El analisis de la expresion de 84P2A9 es también util como herramienta para identificar y evaluar agentes que modu(’
lan la expresion del gen 84P2A9. Por ejemplo, la expresion de 84P2A9 esta regulada positivamente de forma signifill
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cativa en el cancer de prdostata, y también se expresa en otros canceres, como el cancer de préstata, testiculos,
rifdn, cerebro, hueso, piel, ovarios, mama, pancreas, colon, linfocitico y cancer de pulmoén. La identificacion de una
molécula o agente bioldgico que pudiera inhibir la expresion o sobreexpresion de 84P2A9 en la células cancerigenas
es de valor terapéutico. Por ejemplo, dicho agente puede identificarse utilizando una criba en la que se cuantifica la
expresion de 84P2A9 mediante RT-PCR, hibridacién de acidos nucleicos o unién de anticuerpos.

Monitorizacién del estado de 84P2A9 y sus productos

Los ensayos que evaluan el estado del gen de 84P2A9 y los productos génicos de 84P2A9 en un individuo pueden
proporcionar informacion sobre el crecimiento o potencial oncogénico en una muestra biolégica de este individuo.
Por ejemplo, debido a que el mRNA de 84P2A9 esta tan altamente expresado en cancer de préstata (asi como en
otros tejidos cancerosos que se muestran por ejemplo en las Fig. 4-8) comparado con los tejidos normales de
prostata, los ensayos que evallan los niveles relativos de transcrito de mRNA o proteinas 84P2A9 en una muestra
bioldgica pueden utilizarse para diagnosticar una enfermedad asociada con la desregulacion de 84P2A9, como es el
cancer, y pueden proporcionar una informacién prondstica util para la definicién de opciones terapéuticas apropial
das.

Debido a que el 84P2A9 se expresa, por ejemplo, en varios tejidos de xenoinjerto de cancer de prostata, lineas celul]
lares cancerosas y en muestras de pacientes con céncer, el estado de la expresion de 84P2A9 puede proporcionar
informacion util para determinar informacion como la presencia, estadio y localizaciéon de células displasicas, precan!(]
cerosas y cancerosas, predecir la susceptibilidad a los diferentes estadios de la enfermedad y/o para medir la agre(|
sividad del tumor. Ademas, el perfil de expresioén lo hace Util como reactivo de imagen para enfermedad metastatizal
da. En consecuencia, un aspecto importante de la invencion esta dirigido a los diferentes métodos moleculares de
prondstico y diagndstico para analizar el estado de 84P2A9 en muestras bioldgicas, como las de individuos que
padecen, o se sospecha que padecen, una patologia caracterizada por un crecimiento celular desregulado como es
el cancer.

La oncogénesis se sabe que es un proceso de multiples pasos en el que el crecimiento celular se desregula progre(]
sivamente y las células progresan de un estado fisiolégico normal a uno precanceroso, y después a un estado can(]
ceroso (véase, por ejemplo, Alers et al., Lab Invest. 77 (5):437-438 (1997) y Isaacs et al., Cancer Surv. 23:19-32
(1995)). En este contexto, el analisis de una muestra bioldgica en busca de evidencias de crecimiento celular desrel]
gulado (como la expresion aberrante de 84P2A9 en cancer de prostata) puede permitir la detecciéon temprana de
dicha fisiologia celular aberrante, antes de que una patologia como el cancer haya progresado hacia un estadio en el
que las opciones terapéuticas son mas limitadas. En tales andlisis, puede compararse por ejemplo el estado de
84P2A9 en una muestra biolégica de interés (como una que se sospecha que presenta crecimiento celular desregu(’
lado) con el estado de 84P2A9 en la muestra normal correspondiente (por ejemplo una muestra de ese individuo (o
alternativamente otro individuo) que no esté afectado por una patologia, por ejemplo, uno del que no se sospecha
que presente crecimiento celular desregulado). Las alteraciones del estado de 84P2A9 en la muestra biolégica de
interés (comparado con la muestra normal) proporcionan evidencias de crecimiento celular desregulado. Ademas de
utilizar una muestra bioldgica que no esté afectada por una patologia como muestra normal, también se puede utilill
zar un valor normativo predeterminado como un nivel normal de expresién de mRNA predeterminado (véase, por
ejemplo, Grever et al., J. Comp. Neurol. 9 Dic 1996; 376 (2):306-14 y la patente estadounidense N° 5.837.501) para
comparar el 84P2A9 en muestras normales frente a las sospechosas.

El término "estado" en este contexto se utiliza de acuerdo al significado aceptado en la técnica y se refiere a la con(]
dicion o estado de un gen y sus productos. Normalmente, los expertos en la técnica utilizan una serie de parametros
para evaluar la condicién o estado de un gen y sus productos. Estos incluyen, pero no se limitan a la localizacién de
los productos génicos expresados (incluyendo la localizacién de las células que expresan 84P2A9) asi como el nivel
y actividad biolégica de los productos génicos expresados (como los mRNA, polinucledtidos y polipéptidos de
84P2A9). Las alteraciones del estado de 84P2A9 pueden evaluarse mediante una gran variedad de metodologias
bien conocidas en la materia, normalmente las que se discuten aqui. Normalmente una alteracién en el estado de
84P2A9 comprende un cambio en la localizacion de 84P2A9 y/o de las células que expresan 84P2A9, y/o un aumen(]
to en la expresion del mRNA y/o proteina de 84P2A9.

Tal y como se discute en detalle en la presente memoria, para poder identificar un estado o fenémeno asociado con
la desregulacién del crecimiento celular, se evalia el estado de 84P2A9 en una muestra bioldgica mediante una
serie de métodos utilizados por expertos en la materia, lo que incluye pero no se limita a un analisis gendémico de
Southern (para examinar, por ejemplo alteraciones en el gen 84P2A9), analisis de Northern y/o analisis mediante
PCR del mRNA de 84P2A9 (para examinar, por ejemplo alteraciones en las secuencias de polinucleétidos o en los
niveles de expresion de los mRNA de 84P2A9), y analisis de Western y/o inmunohistoquimico (para examinar, por
ejemplo las alteraciones en las secuencias de polipéptido, alteraciones en la localizacién del polipéptido en una
muestra, alteraciones en los niveles de expresion de las proteinas de 84P2A9 y/o asociaciones de proteinas de
84P2A9 con parejas de union del polipéptido). Los polinucledtidos de 84P2A9 detectables incluyen, por ejemplo, un
gen de 84P2A9 o fragmentos del mismo, mMRNA de 84P2A9, variantes de corte y empalme alternativas del mRNA de
84P2A9 y moléculas de DNA o RNA recombinantes que contienen un polinucledtido de 84P2A9.

El perfil de expresién de 84P2A9 lo convierte en un marcador diagnostico para enfermedad local y/o metastatizada.
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En particular, el estado de 84P2A9 proporciona informacion util para predecir la susceptibilidad a estadios particula
res de la enfermedad, progresién y/o agresividad del tumor. La invencién proporciona métodos y ensayos para del]
terminar el estado de 84P2A9 y diagnosticar los canceres que expresan 84P2A9, como los canceres de prostata,
vejiga, testiculos, ovarios, mama, pancreas, colon y pulmén. El estado de 84P2A9 en muestras de pacientes puede
analizarse mediante una serie de métodos bien conocidos en la materia, lo que incluye sin limitarse a ello, el andlisis
inmunohistoquimico, hibridacion in situ, andlisis de RT-PCR sobre muestras microdiseccionadas y capturadas con
laser, analisis de Western blot en muestras clinicas y lineas celulares, y el andlisis con chips de tejidos. Los protoco(]
los normales para evaluar el estado del gen y los productos génicos de 84P2A9 pueden encontrarse en, por ejemplo
Ausubul et al. Ed., 1995, Current Protocols In Molecular Biology, Unidades 2 [Northern Blot], 4 [Southern Blot], 15
[Inmunoblot] y 18 [Analisis por PCR].

Tal y como se ha descrito anteriormente, el estado de 84P2A9 en una muestra bioldgica puede examinarse median(J
te una serie de procedimientos bien conocidos en la materia. Por ejemplo, el estado de 84P2A9 en una muestra
biolégica tomada de una localizacidon especifica en el cuerpo puede examinarse evaluando en la muestra la presen(]
cia o ausencia de células que expresen 84P2A9 (por ejemplo aquellas que expresan mRNA o proteinas de 84P2A9).
Este andlisis puede proporcionar evidencias de crecimiento celular desregulado, por ejemplo, cuando las células que
expresan 84P2A9 se encuentran en una muestra biolégica que no contiene normalmente dichas células (como un
nddulo linfatico). Tales alteraciones en el estado de 84P2A9 en una muestra bioldgica estdn a menudo asociadas
con crecimiento celular desregulado. Especificamente, un indicador de crecimiento celular desregulado es la metas(]
tasis de células cancerigenas desde el 6rgano de origen (como los testiculos o la glandula prostatica) hasta un area
diferente del cuerpo (como un nédulo linfatico). En este contexto, la evidencia de crecimiento celular desregulado es
importante por ejemplo debido a que la metastasis oculta en un nédulo linfatico puede detectarse en una proporcion
sustancial de pacientes con cancer de préstata, y tal metastasis esté asociada con predictores de la progresién de la
enfermedad conocidos (véase, por ejemplo, Murphy et al., Prostate 42 (4):315-317 (2000); Su et al., Semin. Surg.
Oncol. 18 (1):17-28 (2000) y Freeman et al., J Urol Ago 1995; 154 (2 Pt 1):474-8).

En un aspecto, la invencion proporciona métodos para monitorizar los productos génicos de 84P2A9 mediante la
determinacion del estado de los productos génicos de 84P2A9 expresados por las células en una muestra de prueba
de tejidos procedente de un individuo del que se sospecha que padece una enfermedad asociada con un crecimien(
to celular desregulado (como hiperplasia o cancer), y después comparando el estado asi determinado con el estado
en la correspondiente muestra normal de los productos génicos de 84P2A9; la presencia de productos génicos de
84P2A9 aberrantes en la muestra de prueba frente a la muestra normal proporciona una indicacién de la presencia
de crecimiento celular desregulado en las células del individuo.

En otro aspecto, la invencion proporciona ensayos utiles para determinar la presencia de cancer en un individuo, que
comprenden la deteccion de un aumento significativo de la expresion de mRNA o proteinas de 84P2A9 en una
muestra celular o de tejido comparado con los niveles de expresion en las correspondientes células o tejidos normal]
les. La presencia de mRNA de 84P2A9 puede, por ejemplo, evaluarse en muestras de tejido, lo que incluye pero no
se limita a proéstata, testiculos, rifién, cerebro, hueso, piel, ovarios, mama, pancreas, colon, tejidos linfociticos y de
pulmén (véase, por ejemplo, Fig. 4-8). La presencia de expresion significativa de 84P2A9 en cualquiera de estos
tejidos es util para indicar la emergencia, presencia y/o gravedad de un cancer, ya que los correspondientes tejidos
normales no expresan los MRNA de 84P2A9 o los expresan en niveles bajos.

En una realizacion relacionada, el estado de 84P2A9 se determina a nivel de proteina en lugar de a nivel de acido
nucleico. Por ejemplo, dicho método o ensayo comprende la determinacion del nivel de proteina 84P2A9 expresada
por las células en una muestra de tejido de prueba y la comparacion del nivel asi determinado con el nivel de
84P2A9 expresado en la correspondiente muestra normal. En una realizacién, se evalla la presencia de proteina
84P2A9, por ejemplo, utilizando métodos inmunohistoquimicos. Los anticuerpos o parejas de union de 84P2A9 cal]
paces de detectar la expresion de la proteina 84P2A9 se utilizan en una serie de formatos de ensayo bien conocidos
en la materia para este propdésito.

En otras realizaciones relacionadas, se puede evaluar el estado de las secuencias de nucleétido y de aminoacidos
de 84P2A9 en una muestra bioldgica para identificar alteraciones en la estructura de estas moléculas, como inser(]
ciones, deleciones, sustituciones y similares. Dichas realizaciones son utiles debido a que se observan alteraciones
en las secuencias de nucledétidos y aminoacidos en un gran namero de proteinas asociadas con el fenotipo de crel]
cimiento desregulado (véase, por ejemplo, Marrogi et al., 1999, J. Cutan. Pathol. 26 (8):369-378). Por ejemplo, una
mutacion en la secuencia de 84P2A9 puede ser indicativa de la presencia o desarrollo de un tumor. Tales ensayos
por lo tanto pueden tener un valor diagnoéstico y predictivo si una mutacién en 84P2A9 indica una pérdida potencial
de funcién o aumento del crecimiento del tumor.

Son bien conocidos en la técnica una amplia variedad de ensayos para detectar alteraciones en las secuencias de
nucleétidos y aminoacidos. Por ejemplo, el tamafio y estructura de las secuencias de acidos nucleicos o de aminoarl
cidos de los productos génicos de 84P2A9 se pueden analizar mediante los protocolos de Northern, Southern, Wes[]
tern, PCR y secuenciacion de DNA discutidos aqui. Ademas, otros métodos para la observacion de alteraciones en
las secuencias de nucleétidos y aminoacidos como el analisis de polimorfismos de conformacion de cadena sencilla
son bien conocidos en la materia (véase, por ejemplo, las patentes estadounidenses N° 5.382.510 y 5.952.170).
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En otra realizacion, se puede examinar el estado de metilacion del gen de 84P2A9 en una muestra biologica. La
desmetilacién y/o hipermetilacion aberrante de las islas CpG en las regiones reguladoras 5 del gen, aparece frel]
cuentemente en células inmortalizadas y transformadas, y puede resultar en la expresion alterada de diferentes
genes. Por ejemplo, la hipermetilacién del promotor de la glutatién S-transferasa de clase pi (una proteina expresada
en la préstata normal pero no expresada en >90% de los carcinomas de préstata) parece que silencia permanente(]
mente la transcripcion de este gen, y es la alteracion genémica més frecuentemente detectada en los carcinomas de
prostata (De Marzo et al., Am. J. Pathol. 155 (6):1985-1992 (1999)). Ademas, esta alteracion esta presente en al
menos el 70% de los casos de neoplasia prostatica intraepitelial (PIN) de alto grado (Brooks et al, Cancer Epidemiol.
Biomarkers Prev., 1998 7:531-536). En otro ejemplo, la expresion del gen especifico de tumores LAGE-I (que no
esta expresado en prostata normal pero si esta expresado en el 25-50% de los canceres de prostata) se ve inducida
por la desoxiazacitidina en células linfoblastoides, lo que sugiere que la expresion tumoral se debe a la desmetilal]
cion (Lethe et al., Int. J. Cancer 76 (6):903-908 (1998)). En este contexto, son bien conocidos en la materia una serie
de ensayos para examinar el estado de metilacién de un gen. Por ejemplo, se puede utilizar, en aproximaciones de
hibridacion Southern, enzimas de restriccion sensibles a la metilacién que no pueden escindir secuencias que conl]
tienen sitios CpG metilados, para poder evaluar el estado de metilacion general de las islas CpG. Ademas, con la
MSP (PCR especifica de metilacion) se puede perfilar rapidamente el estado de metilaciéon de todos los sitios CpG
presentes en una isla CpG de un gen determinado. Este procedimiento implica la modificacion inicial del DNA me(]
diante bisulfito sédico (que convertira todas las citosinas no metiladas en uracilo) seguido por la amplificacion utilil]
zando cebadores especificos para el DNA metilado frente a DNA no metilado. Los protocolos que implican interfel]
rencia de la metilacién también pueden encontrarse por ejemplo en Current Protocols In Molecular Biology, Unidad
12, Frederick M. Ausubul et al. Ed., 1995.

La amplificacién génica proporciona un método adicional para evaluar el estado de 84P2A9, un locus que se en(]
cuentra en 1932.3, una region que se ve perturbada en una serie de canceres. La amplificacion génica se mide en
una muestra directamente, por ejemplo, mediante Southern blotting o Northern blotting convencional para cuantificar
la transcripcion de mRNA (Thomas, 1980, Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 77:5201-5205), dot blot (analisis de DNA), o
hibridacion in situ, utilizando una sonda marcada de forma apropiada, en funciéon de las secuencias proporcionadas
aqui. Alternativamente, los anticuerpos se utilizan para reconocer duplex, como duplex de DNA, duplex de RNA y
duplex hibridos de DNA-RNA o duplex de DNA-proteina. Los anticuerpos a su vez estan marcados y el ensayo se
lleva a cabo con el duplex unido a una superficie, de forma que tras la formacion del duplex en la superficie puede
detectarse la presencia de anticuerpo unido al duplex.

Ademas de los tejidos que aqui se discuten, se puede analizar de forma conveniente la presencia de células can(]
cerigenas en tejido biopsiado o sangre periférica, lo que incluye pero no se limita a cancer de prostata, testiculos,
rifidn, cerebro, hueso, piel, ovarios, mama, pancreas, colon, cancer linfocitico y de pulmén, utilizando por ejemplo, el
analisis de Northern, dot blot o RT-PCR para detectar la expresion de 84P2A9 (véanse, por ejemplo, las Fig. 4-8). La
presencia de mRNA de 84P2A9 amplificable por RT-PCR proporciona una indicacién de la presencia de cancer.
Actualmente se esta evaluando la utilizacién de los ensayos de deteccion por RT-PCR de tumores celulares en san(]
gre periférica en el diagnostico y manejo de una serie de tumores solidos humanos. En el campo del cancer de
prostata, esto incluye ensayos de RT-PCR para la detecciéon de células que expresan PSA y PSM (Verkaik et al.,
1997, Urol. Res. 25:373-384; Ghossein et al., 1995, J. Clin. Oncol. 13:1195-2000; Heston et al., 1995, Clin. Chem.
41:1687-1688). Los ensayos de RT-PCR son bien conocidos en la materia.

Un aspecto relacionado de la invencion esta dirigido a la prediccion de la susceptibilidad a desarrollar cancer de un
individuo. En una realizacion, un método para predecir la susceptibilidad al cancer comprende la deteccion de mRNA
de 84P2A9 o proteina 84P2A9 en una muestra de tejido y su presencia indica susceptibilidad al cancer, y el grado
de expresion del mRNA de 84P2A9 presente se correlaciona con el grado de susceptibilidad. En una realizacion
especifica, se examina la presencia de 84P2A9 en la prostata u otro tejido, y esta presencia de 84P2A9 en la mues
tra proporciona una indicacion de susceptibilidad al cancer de préstata (o la aparicion o existencia de un tumor de
prostata). En una realizacion muy relacionada, se puede evaluar la integridad de las secuencias de nucleétidos y
aminoacidos de 84P2A9 en una muestra bioldgica para poder identificar alteraciones en la estructura de estas molé[’
culas, como inserciones, deleciones, sustituciones y similares, y la presencia de una o mas alteraciones en los pro(]
ductos génicos de 84P2A9 en la muestra proporciona una indicacion de susceptibilidad al cancer (o la aparicion o
existencia de un tumor).

Otro aspecto relacionado de la invencién esta dirigido a los métodos para evaluar la agresividad del tumor. En una
realizacién, un método para evaluar la agresividad de un tumor comprende determinar el nivel de mMRNA de 84P2A9
o proteina 84P2A9 expresado por las células en una muestra del tumor, comparar el nivel asi determinado con el
nivel de mRNA de 84P2A9 o proteina 84P2A9 expresado en el correspondiente tejido normal tomado del mismo
individuo o una muestra normal de tejido de referencia, y el grado de expresion del mMRNA de 84P2A9 o proteina
84P2A9 en la muestra de tumor en comparacion con la muestra normal indica el grado de agresividad. En una realil
zacion especifica, la agresividad de un tumor se evaliua mediante la determinacion de la extensioén en la que 84P2A9
se expresa en las células tumorales, indicando los altos niveles de expresion tumores mas agresivos. En una realil]
zacion muy relacionada, se puede evaluar la integridad de las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de 84P2A9
en una muestra bioldgica para poder identificar alteraciones en la estructura de estas moléculas, como inserciones,
deleciones, sustituciones y similares, y la presencia de una o mas alteraciones indica tumores mas agresivos.
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Otro aspecto relacionado con la invencién esta dirigido a los métodos para observar la progresion de una neoplasia
maligna en un individuo a lo largo del tiempo. En una realizacion, los métodos para observar la progresion de una
neoplasia maligna en un individuo a lo largo del tiempo comprenden la determinacién del nivel de mRNA de 84P2A9
o proteina 84P2A9 expresado por las células en una muestra de tumor, comparar el nivel asi determinado con el
nivel de mRNA de 84P2A9 o proteina 84P2A9 expresado en una muestra de tejido equivalente tomada del mismo
individuo en otro momento, y el grado de expresion de mRNA de 84P2A9 o proteina 84P2A9 en la muestra de tumor
a lo largo del tiempo proporciona informacion sobre la progresion del cancer. En una realizacion especifica, la prol]
gresion de un cancer se evalla determinando la extension en la que la expresion de 84P2A9 en las células tumoral]
les cambia a lo largo del tiempo, los niveles de expresidn mas altos indican una progresion del cancer. También, se
puede evaluar la integridad de las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de 84P2A9 en una muestra bioldgica
para poder identificar alteraciones en la estructura de estas moléculas, como inserciones, deleciones, sustituciones y
similares, y la presencia de una o mas alteraciones indican una progresién del cancer.

Las aproximaciones diagnésticas anteriores pueden combinarse con cualquiera de una amplia variedad de protocol]
los de prondstico y diagndstico conocidos en la materia. Por ejemplo, otra realizacién de la invencidon descrita aqui
esta dirigida a los métodos para observar una coincidencia entre la expresion del gen de 84P2A9 y de los productos
génicos de 84P2A9 (o alteraciones en el gen de 84P2A9 y en los productos génicos de 84P2A9) y un factor que esta
asociado con la neoplasia maligna como método de diagndstico y prondstico del estado de una muestra de tejido.
En este contexto, pueden utilizarse una amplia variedad de factores asociados con la neoplasia maligna como la
expresion de genes asociados con la neoplasia maligna (por ejemplo expresion de PSA, PSCA y PSM para el
cancer de préstata, etc.) asi como observaciones citolégicas grandes (véase, por ejemplo, Bocking et al., 1984, Anal.
Quant. Cytol. 6 (2):74-88; Eptsein, 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). Los métodos para observar una coincidencia entre la ex[]
presion génica de 84P2A9 y productos génicos de 84P2A9 (o alteraciones en el gen de 84P2A9 y en los productos
geénicos de 84P2A9) y un factor adicional que esta asociado con las neoplasias malignas son utiles, por ejemplo, ya
que la presencia de un conjunto de factores especificos que coinciden en la enfermedad proporciona informacion
crucial para diagnosticar y pronosticar el estado de una muestra de tejido.

En una realizacion tipica, los métodos para observar una coincidencia entre la expresion génica de 84P2A9 y los
productos génicos de 84P2A9 (o alteraciones en el gen de 84P2A9 y productos génicos de 84P2A9) y un factor que
esta asociado con neoplasia maligna implica la deteccion de la sobreexpresion de mRNA o proteina 84P2A9 en una
muestra de tejido, la deteccién de la sobreexpresion del mRNA de PSA o la proteina en una muestra de tejido, y la
observacion de una coincidencia en la sobreexpresion de mRNA de 84P2A9 o la proteina y el mMRNA de PSA o la
proteina. En una realizacion especifica, se examina la expresion de los mRNA de 84P2A9 y de PSA en el tejido
prostatico. En una realizacion preferida, la coincidencia de la sobreexpresion de los mMRNA de 84P2A9 y de PSA en
la muestra proporciona una indicaciéon de cancer de prostata, susceptibilidad al cancer de prostata o la aparicion o
estado de un tumor de prostata.

Los métodos para detectar y cuantificar la expresion de mRNA de 84P2A9 o la proteina se describen aqui y el uso
de tecnologias estandar de deteccion y cuantificacion de acidos nucleicos y proteinas es bien conocido en la mate(]
ria. Los métodos estandar para la deteccién y cuantificacion de mRNA de 84P2A9 incluyen la hibridacién in situ que
utiliza ribosondas marcadas de 84P2A9, Northern blot y técnicas relacionadas que utilizan sondas de polinucleétido
de 84P2A9, andlisis RT-PCR que utiliza cebadores especificos de 84P2A9, y otros tipos de métodos de deteccion
con amplificaciéon, como, por ejemplo, DNA ramificado, SISBA, TMA y similares. En una realizacion especifica, se
utiliza la RT-PCR semicuantitativa para detectar y cuantificar la expresién del mRNA de 84P2A9 como se describe
en los posteriores Ejemplos. Puede utilizarse cualquier nimero de cebadores capaces de amplificar 84P2A9 para
este proposito, lo que incluye pero no se limita a los diferentes grupos de cebadores especificamente descritos aqui.
Métodos estandar para la deteccion y cuantificacion de proteina se utilizan con este propédsito. En una realizacion
especifica, pueden utilizarse anticuerpos policlonales o monoclonales reactivos especificamente con la proteina
84P2A9 de tipo salvaje en un ensayo inmunohistoquimico de tejido biopsiado.

Identificacién de moléculas que interactiian con 84P2A9

Las secuencias de las proteinas 84P2A9 descritas aqui permiten al experto en la materia identificar proteinas, pel]
quefias moléculas y otros agentes que interactian con 84P2A9 y las rutas activadas por 84P2A9 mediante cualquier
protocolo de la variedad aceptados en la materia. Por ejemplo, se puede utilizar uno de entre la variedad de los
denominados sistemas de trampa de interacciones (también denominado como "ensayo de doble hibrido"). En tales
sistemas, las moléculas que interactian reconstituyen un factor de transcripcion que dirige la expresion de un gen
marcador, después de lo cual, se analiza la expresion del gen marcador. Los sistemas tipicos identifican las interac!
ciones proteina-proteina in vivo a través de la reconstitucién de un activador transcripcional eucariota y se describen
por ejemplo en las patentes estadounidenses N° 5.955.280, 5.925.523, 5.846.722 y 6.004.746.

Alternativamente, se pueden identificar moléculas que interactuan con secuencias de proteina de 84P2A9 mediante
el cribado de bibliotecas de péptidos. En tales métodos, los péptidos que se unen a las moléculas receptoras selec
cionadas, como 84P2A9, se identifican mediante el cribado de bibliotecas que codifican una coleccion aleatoria o
controlada de aminoacidos. Los péptidos codificados por las bibliotecas se expresan como proteinas de fusion de
proteinas de la cubierta de bacteriéfagos, y entonces se criban las particulas de bacteriéfago frente a los receptores
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de interés.

De acuerdo con esto, pueden identificarse péptidos que poseen una amplia variedad de usos, como reactivos terap(]
éuticos o de diagnéstico, sin ninguna informacion previa sobre la estructura del ligando esperado o molécula recepl
tora. Las bibliotecas peptidicas tipicas y los métodos de cribado que pueden utilizarse para identificar las moléculas
que interactuan con las secuencias de proteina de 84P2A9 se describen por ejemplo en las patentes estadouniden(’
ses N°© 5.723,286 y 5.33.731.

Alternativamente, las lineas celulares que expresan 84P2A9 se utilizan para identificar interacciones proteina-
proteina mediadas por 84P2A9. Tales interacciones pueden examinarse utilizando técnicas de inmunoprecipitacion
como se ha mostrado (Hamilton BJ, et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 1999, 261:646-51). Normalmente la
proteina 84P2A9 puede inmunoprecipitarse a partir de las lineas celulares de cancer de prostata que expresan
84P2A9 utilizando anticuerpos anti-84P2A9. Alternativamente, pueden utilizarse los anticuerpos frente a una cola de
His en una linea celular construida para expresar 84P2A9 (vectores mencionados anteriormente). En el complejo
inmunoprecipitado se puede examinar la asociacién de proteinas mediante procedimientos como el Western blot,
marcaje de proteinas con %5-metionina, microsecuenciacion de proteinas, tincion de plata y electroforesis en gel
bidimensional.

Las moléculas pequefias que interactian con 84P2A9 pueden identificarse a través de realizaciones relacionadas
con dichos ensayos de cribado. Por ejemplo, pueden identificarse moléculas pequenas que interfieren con la funcién
de la proteina, como moléculas que interfieren con la capacidad de 84P2A9 para mediar la fosforilacion y defosforil
lacién, sefalizacion de segundo mensajero y tumorogénesis. Los métodos tipicos se discuten por ejemplo en la
patente estadounidense N° 5.928.868 e incluyen métodos para formar ligandos hibridos en los que al menos un
ligando es una molécula pequefia. En una realizacion ilustrativa, el ligando hibrido se introduce en las células que a
su vez contienen un primer y un segundo vector de expresion. Cada vector de expresion incluye DNA para expresar
una proteina hibrida que codifica una proteina diana unida a una secuencia que codifica un moédulo transcripcional.
Las células contienen ademas un gen marcador, cuya expresion esta condicionada por la proximidad entre la prime[]
ra y segunda proteinas hibridas, un evento que solo ocurre si el ligando hibrido se une a los sitios diana sobre am(]
bas proteinas hibridas. Se seleccionan aquellas células que expresan el gen marcador y se identifica la molécula
pequefa desconocida o la proteina hibrida.

Una realizacion tipica de esta invencién consiste en un método de cribado para moléculas que interactdan con una
secuencia de aminoacidos de 84P2A9 mostrada en la Fig. 1 (Id. de Sec. N°: 2), que comprende los pasos de poner
en contacto una poblacion de moléculas con la secuencia de aminoacidos de 84P2A9, permitir la interaccion entre la
poblaciéon de moléculas y la secuencia de aminoacidos de 84P2A9 bajo condiciones que facilitan una interaccion,
determinar la presencia de una molécula que interactia con la secuencia de aminoacidos de 84P2A9 y después
separar las moléculas que no interactian con la secuencia de aminoacidos de 84P2A9 de las moléculas que inter(]
actian con la secuencia de aminoacidos de 84P2A9. En una realizacion especifica, el método ademas incluye la
purificacion de una molécula que interactda con la secuencia de aminoacidos de 84P2A9. En una realizacién prefel]
rida, la secuencia de aminoacidos de 84P2A9 se pone en contacto con una biblioteca de péptidos.

Métodos y composiciones terapéuticas

La identificacion de 84P2A9 como una proteina que esta normalmente relacionada con la préstata y los testiculos, y
que también se expresa en canceres de prostata (y otros tipos de cancer), abre una serie de aproximaciones terap(’
éuticas al tratamiento de tales canceres. Tal y como se describe aqui, es posible que 84P2A9 funcione como un
factor de transcripcion involucrado en la activacion de genes promotores de tumores o la represion de genes que
bloquean la tumorogénesis.

El perfil de expresion de 84P2A9 recuerda al de los antigenos de cancer de testiculos (CT) o antigenos de MAGE,
que son genes relacionados con los testiculos que estan regulados positivamente en melanomas y otros canceres
(Van den Eynde y Boon, Int J Clin Lab Res. 27:81-86, 1997). Debido a su expresion especifica de tejido y los altos
niveles de expresidon en cancer, los antigenos MAGE estan siendo investigados actualmente como dianas para las
vacunas contra el cancer (Durrant, Anticancer Drugs 8:727-733, 1997; Reynolds et al., Int J Cancer 72:972-976,
1997). El patron de expresion de 84P2A9 proporciona evidencias de que es asimismo una diana ideal para una
aproximacion de vacuna contra el cancer de prostata. Sus caracteristicas estructurales indican que puede ser un
factor de transcripcion, y proporciona evidencias de que 84P2A9 es una diana de molécula pequefia.

De acuerdo con esto, se espera que las aproximaciones terapéuticas con el objetivo de inhibir la actividad de la
proteina 84P2A9 sean Utiles para los pacientes que padecen de cancer de prostata, cancer testicular y otros cancel]
res que expresan 84P2A9. Estas aproximaciones terapéuticas generalmente pertenecen a dos clases. Una clase
comprende varios métodos para inhibir la unién o asociacién de la proteina 84P2A9 con su pareja de unién o con
otras proteinas. Otra clase comprende una serie de métodos para inhibir la transcripcion del gen de 84P2A9 o tral|
duccion del mRNA de 84P2A9.

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2360 155 T3

84P2A9 como Diana en una Terapia Basada en Anticuerpos

Las caracteristicas estructurales de 84P2A9 indican que esta molécula es una diana atractiva para una estrategia
terapéutica basada en anticuerpos. Son conocidas en la materia una serie de estrategias basadas en anticuerpos
para localizar moléculas intracelulares y extracelulares (véase, por ejemplo, muerte mediada por CCDA y por el
complemento asi como el uso de intracuerpos discutidos aqui). Ya que células cancerigenas de varios linajes expre(]
san 84P2A9 y las correspondientes células normales no, la administracién sistémica de composiciones inmunorreacl’
tivas de 84P2A9 se esperaria que presentara una excelente sensibilidad sin efectos téxicos, inespecificos y/o no
relacionados con la diana mediante la uniéon de la molécula inmunoterapéutica a érganos vy tejidos no relacionados
con la diana. Los anticuerpos especificamente reactivos con los dominios de 84P2A9 pueden ser utiles para tratar
sistémicamente canceres que expresan 84P2A9, conjugados con una toxina o con un agente terapéutico, o como
anticuerpos desnudos capaces de inhibir la proliferacion o funcién celular.

Los anticuerpos contra 84P2A9 pueden introducirse en un paciente en el que el anticuerpo se une a 84P2A9 y mo(]
dula o altera una funcién, como puede ser la interaccion con una pareja de unién y consecuentemente media la
inhibicion del crecimiento y/o la destruccién de las células tumorales, y/o inhibe el crecimiento de las células tumoral’
les. Los mecanismos mediante los cuales los anticuerpos ejercen su efecto terapéutico pueden incluir la lisis celular
mediada por el complemento, la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo, la modulacién de la funcién fisiol6[
gica de 84P2A9, la inhibicion de la union del ligando o de rutas de transduccion de sefiales, la modulacion de la
diferenciacion de las células tumorales, la alteracion de los perfiles de factores angiogénicos tumorales, y/o mediante
la induccién de la apoptosis.

Los expertos en la materia entienden que los anticuerpos pueden utilizarse especificamente para la localizacion y
union de moléculas inmunogénicas como puede ser una region inmunogénica de la secuencia 84P2A9 que se
muestra en la Figura 1. Ademas, los expertos en la materia entienden como rutinaria la conjugacion de anticuerpos
con agentes citotoxicos. En este contexto, los expertos en la materia entienden que cuando se liberan los agentes
citotoxicos y/o terapéuticos directamente en las células mediante su conjugacion con anticuerpos especificos para
una molécula expresada por esta célula (por ejemplo 84P2A9), es razonable esperar que el agente citotdxico ejerza
su efecto bioldgico conocido (por ejemplo citotoxicidad) sobre aquellas células.

Son conocidas en la materia una amplia variedad de composiciones y métodos para utilizar los anticuerpos conjugal’
dos con agentes citotoxicos para eliminar células. En el contexto de los canceres, los métodos tipicos comprenden la
administracion a un animal que tiene un tumor, una cantidad biolégicamente efectiva de un conjugado que compren(|
de un agente citotdxico y/o terapéutico seleccionado unido a un agente localizador (por ejemplo un anticuerpo anti’’
84P2A9) que se une al marcador expresado (por ejemplo 84P2A9) que esta accesible para unirse o se localiza en la
superficie celular. Una realizacion tipica consiste en un método de suministro de un agente citotdxico y/o terapéutico
en una célula que expresa 84P2A9, que comprende la conjugacion del agente citotdxico con un anticuerpo que se
une inmunoespecificamente a un epitopo de 84P2A9 y que expone la célula al conjugado de anticuerpo-agente.
Otra realizacion ilustrativa especifica consiste en un método para tratar un individuo que se sospecha que padece un
cancer metastatizado, que comprende el paso de administrar por via parenteral a dicho individuo una composicién
farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo conjugado con un agente
citotoxico y/o terapéutico.

La inmunoterapia del cancer que utiliza anticuerpos anti-84P2A9 puede utilizar las ensefianzas generadas por varias
aproximaciones que se han empleado con éxito en el tratamiento de otros tipos de cancer, lo que incluye pero no se
limita al cancer de colon (Arlen et al., 1998, Crit. Rev. Immunol. 18:133-138), mieloma muiltiple (Ozaki et al., 1997,
Blood 90:3179-3186; Tsunenari et al., 1997, Blood 90:2437-2444), cancer gastrico (Kasprzyk et al., 1992, Cancer
Res. 52:2771-2776), linfoma de células B (Funakoshi et al., 1996, J. Immunother. Emphasis Tumor Immunol. 19:93(]
101), leucemia (Zhong et al., 1996, Leuk. Res. 20:581-589), cancer colorrectal (Moun et al., 1994, Cancer Res.
54:6160-6166; Velders et al., 1995, Cancer Res. 55:4398-4403) y cancer de mama (Shepard et al., 1991, J. Clin.
Immunol. 11:117-127). Algunas aproximaciones terapéuticas implican la conjugaciéon de anticuerpos desnudos con
una toxina, como puede ser la conjugacién de *1| con anticuerpos anti-CD20 (por ejemplo, Rituxan™, IDEC Phar(]
maceuticals Corp.), mientras que otros implican la coadministracion de anticuerpos y otros agentes terapéuticos,
como Herceptin™ (trastuzumab) con paclitaxel (Genentech, Inc.). Para el tratamiento del cancer de préstata, por
ejemplo, los anticuerpos anti-84P2A9 pueden administrarse junto con radiacién, quimioterapia o ablacion hormonal.

Aunque la terapia con el anticuerpo 84P2A9 es util para todos los estadios del cancer, la terapia con anticuerpos es
particularmente apropiada en canceres avanzados o metastaticos. El tratamiento con la terapia de anticuerpos de la
invencién esta indicado para pacientes que han recibido una o mas rondas de quimioterapia, siendo preferible la
combinacién de la terapia de anticuerpos de la invencién con un régimen quimioterapéutico o de radiacion para
pacientes que no han recibido tratamiento quimioterapéutico. Adicionalmente, la terapia con anticuerpos puede per(]
mitir el uso concomitante de dosis reducidas de quimioterapia, particularmente en pacientes que no toleran muy bien
la toxicidad del agente quimioterapéutico.

Es deseable para algunos pacientes con cancer evaluar la presencia y el nivel de expresion de 84P2A9, preferible(]
mente utilizando valoraciones inmunohistoquimicas en el tejido tumoral, analisis cuantitativo de 84P2A9 por imagen
u otras técnicas capaces de indicar de forma fiable la presencia y grado de expresion de 84P2A9. El analisis inmul]
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nohistoquimico de biopsias tumorales o especimenes quirurgicos es preferible para este propésito. Los métodos
para el analisis inmunohistoquimico de tejidos tumorales son bien conocidos en la materia.

Los anticuerpos monoclonales anti-84P2A9 utiles en el tratamiento del cancer de préstata y otros tipos de cancer
incluyen aquellos que son capaces de iniciar una respuesta inmune potente frente al tumor o aquellos que son direc(’
tamente citotdxicos. Respecto a esto, los anticuerpos monoclonales (mAb) anti-84P2A9 pueden provocar la lisis de
la célula tumoral por medio de los mecanismos de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (CCDA) o mediall
da por el complemento, requiriendo ambas una porcién Fc intacta de la molécula de inmunoglobulina para la interac
cion con los sitios del receptor Fc de la célula efectora o proteinas del complemento. Ademas, los mAb anti-84P2A9
que ejercen un efecto bioldgico directo sobre el crecimiento tumoral son utiles en la practica de la invencién. Los
mecanismos potenciales mediante los que tales mAb directamente citotéxicos pueden actuar incluyen la inhibicion
del crecimiento celular, modulacion de la diferenciacion celular, la modulacion de los perfiles de factores angiogénil
cos tumorales, y de la induccién de la apoptosis. EI mecanismo mediante el que un mAb anti-84P2A9 particular
ejerce un efecto antitumoral se evalla utilizando cualquier nimero de ensayos in vitro disefiados para determinar la
muerte celular, como puede ser la CCDA, CMMDA, lisis celular mediada por el complemento, y similares, como es
conocido generalmente en la materia.

El uso de anticuerpos murinos u otros anticuerpos monoclonales no humanos, o mAb quiméricos humano/ raton,
puede inducir respuestas inmunes de moderadas a fuertes en algunos pacientes. En algunos casos, esto puede
resultar en la eliminacion del anticuerpo en circulacion y una reduccion de la eficacia. En los casos mas graves, tal
respuesta inmune puede llevar a la formacion extensiva de inmunocomplejos que, potencialmente, pueden provocar
un fallo renal. De acuerdo con lo dispuesto, los anticuerpos monoclonales preferidos utilizados en la practica de los
métodos terapéuticos de la invencién son aquellos que son totalmente humanos o humanizados y que se unen es[]
pecificamente al antigeno diana 84P2A9 con alta afinidad pero presentan antigenicidad muy baja o no la presentan
en absoluto en el paciente.

Los métodos terapéuticos de la invencion contemplan la administracion de mAb anti-84P2A9 unicos asi como com(]
binaciones o cécteles de diferentes mAb. Dichos cdocteles de mAb pueden presentar ciertas ventajas ya que contiel
nen mAb que reconocen diferentes epitopos, explotan diferentes mecanismos efectores o combinan directamente
mAb citotdxicos con mAb que dependen de la funcionalidad efectora inmune. Tales mAb en combinacién pueden
presentar efectos terapéuticos sinérgicos. Ademas, la administracion de mAb anti-84P2A9 puede combinarse con
otros agentes terapéuticos, lo que incluye pero no se limita a varios agentes quimioterapéuticos, bloqueadores de
andrégenos e inmunomoduladores (por ejemplo, IL-2, GM-CSF). Los mAb anti-84P2A9 se administran en su forma
"desnuda" o no conjugada, o pueden tener agentes terapéuticos conjugados con ellos.

Las formulaciones de anticuerpo anti-84P2A9 se administran por cualquier ruta capaz de liberar los anticuerpos en el
lugar del tumor. Las rutas de administracion potencialmente efectivas incluyen pero no se limitan a la via intravenol]
sa, intraperitoneal, intramuscular, intratumoral, intradérmica y similares. El tratamiento involucrara generalmente la
administracion repetida de la preparacion de anticuerpo anti-84P2A9 mediante una ruta aceptable de administracion
como puede ser la inyeccion intravenosa (IV), normalmente a una dosis en el rango de alrededor de 0,1 a alrededor
de 10 mg/kg de peso corporal. Las dosis en el rango de 10-500 mg de mAb por semana son efectivas y bien tolera’]
das.

Basado en la experiencia clinica con el mAb Herceptin en el tratamiento de cancer de mama metastasico, una dosis
de carga inicial de aproximadamente de 4 mg/kg de peso corporal de paciente IV seguido por dosis semanales de
alrededor de 2 mg/kg IV de la preparacion de mAb anti-84P2A9, representa un régimen de dosis aceptable. Preferil]
blemente, la carga de dosis inicial se administra como una infusion de 90 minutos o mas. La dosis de mantenimiento
periddica se administra como una infusiéon de 30 minutos o mas, siempre que la dosis inicial sea bien tolerada. No
obstante, tal como entendera un experto en la materia, varios factores pueden influir en el régimen de dosis ideal en
un caso particular. Tales factores pueden incluir, por ejemplo, la afinidad de unién y la vida media del Ab o mAb
utilizado, el grado de expresién de 84P2A9 en el paciente, la extensién de la propagacion de antigeno 84P2A9 circul
lante, el nivel de concentraciéon de anticuerpo permanente deseado, la frecuencia del tratamiento y la influencia de
los agentes quimioterapéuticos utilizados en combinacién con el método de tratamiento de la invencién, asi como el
estado de salud de un paciente en particular.

Opcionalmente, se evaluaran los niveles de 84P2A9 de los pacientes en una muestra determinada (por ejemplo los
niveles de antigeno 84P2A9 circulante y/o de células que expresan 84P2A9) para ayudar a determinar el régimen de
dosis mas efectivo y los factores relacionados. Tales evaluaciones también se utilizan con propésitos de monitorizalJ
cion a lo largo de la terapia, y son Utiles para evaluar el éxito terapéutico en combinacion con la evaluacion de otros
parametros (como los niveles de PSA en suero en la terapia de cancer de prostata).

Inhibicién de la Funcién de la Proteina 84P2A9

Dentro de la primera clase de aproximaciones terapéuticas, la invencién incluye varios métodos y composiciones
para inhibir la union de 84P2A9 a su pareja de unién o su asociacion con otra(s) proteina(s) asi como los métodos
para inhibir la funcion de 84P2A9.
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Inhibicién de 84P2A9 con anticuerpos intracelulares

En una aproximacion, se introducen los vectores recombinantes que codifican anticuerpos de cadena unica que se
unen especificamente a 84P2A9 en células que expresan 84P2A9 mediante tecnologias de transferencia de genes,
en la que el anticuerpo anti-84P2A9 de cadena sencilla codificado se expresa intracelularmente, se une a la proteina
84P2A9, y por lo tanto inhibe su funcién. Son bien conocidos los métodos para disefiar tales anticuerpos intracelular’
res de cadena sencilla. Tales anticuerpos intracelulares, también conocidos como "intracuerpos", estan especifica-
mente dirigidos a un compartimiento particular dentro de la célula, proporcionando control sobre la actividad inhibido[]
ra del tratamiento al que esta dirigido. Esta tecnologia se ha aplicado con éxito en la técnica (para su revision, véase
Richardson y Marasco, 1995, TIBTECH vol. 13). Los intracuerpos han demostrado que eliminan virtualmente la ex(]
presion de receptores celulares de superficie que normalmente son abundantes. Véase, por ejemplo, Richardson et
al., 1995, Proc. Nad. Acad. Sci. USA 92: 3137-3141; Beerli et al., 1994, J. Biol. Chem. 289: 23931-23936; Deshane
et al., 1994, Gene Ther. 1: 332-337.

Los anticuerpos de cadena sencilla comprenden los dominios variables de la cadena pesada y ligera unidas median(]
te un polipéptido enlazante flexible, y estan expresados como un solo polipéptido. Opcionalmente, los anticuerpos de
cadena sencilla estan expresados como un fragmento de la regién variable de la cadena sencilla unido a la regién
constante de la cadena ligera. Se han disefiado sefiales de trafico intracelulares bien conocidas en vectores polinull
cleotidicos recombinantes que codifican tales anticuerpos de cadena sencilla para dirigir de forma precisa el intral
cuerpo expresado al compartimiento intracelular deseado. Por ejemplo, los intracuerpos dirigidos al reticulo endo(]
plasmatico (RE) se disefian para que incorporen un péptido lider, y opcionalmente, una sefial en C-terminal de rel]
tencién en el RE, como el motivo de aminoacidos KDEL. Los intracuerpos que se pretende que ejerzan una actividad
en el nucleo se disefian para que incluyan una sefial de localizacién nuclear. Los restos lipidicos se unen a los intral]
cuerpos para poder atar el intracuerpo al lado citosélico de la membrana plasmatica. Los intracuerpos pueden tam[J
bién dirigirse para que ejerzan una funcion en el citosol. Por ejemplo, los intracuerpos citosolicos se utilizan para
secuestrar factores que estan en el citosol, evitando por lo tanto que éstos sean transportados a su destino celular
natural.

En una realizacion, se utilizan los intracuerpos para capturar la 84P2A9 en el nucleo, evitando asi su actividad en el
nucleo. Las sefiales de localizacion nuclear se disefian en tales intracuerpos anti-84P2A9 para poder alcanzar el
objetivo deseado. Dichos intracuerpos anti-84P2A9 estan disefiados para unirse especificamente a un dominio partil]
cular de la 84P2A9. En otra realizacion, los intracuerpos citosolicos que se unen especificamente a la proteina
84P2A9 se utilizan para evitar el acceso al nucleo por parte de 84P2A9, de esta forma se evita que ejerza cualquier
actividad biologica en el nucleo (por ejemplo, evitando que la 84P2A9 forme complejos de transcripcion con otros
factores).

Para poder dirigir especificamente la expresion de tales intracuerpos en células particulares, la transcripcion del
intracuerpo se situa bajo el control regulador de un promotor y/o potenciador apropiado especifico de tumor. Para
poder dirigir la expresién del intracuerpo especificamente en la prostata, por ejemplo, se puede utilizar el promotor
y/o promotor/ potenciador de PSA (véase, por ejemplo, patente estadounidense N° 5.919.652).

Inhibicién de 84P2A9 con proteinas recombinantes

En otra aproximacion, se utilizan moléculas recombinantes que se unen a 84P2A9 que evitan o inhiben el acceso o
unién de 84P2A9 a su(s) pareja(s) de unidn o su asociacion con otra(s) proteina(s). Tales moléculas recombinantes
pueden, por ejemplo, contener la(s) parte(s) reactiva(s) de un anticuerpo especifico anti-84P2A9. En un realizacion
particular, el dominio de unién de 84P2A9 de una pareja de unién de 84P2A9 esta disefiado dentro de una proteina
de fusion dimérica que comprende dos dominios de union a ligando de 84P2A9 unidos a la porcion Fc de una IgG
humana, como puede ser la IgG1 humana. Dicha porcién de IgG puede contener, por ejemplo, los dominios Cn2 y
Cn3 y la region bisagra, pero no el dominio Cu1. Dichas proteinas de fusion diméricas se administran en su forma
soluble a pacientes que padecen de un cancer asociado con la expresién de 84P2A9, lo que incluye pero no se
limita a canceres de préstata y de testiculos, en los que la proteina de fusion dimérica se une especificamente a
84P2A9 que bloquea de esta manera la interaccién de 84P2A9 con una pareja de unién. Dichas proteinas de fusion
diméricas se pueden combinar también dentro de proteinas multiméricas utilizando tecnologias de unién a anticuer(
pos.

Inhibicién de la transcripcién o traduccién de 84P2A9

Dentro de la segunda clase de aproximaciones terapéuticas, la invencion proporciona varios métodos y composiciol |
nes para inhibir la transcripcion del gen 84P2A9. De forma similar, la invencién también proporciona métodos y com(]
posiciones para inhibir la traduccién del mRNA de 84P2A9 en proteinas.

En una aproximacién, un método para inhibir la transcripciéon del gen de 84P2A9 comprende poner en contacto el
gen de 84P2A9 con un polinucledtido de 84P2A9 antisentido. En otra aproximacién, un método para inhibir la tral]
duccion del mRNA de 84P2A9 comprende poner en contacto el mMRNA de 84P2A9 con un polinucledtido antisentido.
En otra aproximacion, un ribozima especifico de 84P2A9 se utiliza para escindir el mensajero de 84P2A9, inhibiendo
de esta forma la traduccién. Tales métodos basados en polinucleétidos antisentido y ribozimas pueden también
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dirigirse a las regiones reguladoras del gen 84P2A9, como pueden ser los elementos de promotor y/o potenciador de
84P2A9. De forma similar, pueden utilizarse proteinas capaces de inhibir un gen del factor de transcripcién de
84P2A9 para inhibir la transcripcion del mRNA de 84P2A9. Los diferentes polinucledtidos y composiciones utiles en
los métodos mencionados previamente, se han descrito anteriormente en el texto. El uso de moléculas antisentido y
ribozimas para inhibir la transcripcion y traduccion es bien conocido en la materia.

Otros factores que inhiben la transcripcion de 84P2A9 a través de la interferencia de la activacién transcripcional de
84P2A9 son también utiles para el tratamiento de canceres que expresan 84P2A9. De forma similar, los factores que
son capaces de interferir en el procesado de 84P2A9 son utiles para el tratamiento de canceres que expresan
84P2A9. Los métodos para el tratamiento del cancer que utilizan dichos factores estan también dentro del alcance
de la invencion.

Consideraciones generales de las estrategias terapéuticas

Las tecnologias de transferencia génica y terapia génica pueden utilizarse para la liberacion de moléculas polinucle(]
otidicas terapéuticas (es decir, moléculas antisentido, ribozimas, polinucleétidos que codifican intracuerpos y otras
moléculas inhibidoras de 84P2A9) en células tumorales que sintetizan 84P2A9. Son conocidas en la materia una
serie de aproximaciones de terapia génica. Los vectores recombinantes que codifican polinucleétidos antisentido de
84P2A09, ribozimas, factores capaces de interferir con la transcripcion de 84P2A9 y similares, pueden liberarse sobre
células tumorales diana utilizando dichas aproximaciones de terapia génica.

Las aproximaciones terapéuticas anteriores pueden combinarse con cualquiera de una amplia variedad de regime(]
nes quirurgicos, quimioterapicos o de terapia con radiacion. Estas aproximaciones terapéuticas pueden permitir el
uso de dosis reducidas de quimioterapia y/o disminuir la frecuencia de administracion, lo cual es una ventaja para
todos los pacientes y particularmente para aquellos que no toleran bien la toxicidad del agente quimioterapéutico.

La actividad antitumoral de una composicién particular (por ejemplo antisentido, ribozima, intracuerpo), o una combi(]
nacion de tales composiciones, puede evaluarse utilizando varios sistemas de ensayo in vitro e in vivo. Los ensayos
in vitro para evaluar el potencial terapéutico incluyen los ensayos de crecimiento celular, ensayos de agar blando y
otros ensayos indicativos de actividad promotora tumoral, y ensayos de unién capaces de determinar la extension en
la que una composicion terapéutica puede inhibir la unién de 84P2A9 a una pareja de union, etc.

El efecto de una composicion terapéutica de 84P2A9 puede evaluarse en un modelo animal adecuado in vivo. Por
ejemplo, son apropiados en relacion con el cancer de proéstata, los modelos de cancer xenogénico de préstata en los
que se introducen explantes de cancer de prdstata humano o tejidos xenoinjertados transferidos en animales inmu(]
nocomprometidos, tales como ratones desnudos o SCID, y se han descrito en Klein et al., 1997, Nature Medicine
3:402-408. Por ejemplo, la solicitud de patente PCT W098/16628, Sawyers et al., publicada el 23 de Abril de 1998,
describe varios modelos de xenoinjertos de cancer de prostata humano capaces de reiniciar el desarrollo de tumores
primarios, de micrometastasis y formacion de metastasis osteoblastica caracteristica de la enfermedad en su estadio
tardio. La eficacia puede predecirse utilizando ensayos que miden la inhibicién de la formacion de tumores, regrel]
sion tumoral o metastasis, y similares. Véanse, también, los Ejemplos a continuacion.

Los ensayos in vivo que evaluan la promocion de la apoptosis son utiles en la evaluaciéon de composiciones terapéul]
ticas. En una realizacion, los xenoinjertos de ratones portadores de tumores tratados con la composicion terapéutica
pueden examinarse para ver si presentan focos apoptéticos y compararlos con ratones portadores de xenoinjertos
control sin tratar. La extension en la que se encuentran los focos apoptéticos en los tumores de los ratones tratados
proporciona una indicacién de la eficacia terapéutica de la composicion.

Las composiciones terapéuticas utilizadas en la practica de los métodos anteriores pueden formularse en composil|
ciones farmacéuticas que comprenden un transportador adecuado para el sistema de liberacion deseado. Los trans!]
portadores adecuados incluyen cualquier material que cuando se combina con la composicion terapéutica retiene la
funcién antitumoral de la composicion terapéutica y son generalmente no reactivos con el sistema inmunitario del
paciente. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, cualquier nimero de transportadores farmacéuticos estandar
como las soluciones salinas estériles tamponadas de fosfato, agua bacteriostatica y similares (véase, en general,
Remington’s Pharmaceutical Sciences 162 Edicion, A. Osal., Ed., 1980).

Las formulaciones terapéuticas pueden solubilizarse y administrarse por cualquier via capaz de liberar la composi(l
cion terapéutica al lugar del tumor. Las rutas potencialmente efectivas de administracion incluyen, pero no se limitan
a la via intravenosa, parenteral, intraperitoneal, intramuscular, intratumoral, intradérmica, intradérgano, ortotépica y
similares. Una formulacion preferida para la inyeccion intravenosa comprende la composicion terapéutica en una
solucion de agua bacteriostatica preservada, agua estéril no preservada, y/o diluida en cloruro de polivinilo o bolsas
de polietileno que contienen cloruro sédico estéril al 0,9% para inyeccion, USP. Las preparaciones de proteina tel]
rapéuticas pueden liofilizarse y almacenarse como polvos estériles, preferiblemente al vacio, y después reconstituir-
se en agua bacteriostatica que contiene, por ejemplo, un conservante como el alcohol bencilico, o en agua estéril
antes de la inyeccion.
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Las dosis y los protocolos de administracion para el tratamiento de canceres que se utilizan con los métodos anteriol
res variaran con el método y el cancer diana, y dependera generalmente de un nimero de factores diferentes aprel]
ciados en la materia.

Vacunas contra el cancer

Como se ha dicho antes, el perfil de expresién de 84P2A9 muestra que esta altamente expresado en cancer de
prostata avanzado y metastatizado. Este patron de expresion recuerda al de los antigenos de cancer de testiculos
(CT) o antigenos MAGE, que son genes especificos de testiculos que estan regulados positivamente en melanomas
y otros canceres (Van den Eynde y Boon, Int J Clin Lab Res. 27:81-86, 1997). Debido a su expresion especifica de
tejido y a los altos niveles de expresion en cancer, los antigenos MAGE estan siendo investigados actualmente colJ
mo dianas para vacunas contra el cancer (Durrant, Anticancer Drugs 8:727-733, 1997; Reynolds et al., Int J Cancer
72:972-976, 1997).

La invencion ademas proporciona vacunas contra el cancer que comprenden una proteina relacionada con 84P2A9
o fragmento de la misma, asi como vacunas basadas en DNA. En vista de la expresion de 84P2A9, las vacunas
contra el cancer son efectivas en la prevencion especifica y/o tratamiento de canceres que expresan 84P2A9, sin
provocar efectos inespecificos sobre los tejidos no diana. El uso de un antigeno tumoral en una vacuna para generar
inmunidad humoral y mediada por células para su utilizacion en la terapia contra el cancer es bien conocido en la
materia y se ha empleado en el cancer de prostata con los inmunégenos PSMA de humanos y PAP de roedor (Hod[]
ge et al., 1995, Int. J. Cancer 63:231-237; Fong et al., 1997, J. Immunol. 159:3113-3117).

Tales métodos pueden ponerse en practica facilimente utilizando una proteina 84P2A9, o fragmento de la misma, o
una molécula de acido nucleico que codifica para 84P2A9 y vectores recombinantes capaces de expresar y presen(]
tar apropiadamente el inmundgeno 84P2A9 (que normalmente comprende un nimero de epitopos inmunorreactivos
de células humorales o de células T). En este contexto, los expertos en la materia entenderan que son conocidas en
la materia una amplia variedad de sistemas de vacunas diferentes para la liberaciéon de epitopos inmunorreactivos
(véase, por ejemplo, Heryln et al., Ann Med 1999 Feb; 31 (1):G6-78; Maruyama et al., Cancer Immunol Immunother
2000 Jun; 49 (3):123-32) En resumen, tales técnicas consisten en métodos para generar en un mamifero una res(]
puesta inmune (por ejemplo una respuesta humoral y/o mediada por células), que comprende los pasos de exponer
el sistema inmune del mamifero a un epitopo inmunorreactivo (por ejemplo un epitopo de la proteina 84P2A9 que se
muestra en el Id. de Sec. N°: 2) de forma que el mamifero genere una respuesta inmune que es especifica para ese
epitopo (por ejemplo genera los anticuerpos que reconocen de forma especifica ese epitopo). En un método preferil’
do, el inmunégeno de 84P2A9 contiene un motivo biolégico. En una realizacion altamente preferida, el inmunégeno
de 84P2A9 contiene una o mas secuencias de aminoacidos identificadas, mediante una de las técnicas analiticas
pertinentes bien conocidas en la materia, como las secuencias que se muestran en la Tabla 1.

Son bien conocidos en la materia una amplia variedad de métodos para generar una respuesta inmune en un mami(]
fero (por ejemplo el primer paso en la generacion de hibridomas). Los métodos para generar una respuesta inmune
en un mamifero comprenden exponer el sistema inmunitario del mamifero a un epitopo inmunogénico exégeno en
una proteina (por ejemplo la proteina 84P2A9 del Id. de Sec. N°: 2) por lo que se genera la respuesta inmune. Una
realizacion tipica consiste en un método para generar una respuesta inmune frente a 84P2A9 en un huésped, pol]
niendo en contacto el huésped con una cantidad suficiente de 84P2A9 o un epitopo o analogo de la misma, lo que
estimula las células B o células T citotoxicas; y al menos un intervalo periddico de tiempo después se pone en con(]
tacto el huésped con 84P2A9 adicional o un epitopo o0 analogo de la misma, lo que estimula las células B o células T
citotéxicas. Una realizacion especifica consiste en un método para generar una respuesta inmune frente a una pro(’
teina 84P2A9 o a un péptido multiepitdpico, lo que comprende la administracion de un inmundgeno de 84P2A9 (por
ejemplo la proteina 84P2A9 o un fragmento peptidico de la misma, una proteina de fusion de 84P2A9, etc.) en una
preparacion de vacuna a humanos o animales. Normalmente, tales preparaciones de vacuna contienen ademas un
adyuvante adecuado (véase, por ejemplo, la patente estadounidense N° 6.146.635). Una variacion representativa de
estos métodos consiste en un método para generar una respuesta inmune en un individuo frente a un inmunégeno
de 84P2A9, lo que comprende administrar in vivo un facilitador de vacuna genética en el musculo o piel del individuo
como el que se selecciona de entre el grupo que consiste en: lipidos aniénicos, saponinas, lectinas, compuestos
estrogénicos, alquilos inferiores hidroxilados, dimetilsulféxido y urea, y una molécula de DNA que se ha disociado de
un agente infeccioso y comprende una secuencia de DNA que codifica el inmundgeno de 84P2A9, cuya secuencia
de DNA se encuentra unida de forma operativa a las secuencias reguladoras que controlan la expresién de la sel
cuencia de DNA; y la molécula de DNA es incorporada por las células, se expresa la secuencia de DNA en las célul]
las y se genera una respuesta inmune frente al inmundgeno (véase, por ejemplo, la patente estadounidense N°
5.962.428).

En un ejemplo ilustrativo de un método especifico para generar una respuesta inmunitaria, se utilizan sistemas de
liberacion de genes con virus para liberar una molécula de &cido nucleico que codifica para 84P2A9. Se pueden
utilizar varios sistemas de liberacion de genes con virus en la practica de este aspecto de la invencién, lo que incluye
pero no se limita al virus de la vacuna, virus de la viruela aviar, virus de la viruela del canario, adenovirus, virus de la
gripe, virus de la polio, virus adenoasociado, lentivirus y virus sindbus (Restifo, 1996, Curr. Opin. Immunol. 8:658(
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663). También pueden utilizarse sistemas de liberacion no viricos utilizando DNA desnudo que codifica una proteina
84P2A9 o fragmento de la misma introducida en el paciente (por ejemplo, por via intramuscular o por via intradérmiC
ca) para inducir una respuesta antitumoral. En una realizacion, se utiliza el cDNA humano de 84P2A9 de longitud
completa. En otra realizacion, se pueden utilizar las moléculas de acido nucleico de 84P2A9 que codifican epitopos
especificos de linfocitos T citotdxicos (LTC). Los epitopos de LTC pueden determinarse utilizando algoritmos especil|
ficos (por ejemplo, Epimer, Brown University) para identificar péptidos dentro de una proteina de 84P2A9 que son
capaces de unirse de forma 6ptima a alelos especificos de HLA.

También se pueden emplear varias estrategias ex vivo. Una aproximacion involucra el uso de células dendriticas
para presentar el antigeno de 84P2A9 al sistema inmunitario de un paciente. Las células dendriticas expresan molé[]
culas MHC de clase | y Il, co-estimulador B7, e IL-12, y son por lo tanto células altamente especializadas en la prel]
sentacion de antigenos. En un ensayo clinico de fase | de cancer de préstata, se estan utilizando células dendriticas
autdlogas pulsadas con péptidos del antigeno de membrana especifico de préstata (PSMA) para estimular los sis(|
temas inmunitarios de los pacientes con cancer de prostata (Tjoa et al., 1996, Prostate 28:65-69; Murphy et al.,
1996, Prostate 29:371-380). Por lo tanto, las células dendriticas pueden utilizarse para presentar péptidos de
84P2A9 a las células T en el contexto de moléculas MHC de clase | y Il. En una realizacién, se pulsan células
dendriticas autélogas con péptidos 84P2A9 capaces de unirse a las moléculas MHC de clase | y/o Il. En otra realizal’
cion, las células dendriticas se pulsan con la proteina 84P2A9 completa. Otra realizacion implica construir células
dendriticas que sobreexpresan el gen de 84P2A9 utilizando varios vectores mejorados que son conocidos en la
materia, como los adenovirus (Arthur et al., 1997, Cancer Gene Ther. 4:17-25), retrovirus (Henderson et al., 1996,
Cancer Res. 56:3763-3770), lentivirus, virus adenoasociado, transfeccion de DNA (Ribas et al., 1997, Cancer Res.
57:2865-2869), o transfeccion de RNA derivado de tumor (Ashley et al., 1997, J. Exp. Med. 186:1177-1182). Las
células que expresan 84P2A9 pueden también disefiarse para expresar inmunomoduladores, como el GM-CSF, y
utilizarse como agentes inmunizantes.

Los anticuerpos antiidiotipicos anti-84P2A9 pueden también utilizarse en la terapia contra el cdncer como vacuna
para inducir una respuesta inmune hacia las células que expresan una proteina de 84P2A9. Especificamente, la
generacion de anticuerpos antiidiotipicos es bien conocida en la materia y puede adaptarse facilimente para generar
anticuerpos antiidiotipicos anti-84P2A9 que mimetizan un epitopo sobre una proteina de 84P2A9 (véase, por ejem(]
plo, Wagner et al., 1997, Hybridoma 16:33-40; Foon et al., 1995, J. Clin. Invest. 96:334-342; Herlyn et al., 1996,
Cancer Immunol. Immunother. 43:65-76). Dicho anticuerpo antiidiotipico puede utilizarse en estrategias de vacuna
contra el cancer.

Pueden utilizarse métodos de inmunizacion genética para generar respuestas inmunitarias celulares o humorales
profilacticas o terapéuticas dirigidas contra células cancerigenas que expresan 84P2A9. Las construcciones que
comprenden DNA que codifica un inmundégeno/ proteina relacionada con 84P2A9 y secuencias reguladoras apropia
das pueden inyectarse directamente en el musculo o piel de un individuo, de forma que las células del musculo o piel
captan a la construccion y expresan el inmundgeno/ proteina de 84P2A9 codificado. Alternativamente, una vacuna
comprende una proteina relacionada con 84P2A9. La expresion de la proteina inmundgeno de 84P2A9 resulta en la
generacion de inmunidad celular o humoral profilactica o terapéutica contra el cancer de hueso, colon, pancreas,
testiculos, cérvix y de ovarios. Pueden utilizarse varias técnicas conocidas en la materia para la inmunizacion genétilJ
ca profilactica o terapéutica (como revision, véase la informacion y referencias publicadas en la direccion de Internet
www.genweb.com).

Equipos

Se proporcionan también equipos para utilizar en las aplicaciones diagndsticas y terapéuticas descritas hasta aqui
por la invencién. Dichos equipos pueden comprender un transportador compartimentalizado para introducir uno o
mas contenedores, como viales, tubos, y similares, con gran proximidad y cada uno de los contenedores comprende
uno de los elementos por separado que se van a utilizar en el método. Por ejemplo, los contenedores pueden com(]
prender una sonda que esta o puede estar marcada para ser detectada. Dicha sonda puede ser un anticuerpo o
polinucledtido especifico para una proteina relacionada con 84P2A9, o un gen de 84P2A9 o mensajero, respectivall
mente. Cuando el equipo utiliza la hibridacién de acidos nucleicos para detectar el acido nucleico diana, el equipo
puede también tener contenedores que contienen nucleétidos para la amplificacién de la secuencia de acido nucleil]
co diana y/o un contenedor que comprende una forma de deteccién, como una proteina de unién a biotina, como la
avidina o estreptavidina, unida a una molécula marcadora, como puede ser un marcaje enzimatico, fluorescente o un
radioisétopo.

El equipo de la invencion comprendera normalmente el contenedor descrito anteriormente y uno o mas contenedol
res adicionales que comprenden materiales deseables desde un punto de vista comercial y de uso, como tampones,
diluyentes, filtros, agujas, jeringas y prospectos con instrucciones de uso. El contenedor puede contener una etique!
ta para indicar que la composicion se utiliza para una terapia especifica o aplicacion no terapéutica, y puede también
contener directrices para su uso in vivo o in vitro, como las descritas anteriormente.

El p84P2A9-1 ha sido depositado bajo los requisitos del Tratado de Budapest el 6 de enero del 2000 en la American
Type Culture Collection (ATCC), 10801 University Blvd., Manassas, VA 20110-2209 USA, y se ha identificado con el
N° de Acceso de ATCC PTA-1151.
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Ejemplos

Se describen e ilustran en profundidad varios aspectos de la invenciéon por medio de los diferentes ejemplos que
siguen a continuacion, ninguno de los cuales pretende limitar el alcance de la invencion.

Ejemplo 1: Aislamiento generado por SSH de un fragmento de cDNA del gen 84P2A9

Materiales y Métodos

Xenoinjertos LAPC v tejidos humanos:

Los xenoinjertos LAPC se obtuvieron del Dr. Charles Sawyers (UCLA) y se generaron tal y como se describe (Klein
et al, 1997, Nature Med. 3:402-408). Los xenoinjertos LAPC-4 AD y LAPC-4 Al (dependiente e independiente de
androgeno, respectivamente) y los xenoinjertos LAPC-9 AD y Al se cultivaron en ratones macho SCID vy se transfirie(
ron como pequefios trocitos de tejido a machos receptores. Los xenoinjertos LAPC-4 y -9 Al derivan de los tumores
LAPC-4 o LAPC-9 AD, respectivamente. Los ratones macho portadores de tumores AD se castraron y se mantuviel
ron vivos durante 2-3 meses. Después de que los tumores recrecieran, se aislaron los tumores y se transfirieron a
ratones macho SCID castrados o a hembras. Los tejidos humanos para el analisis de RNA y proteina se obtuvieron
del Human Tissue Resource Center (HTRC) en UCLA (Los Angeles, CA) y de QualTek, Inc. (Santa Barbara, CA).
Una muestra de tejido de hiperplasia benigna de prostata procedia de un paciente.

Lineas celulares:

Las lineas celulares humanas (por ejemplo, HeLa) se obtuvieron de la ATCC y se mantuvieron en DMEM con suero
fetal bovino al 5%.

Aislamiento de RNA:

El tejido tumoral y las lineas celulares se homogenizaron en reactivo Trizol (Life Technologies, Gibco BRL) utilizando
10 ml/ g de tejido o 10 ml/ 108 células para aislar RNA total. Se purific6 RNA Poli A a partir del RNA total utilizando
los equipos mRNA Mini y Midi de Qiagen Oligotex. Se cuantificd el MRNA y el RNA total mediante analisis espectro’!
fotométrico (D.O. 260/280 nm) y se analizé mediante electroforesis en gel.

Oligonucledtidos:
Se utilizaron los siguientes oligonucleétidos purificados mediante HPLC.

DPNCDN (cebador de sintesis de cDNA):

S5TTTTGATCAAGCTT303’ (Id. de Sec. N°: 7)

Adaptador 1:

5’ CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGS’ (Id. de Sec. N°: 8)
3’'GGCCCGTCCTAGS’ (Id. de Sec. N°: 9)

Adaptador 2:

5’GTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAG3’ (Id. de Sec. N°:10)
3’CGGCTCCTAGS’ (Id. de Sec. N°: 11)

Cebador de PCR 1:

5CTAATACGACTCACTATAGGGC3’ (Id. de Sec. N°: 12)
Cebador anidado (NP)1:

5TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGAZ’ (Id. de Sec. N°: 13)
Cebador anidado (NP)2:

5’AGCGTGGTCGCGGCCGAGGAZ’ (Id. de Sec. N°: 14)

Hibridacion sustractiva por supresion:

La Hibridacion Sustractiva por Supresion (SSH) se utilizé para identificar los cDNA que corresponden a genes que
pueden expresarse de forma diferencial en el cancer de préstata. La reaccion de SSH utilizé cDNA de dos xenoinjer!]
tos LAPC-4 AD. Especificamente, la secuencia de SSH de 84P2A9 se identificd a partir de una sustraccion en la que
un cDNA derivado de un tumor LAPC-4 AD, 3 dias después de la castracion, se sustrajo del cDNA derivado de un
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tumor LAPC-4 AD generado en un macho intacto. El xenoinjerto tumoral LAPC-4 AD generado en un macho intacto
se utilizé como fuente de cDNA "probador”, mientras que el cDNA del tumor LAPC-4 AD, 3 dias después de la casl]
tracion, se utilizé como fuente de cDNA "conductor”.

Los cDNA de doble cadena que corresponden a los cDNA probador y conductor se sintetizaron a partir de 2 pug de
RNA poli(A)* aislado del tejido xenoinjertado relevante, tal y como se ha descrito anteriormente, utilizando el equipo
de sustraccion PCR-select cDNA de CLONTECH y 1 ng de oligonucleétido DPNCDN como cebador. La sintesis de
la primera y segunda cadena se llevé a cabo como se describe en el protocolo del manual del usuario del equipo
(Protocolo N° PT1117-1 de CLONTECH, Catalogo N° K1804-1). El cDNA resultante se digirid con Dpn Il durante 3 h
a 37°C. El cDNA digerido se extrajo con fenol/ cloroformo (1:1) y se precipité con etanol.

ElI cDNA conductor se generd al combinar en una proporcion 1:1 el cDNA digerido con Dpn Il de la fuente de xenoin(l
jerto relevante (véase mas arriba) con una mezcla de cDNA digerido derivado de hiperplasia benigna de préstata
humana (BPH), las lineas celulares humanas Hela, 293, A431, Colo205, e higado de raton.

El cDNA probador se generdé diluyendo 1 ul de cDNA digerido con Dpn Il a partir de la fuente de xenoinjerto relevan(]
te (véase mas arriba) (400 ng) en 5 pl de agua. El cDNA diluido (2 pl, 160 ng) se ligé entonces a 2 pl de Adaptador 1

y Adaptador 2 (10 uM), en reacciones de ligacion separadas, en un volumen total de 10 pl a 16°C durante la noche,

utilizando 400 U de DNA ligasa T4 (CLONTECH). La ligacién se termin6 con 1 yl de EDTA 0,2 M y se calenté a 72°C

durante 5 min.

La primera hibridacion se realizé afiadiendo 1,5 ul (600 ng) de cDNA conductor a cada uno de los dos tubos que
contienen 1,5 ul (20 ng) de cDNA probador ligado con Adaptador 1 y Adaptador 2. En un volumen final de 4 yl, las
muestras se cubrieron con aceite mineral, se desnaturalizaron en un termociclador MJ Research a 98°C durante 1,5
minutos, y después se dejaron hibridar durante 8 h a 68°C. Las dos hibridizaciones se mezclaron entonces junto con
1 ul adicional de cDNA conductor fresco desnaturalizado y se dejaron hibridar durante la noche a 68°C. La segunda
hibridacion se diluy6é entonces en 200 pl de Hepes 20 mM, pH 8,3, NaCl 50 mM, EDTA 0,2 mM, se calenté a 70°C
durante 7 min. y se guardo a -20°C.

Amplificacién por PCR, clonaje y secuenciacion de los fragmentos génicos generados a partir de SSH:

Para amplificar los fragmentos génicos resultantes de las reacciones SSH, se realizaron dos amplificaciones de
PCR. En la reaccién primaria de PCR se afiadié 1 ul de la mezcla final de hibridacion diluida a 1 yl de cebador 1 de
PCR (10 uM), 0,5 pl de mezcla de dNTP (10 uM), 2,5 [l de tampdn de reaccion 10 x (CLONTECH) y 0,5 ul de mez[l
cla de cDNA polimerasa Advantage 50 x (CLONTECH) en un volumen final de 25 pl. La PCR 1 se realizé bajo las
siguientes condiciones: 75°C durante 5 min., 94°C durante 25 s, después 27 ciclos de 94°C durante 10 s, 66°C dul|
rante 30 s, 72°C durante 1,5 min. Se realizaron cinco reacciones de PCR primarias por separado para cada experil]
mento. Los productos se unieron y se diluyeron con agua en proporcién 1:10. Para la reaccién secundaria de PCR,
se afnadio 1 pl de la reaccién de PCR primaria agrupada y diluida a la misma mezcla de reaccién que la utilizada
para la PCR 1, excepto que se utilizaron los cebadores NP1 y NP2 (10 uM) en lugar del cebador 1 de PCR. La PCR
2 se realiz6 utilizando 10-12 ciclos de 94°C durante 10 s, 68°C durante 30 s, 72°C durante 1,5 minutos. Los producl
tos de PCR se analizaron utilizando electroforesis en gel de agarosa al 2%.

Los productos de PCR se insertaron en un pCR2.1 utilizando el equipo de vector de clonaje T/A (Invitrogen). Las E.
coli transformadas se sometieron a una seleccion de color azul/ blanco y con ampicilina. Se escogieron las colonias
blancas y se dispusieron en placas de 96 pocillos y se cultivaron en medio liquido durante la noche. Para identificar
los insertos, se realiz6 una amplificacion por PCR sobre 1 ml de cultivo bacteriano utilizando las condiciones de las
PCR1 y NP1 y NP2 como cebadores. Los productos de PCR se analizaron utilizando electroforesis en gel de agarol|
sa al 2%.

Los clones bacterianos se guardaron en glicerol al 20% en un formato de 96 pocillos. El DNA plasmidico se prepard,
secuenciod, y se sometid a busquedas de homologia de acidos nucleicos en las bases de datos del GenBank, dBest,
y NCI-CGAP.

Andlisis de la expresién mediante RT-PCR:

Las primeras cadenas de cDNA pueden generarse a partir de 1 ug de mRNA con cebadores oligo(dT)12-18 utilizan(]
do el sistema de preamplificacion Gibco-BRL Superscript. Puede utilizarse el protocolo del fabricante que incluye
una incubacion de 50 min. a 42°C con transcriptasa reversa seguida por el tratamiento con RNAsa H a 37°C durante
20 min. Tras completar la reaccion, el volumen puede aumentarse hasta 200 pl con agua antes de la normalizacion.
Pueden obtenerse de Clontech las primeras cadenas de cDNA de 16 tejidos normales humanos diferentes.

Se pueden normalizar las primeras cadenas de cDNA a partir de multiples tejidos utilizando los cebadores
5’atatcgccgcegctcgtegtcgacaad’ (Id. de Sec. N°: 15) y 5’agccacacgcagctcattgtagaagg 3’ (Id. de Sec. N°: 16) que amplil]
fican la B-actina. La primera cadena de cDNA (5 pl) puede amplificarse en un volumen total de 50 pl que contiene
cebadores 0,4 uM, 0,2 yM de cada dNTP, tampén de PCR 1X (Clontech, Tris-HCL 10 mM, MgCl, 1,5 mM, KCI 50
mM, pH 8,3) y DNA polimerasa Klentaq 1X (Clontech). Pueden recogerse 5 pl de la reaccién de PCR a los 18, 20 y
22 ciclos vy utilizarlos para una electroforesis en gel de agarosa. La PCR puede realizarse utilizando un termociclador
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MJ Research bajo las siguientes condiciones: la desnaturalizacion inicial puede ser a 94°C durante 15 s, seguida por
18, 20 y 22 ciclos a 94°C durante 15, 65°C durante 2 min., 72°C durante 5 s. Se puede realizar una extension final a
72°C durante 2 min. Tras la electroforesis en gel de agarosa, pueden compararse las intensidades de banda de las
bandas de 283 pb de la B-actina en los multiples tejidos mediante inspeccién visual. Pueden calcularse factores de
dilucién de las primeras cadenas de cDNA para lograr la misma intensidad de banda de -actina en todos los tejidos
después de 22 ciclos de PCR. Pueden ser necesarias tres rondas de normalizacién para lograr la misma intensidad
de banda en todos los tejidos después de los 22 ciclos de PCR.

Para determinar los niveles de expresion del gen 84P2A9, pueden analizarse 5 pl de cDNA de primera cadena nor(]
malizado mediante PCR utilizando 25, 30 y 35 ciclos de amplificacion utilizando pares de cebadores que pueden
disefiarse con la ayuda del MIT (para mas detalles, véase www.genome.wi.mit.edu).

El analisis de expresion semicuantitativo puede lograrse comparando los productos de PCR de niumeros de ciclo que
proporciona una intensidad de banda ligera.

Resultados

Los dos experimentos de SSH descritos en los Materiales y Métodos, mas arriba, lograron el aislamiento de numero(]
sos candidatos de clones de fragmentos del gen (clones SSH). Todos los clones candidatos se secuenciaron y se
sometieron a analisis de homologia frente a todas las secuencias de las principales bases de datos de genes y EST
publicas para proporcionar informacion sobre la identidad del gen correspondiente y para ayudar a tomar la decision
de analizar la expresion diferencial de un gen particular. En general, los fragmentos génicos que no tenian homolog(]
ia con ninguna secuencia conocida en ninguna de las bases de datos utilizadas, y que se consideraron por lo tanto
que representaban nuevos genes, asi como todos los fragmentos génicos que mostraban homologia con marcas de
secuencia expresadas (EST) previamente secuenciadas, se sometieron a analisis diferencial de expresion mediante
RT-PCR y/o analisis Northern.

Uno de los clones de SHH que comprende alrededor de 425 pb, mostré una homologia significativa a varias EST
derivadas de testiculos pero ninguna homologia a ningin gen conocido, y se le llamé 84P2A9.

El analisis de expresion Northern de las primeras cadenas de cDNA de 16 tejidos normales mostré un patron de
expresion altamente relacionado con la préstata y los testiculos en tejidos adultos (Fig. 4).

Ejemplo 2: Clonaje de 84P2A9 de longitud completa

Se clond un clon de cDNA de 84P2A9 de longitud completa (clon 1) de 2347 pares de bases (pb) a partir de una
biblioteca de cDNA de LAPC-4 AD (Lambda ZAP Express, Stratagene) (Fig. 2). EI cDNA codifica un marco de lectu(]
ra abierto (ORF) de 504 aminoacidos. El analisis de la secuencia revelé la presencia de seis sefiales de localizacion
nuclear potenciales y se predijo que eran de localizacion nuclear utilizando el programa PSORT (http://psort.nibb.
ac.jp:8800/form.html). La secuencia de proteina es homologa a la proteina KIAA1152 de cerebro humano (39,5% de
identidad sobre una regién de 337 aminoacidos), y presenta un dominio que es homaélogo al de la proteina supresora
de tumores LUCA15 (64,3% de identidad sobre una region de 42 aminoacidos) (GenBank N° Acceso P52756) (Fig.
3). El cDNA de 84P2A9 se depositd el 5 de enero de 2000 en la American Type Culture Collection (ATCC; Manas!(|
sas, VA) como el plasmido p84P2A9-1, y se le ha asignado el N° de Acceso PTA-1151.

Las proteinas de 84P2A9 no tienen homologia con ninguna proteina conocida, pero la secuencia se solapa con
varios EST derivados de testiculos.

Ejemplo 3: Andlisis de la expresion génica de 84P2A9

La expresion de mRNA de 84P2A9 en tejidos humanos normales se analizé mediante Northern blotting de dos trans(]
ferencias de multiples tejidos (Clontech; Palo Alto, California), que comprenden un total de 16 tejidos normales
humanos diferentes, utilizando como sonda un fragmento de SSH de 84P2A9 marcado (Ejemplo 1). Las muestras de
RNA se normalizaron cuantitativamente con una sonda de B-actina. Los resultados demostraron expresion de un
transcrito de 2,4 y 4,5 kb en testiculos y préstata normales (Fig. 4).

Para analizar la expresién de 84P2A9 en lineas de tejidos de cancer de prostata se realizé un Northern blot con RNA
derivado de los xenoinjertos LAPC. Los resultados mostraron altos niveles de expresién de 84P2A9 en todos los
xenoinjertos, con los niveles méas altos detectados en LAPC-9 AD, LAPC-9 Al (Fig. 4 y 5). Estos resultados propor(]
cionan evidencias de que 84P2A9 esta regulado positivamente en el cancer de prostata.

Ademas, se detectaron altos niveles de expresion en lineas celulares de cancer de cerebro (PFSK-1, T98G), hueso
(HOS, U2-08), pulmén (CALU-1, NCI-H82, NCI-H146), y rifion (769-P, A498, CAKI-1, SW839) (Fig. 5). Se detecta’!
ron niveles de expresion moderados en varias lineas celulares de cancer de pancreas (PANC-1, BxPC-3, HPAC,
CAPAN-1), colon (SK-CO-1, CACO-2, LOVO, COLO-205), hueso (SK-ES-1, RD-ES), mama (MCF-7, MDA-MB-435s)
y testiculos (NCCIT) (Fig. 5).
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Ademas, las muestras de pacientes con cancer de prdstata mostraron expresion de 84P2A9 tanto en la parte normal
como tumoral de los tejidos de la préstata (Fig. 6). Estos resultados sugieren que 84P2A9 es un gen muy especifico
de testiculos que esta regulado positivamente en el cancer de préstata y potencialmente en otros canceres. De for[J
ma similar a los antigenos MAGE, el 84P2A9 puede calificarse como un antigeno de cancer de testiculos (Van den
Eynde y Boon, Int J Clin Lab Res. 27:81-86,1997).

La expresion de 84P2A9 en tejidos normales puede analizarse utilizando un dot blot de RNA de multiples tejidos que
contiene diferentes muestras (que representan principalmente tejidos normales asi como unas cuantas lineas celulal]
res de cancer).

Ejemplo 4: Generacién de anticuerpos policlonales de 84P2A9

Pueden obtenerse anticuerpos policlonales en un mamifero, por ejemplo, mediante una o mas inyecciones de un
agente inmunizante y, si se desea, un adyuvante. Normalmente, el agente inmunizante y/o adyuvante se inyectara
en el mamifero mediante multiples inyecciones subcutaneas o intraperitoneales. Normalmente puede disefiarse un
péptido de una regidn codificante de 84P2A9. Alternativamente el agente inmunizante puede incluir toda o parte de
la proteina 84P2A9, o proteinas de fusion de la misma. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de 84P2A9 puede
fusionarse a cualquiera de una serie de parejas de proteinas de fusidn que son bien conocidas en la materia, como
la proteina de unién a la maltosa, LacZ, tiorredoxina o una region constante de inmunoglobulina (véase, por ejemplo,
Current Protocols In Molecular Biology, Volumen 2, Unidad 16, Frederick M. Ausubul et al. eds., 1995; Linsley, P.S.,
Brady, W., Urnes, M., Grosmaire, L., Damle, N., y Ledbetter, L.(1991) J.Exp. Med. 174, 561-566). Otras de dichas
proteinas bacterianas recombinantes incluyen la glutation-S-transferasa (GST), y las proteinas de fusién de 84P2A9
con cola de HIS (que pueden purificarse utilizando la matriz de afinidad apropiada a partir de bacterias inducidas).

Puede ser util conjugar el agente inmunizante a una proteina que se sabe que es inmunogénica en el mamifero que
va a ser inmunizado. Ejemplos de tales proteinas inmunogénicas incluyen, pero no se limitan a la hemocianina de
lapa, albumina de suero, tiroglobulina bovina e inhibidor de la tripsina de soja. Ejemplos de adyuvantes que pueden
utilizarse incluyen el adyuvante completo de Freund y el adyuvante MPL-TDM (Lipido A de monofosforilo, dicorinol]
micolato de trehalosa sintética).

En un protocolo tipico, inicialmente se inmunizan los conejos por via subcutanea con alrededor de 200 ug de proteil!
na de fusion o péptido KLH mezclado con adyuvante completo de Freund. Los conejos se inyectan entonces por via
subcutanea cada dos semanas con alrededor de 200 ug de inmundgeno en adyuvante incompleto de Freund. Se
toman muestras de sangre aproximadamente a los 7-10 dias después de cada inmunizacién y se utilizan para monilJ
torizar la titulacion del antisuero mediante ELISA.

La especificidad del antisuero se prueba mediante andlisis de Western blot e inmunoprecipitacion utilizando lisados
de células modificadas genéticamente o células que expresan 84P2A9 enddgeno. Para modificar genéticamente las
células para que expresen 84P2A9, se puede clonar el cDNA de longitud completa de 84P2A9 en un vector de ex
presion que proporciona una cola de 6 His en el extremo carboxilo terminal (p)CDNA 3.1 myc-his, InVitrogen). Tras la
transfeccion de las construcciones en células 293T, los lisados celulares pueden inmunoprecipitarse y analizarse por
Western blot utilizando anticuerpos anti-His o anti-epitopo v5 (Invitrogen) y el suero anti-84P2A9 (véase, por ejem(]
plo, Fig. 11). Los sueros de los conejos inmunizados con la proteina con cola de His y con péptido, asi como los
sueros deplecionados de proteina GST y MBP se purificaron mediante su paso por una columna de afinidad com(}
puesta del inmundgeno respectivo covalentemente acoplado a la matriz Affigel (BioRad).

Ejemplo 5: Produccién de 84P2A9 recombinante en sistemas bacterianos y de mamiferos

CONSTRUCCIONES BACTERIANAS

Produccién de 84P2A9 recombinante utilizando construcciones de pGEX

Para expresar 84P2A9 en células bacterianas, se fusioné una porcion de 84P2A9 al gen de la glutation SO
transferasa (GST) mediante el clonaje en pGEX-6P-1 (Amersham Pharmacia Biotech, NJ). Todas las construcciones
se realizaron para generar secuencias de proteinas de 84P2A9 recombinantes con la GST fusionada al extremo N-
terminal y un epitopo de seis histidinas en el C-terminal. El epitopo de seis histidinas se generé afiadiendo los codol|
nes de histidina al ORF del extremo 3’ del cebador de clonaje. Un sitio de reconocimiento PreScission™ permite que

se escinda el marcaje de GST del 84P2A9. El gen de la resistencia a la ampicilina y el origen de pBR322 permiten la

seleccion y el mantenimiento del plasmido en E. coli. En esta construccion, se cloné un fragmento que contiene los
aminoacidos de 1 a 151 de 84P2A9 en pGEX-6P-1. Se pueden realizar construcciones adicionales en pGEX-6P-1

que abarcan regiones de la proteina 84P2A9 como las comprendidas entre los aminoacidos 1 a 504 y los aminoaci(’
dos 151 a 504.

Construcciones en mamiferos

Para expresar 84P2A9 recombinante en sistemas de mamiferos, el cDNA de 84P2A9 de longitud completa puede
por ejemplo, clonarse en un vector de expresion que proporciona una cola de 6 His en el extremo carboxilo (p-CDNA
3.1 myc-his, InVitrogen). Las construcciones pueden transfectarse en células 293T. Los lisados de las células 293T
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transfectadas pueden ensayarse en un Western blot con el suero policlonal anti-84P2A9 descrito en el Ejemplo 4
anterior.

Los genes de 84P2A9 pueden también subclonarse en el vector de expresion retroviral pPSRaMSVtkneo y utilizarse
para establecer lineas celulares que expresan 84P2A9 tal y como se describe a continuacion. La secuencia codifil’]
cante de 84P2A9 (desde el inicio de la traduccion ATG hasta los codones de terminacion) se amplificé mediante
PCR utilizando el molde de ds cDNA del cDNA de 84P2A9. El producto de PCR se subclon6é en pSRaMSVtkneo
mediante los sitios de restriccion del vector EcoR1 (romo) y Xba 1, y se transformé en células competentes DH5a.
Se recogieron las colonias para cribar los clones con un Unico sitio de restriccion interna en el cDNA. Los clones
positivos se confirmaron por secuenciacion del inserto de cDNA. Se pueden utilizar entonces retrovirus para infectar
y generar varias lineas celulares utilizando, por ejemplo, células NIH 3T3, TsuPr1, 293 o rat-1.

Se discuten a continuacion los sistemas especificos de mamifero.

Produccién de 84P2A9 recombinante utilizando construcciones en pcDNA3.1/ V5-His-TOPO

Para expresar 84P2A9 en células de mamifero, se clonoé el ORF de 1512 pb (504 aminoacidos) de 84P2A9 junto con
la secuencia consenso de inicio de traducciéon perfecto Kozak en pcDNA3.1/V5-His-TOPO (Invitrogen, Carlsbad,
CA). La expresion de proteinas se realiz6 a partir del promotor de citomegalovirus (CMV). La proteina recombinante
posee el epitopo V5 y seis histidinas fusionadas al C-terminal. El vector pcDNA3.1 /V5-His-TOPO también contiene
la sefial de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovino (BGH) y la secuencia de terminacion de la trans(]
cripcion para aumentar la estabilidad del mRNA junto con el origen de SV40 para la replicacion episémica y el rescal’
te simple del vector en las lineas celulares que expresan el antigeno T grande. El gen de la resistencia a la neomicilJ
na permite la seleccion de células de mamiferos que expresan la proteina y el gen de resistencia a la ampicilina y el
origen ColE1 permiten la seleccién y mantenimiento del plasmido en E. coli.

Construcciones pSRa

Para generar lineas celulares de mamiferos que expresan 84P2A9 de forma constitutiva, se cloné el ORF de 1551

pb (517 aminoacidos) en construcciones pSRa. Se generaron retrovirus anfotropicos y ecotrdpicos por transfeccion

de construcciones pSRa en la linea de empaquetamiento 293T-10A1 o por cotransfeccién de pSRa y un plasmido
ayudante (@) en células 293, respectivamente. El retrovius puede utilizarse para infectar una serie de lineas celulall
res de mamifero, con el resultado de la integracion del gen clonado, 84P2A9, en las lineas celulares huésped. La

expresion de proteina esta dirigida por una repeticion terminal larga (RTL). El gen de la resistencia a la neomicina

permite la seleccién de células de mamiferos que expresan la proteina y el gen de resistencia a la ampicilina y el

origen ColE1 permiten la seleccion y mantenimiento del plasmido en E. coli. Se han obtenido construcciones adiciol
nales de pSRa para producir ambas proteinas de fusion GFP y myc/6 HIS en los extremos N-terminal y C-terminal

de la proteina 84P2A9 de longitud completa.

Ejemplo 6: Produccion de 84P2A9 recombinante en un sistema de baculovirus

Para generar una proteina recombinante de 84P2A9 en un sistema de expresion de baculovirus, se cloné el cDNA
de 84P2A9 en el vector de transferencia de baculovirus pBlueBac 4.5 (Invitrogen), que proporciona una cola de His
en el extremo N-terminal. Especificamente, pBlueBac-84P2A9 se co-transfectd con el plasmido ayudante pBac-N-
Blue (Invitrogen) en células de insecto SF9 (Spodoptera frugiperda) para generar baculovirus recombinantes (véase
manual de instrucciones de Invitrogen para mas detalles). El baculovirus se extrajo entonces del sobrenadante celull
lar y se purific6 mediante ensayo en placa.

La proteina recombinante de 84P2A9 se generd entonces mediante la infeccion de células de insecto HighFive (InVil]
trogen) con el baculovirus purificado. La proteina recombinante de 84P2A9 puede detectarse utilizando anticuerpos
anti-84P2A9. La proteina 84P2A9 puede purificarse y utilizarse en varios ensayos basados en células o utilizarse
como inmundégeno para generar anticuerpos policlonales y monoclonales especificos anti-84P2A9.

Ejemplo 7: Mapeo cromosémico del gen 84P2A9

La localizacion cromosémica de 84P2A9 se determind utilizando el panel de hibridos de radiacion GeneBridge4
(Walter et al., 1994, Nat. Genetics 7:22) (Research Genetics, Huntsville Al). Se utilizaron los siguientes cebadores de
PCR para localizar el 84P2A9:

84P2A9.1 gacttcactgatgcgatggtaggt (Id. de Sec. N°: 17)
84P2A9.2 gtcaatactttccgatgctttget (Id. de Sec. N°: 18)

El vector de mapeo resultante para los 93 DNA del panel de hibridos de radiacion fue:
000010001100101100100000110001001001000010001010011000100000001001001001010000000100000010000
. Este vector y el programa de mapeo que esta en http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/contig/rhmapper.pl situé el
84P2A9 en la localizacién cromosdémica 1932.3 (D1S1602-D1S217).

Ejemplo 8: Identificacion de rutas potenciales de transduccidn de sefales
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Para determinar si el 84P2A9 activa directa o indirectamente las rutas de transduccion de sefiales en células, se
llevaron a cabo ensayos de marcadores transcripcionales basados en la luciferasa (luc) en células que expresan
84P2A9. Estos marcadores transcripcionales contienen sitios de unidén consenso para factores de transcripcion col
nocidos que discurren corriente abajo de las rutas de transduccién de sefales. Los marcadores y ejemplos de los
factores de transcripcion asociados, rutas de transduccion de sefiales, y estimulos de activacién se enumeran a
continuacion.

1. NFkB-luc, NFkB/Rel; quinasa lk/ SAPK; crecimiento/ apoptosis/ estrés

2. SRE-luc, SRF/ TCF/ ELK1; MAPK/ SAPK; crecimiento/ diferenciacion

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

4. ARE-luc, receptor de andrégenos; esteroides/ MAPK; crecimiento/ diferenciacion/ apoptosis
5. p53-luc, p53; SAPK; crecimiento/ diferenciacion/ apoptosis

6. CRE-luc, CREB/ ATF2; PKA/ p38; crecimiento/ apoptosis/ estrés

Los efectos mediados por 84P2A9 se pueden ensayar en células que muestran expresion del mRNA. Los plasmidos
con marcador luciferasa pueden introducirse mediante transfeccion mediada por lipidos (TFX-50, Promega). La
actividad luciferasa, un indicador de la actividad transcripcional relativa, se mide mediante la incubacién de los ex[]
tractos celulares con el sustrato luciferina y se monitoriza la luminiscencia de la reaccion en un luminémetro.

Ejemplo 9: Generacién de anticuerpos monoclonales de 84P2A9

Para generar MADb dirigidos contra 84P2A9, normalmente se inmunizan ratones Balb C por via intraperitoneal con
alrededor de 10-50 ug de proteina inmunogénica mezclada con adyuvante completo de Freund. Las proteinas inmulJ
nogénicas incluyen proteinas recombinantes de 84P2A9 producidas en bacterias y baculovirus, y proteinas de fusion
de Fc de IgG humano expresadas en mamiferos. Los ratones se inmunizan posteriormente cada 2-4 semanas con
10-50 pg de antigeno mezclado con adyuvante incompleto de Freund. Alternativamente, se utiliza adyuvante de Ribi
para las inmunizaciones iniciales. Ademas, se utiliza un protocolo de inmunizacion basado en DNA que utiliza un
vector de expresién de mamifero como el pCDNA 3.1, que codifica el cDNA de 84P2A9 solo o como fusion con un
Fc de IgG, para inmunizar ratones mediante la inyeccion directa del DNA del plasmido. Este protocolo se utiliza solo
y en combinacién con proteinas inmunogénicas. Se toman muestras de sangre cada 7-10 dias después de la inmul]
nizacién para monitorizar la titulacion y especificidad de la respuesta inmune. Una vez obtenidos una reactividad y
especificidad apropiadas determinadas mediante analisis de ELISA, Western blot e inmunoprecipitacién, se lleva a
cabo la fusién y generacion de hibridomas mediante los procedimientos establecidos que son bien conocidos en la
materia (Harlow y Lane, 1988).

En un protocolo especifico tipico, se sintetiza una proteina de fusiéon de glutation-S-transferasa (GST) abarcando
una proteina de 84P2A9 y se utiliza como inmunogéno. Los ratones Balb C se inmunizaron inicialmente por via in(
traperitoneal con 10-50 ug de la proteina de fusién GST-84P2A9 mezclada en adyuvante completo de Freund. Los
ratones se inmunizaron posteriormente cada 2 semanas con 10-50 ug de proteina GST-84P2A9 mezclada en adyul]
vante incompleto Freund con un total de 3 inmunizaciones. La reactividad del suero de los ratones inmunizados a la
proteina 84P2A9 de longitud completa se monitorizd6 mediante ELISA utilizando una preparacién parcialmente purifi(]
cada de proteina 84P2A9 con una cola de HIS expresada a partir de células 293T (Ejemplo 5). Los ratones que
mostraron la reactividad mas fuerte se dejaron descansar durante 3 semanas, se les administré una inyeccion final
de proteina de fusién en PBS y se sacrificaron 4 dias después. Se extrajeron los bazos de los ratones sacrificados y
se fusionaron con células de mieloma SPO/2 utilizando procedimientos estandar (Harlow y Lane, 1988). Los sobre(]
nadantes de los pocillos de crecimiento después de la seleccion con HAT, se cribaron mediante ELISA y Western
blot para identificar los clones productores de anticuerpos especificos de 84P2A9.

La afinidad de unidn de un anticuerpo monoclonal de 84P2A9 se puede determinar utilizando tecnologia estandar.
Las mediciones de afinidad cuantifican la fuerza del anticuerpo en su unién a epitopos y puede utilizarse para ayudar
a definir qué anticuerpos monoclonales de 84P2A9 son preferibles para su uso diagnéstico o terapéutico. El sistema
BlAcore (Uppsala, Suecia) es un método preferible para determinar la afinidad de unién. El sistema BlAcore utiliza la
resonancia de plasmoén en superficie (RPS, Welford K. 1991, Opt. Quant. Elect. 23:1; Morton y Myszka, 1998, Met[]
hods in Enzymology 295:268) para monitorizar las interacciones biomoleculares a tiempo real. El analisis BlAcore
genera de forma adecuada las constantes de la tasa de asociacion, constantes de la tasa de disociacion, constantes
de disociacion de equilibrio y constantes de afinidad.

Ejemplo 10: Ensayos in vitro de la funcién de 84P2A9

La expresion de 84P2A9 en cancer de prostata proporciona evidencia de que este gen posee un papel funcional en
la progresion tumoral. Es posible que 84P2A9 funcione como factor de transcripcion involucrado en la activacion de
genes que participan en la tumorogénesis o en la represion de genes que bloquean la tumorogénesis. La funcion de
84P2A9 puede evaluarse en células de mamiferos utilizando aproximaciones in vitro. Para la expresién en mamifel
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ros, el 84P2A9 puede clonarse en diferentes vectores apropiados, como pcDNA 3.1 myc-His-tag (Ejemplo 5) y el
vector retroviral pSRJtkneo (Muller et al., 1991, MCB 11:1785). Utilizando dichos vectores de expresion, el 84P2A9
puede expresarse en diferentes lineas celulares, como NIH 3T3, rat-1, TsuPr1 y 293T. La expresion de 84P2A9
puede monitorizarse utilizando anticuerpos anti-84P2A9 (véanse los Ejemplos 4 y 9).

Las lineas celulares de mamiferos que expresan 84P2A9 pueden analizarse en varios ensayos in vitro e in vivo,
como proliferacion celular en cultivo de tejidos, activacion de sefiales apoptoéticas, formacion de tumores en ratones
SCID, e invasion in vitro utilizando un sistema de cultivo de invasiéon de membrana (SCIM) (Welch et al., Int. J. Can[]
cer 43:449-457). El fenotipo de las células con 84P2A9 se compara con el fenotipo de las células que carecen de
expresion de 84P2A9. El efecto transcripcional de 84P2A9 puede analizarse evaluando el efecto de 84P2A9 sobre la
expresion génica utilizando chips de genes (Clontech) y ensayos de marcadores transcripcionales (Stratagene).

En las lineas celulares que expresan la 84P2A9 pueden también analizarse la alteracion de las propiedades invasil
vas y migratorias midiendo el paso de las células a través de una cdmara con una membrana porosa cubierta de
matrigel (Becton Dickinson). El paso de las células a través de la membrana al lado opuesto se monitoriza utilizando
un ensayo de fluorescencia (Becton Dickinson Technical Bulletin N° 428) utilizando células indicadoras marcadas
con calceina-Am (Molecular Probes). Las lineas celulares analizadas incluyen las células PC3, NIH 3T3 y LNCaP
parentales y que sobreexpresan 84P2A9. Para determinar si las células que expresan 84P2A9 poseen propiedades
quimioatrayentes, se monitoriza si las células indicadoras pasan a través del poro de la membrana hacia un gradien(]
te de medio acondicionado con 84P2A9 en comparacion con un medio control. Este ensayo puede también utilizarse
para cualificar y cuantificar la neutralizacion especifica del efecto inducido por 84P2A9 con composiciones terapéuti
cas candidatas contra el cancer.

La funciéon de 84P2A9 puede evaluarse utilizando tecnologia de RNA antisentido acoplado a varios ensayos funciol
nales descritos antes, por ejemplo crecimiento, invasion y migracion. Los oligonucledtidos de RNA antisentido puel]
den introducirse en células que expresan 84P2A9, evitando de esta manera la expresion de 84P2A9. En las células
control y las que contienen el RNA antisentido puede analizarse su potencial de proliferacion, invasion, migracion,
apoptético y transcripcional. Se puede valorar el efecto local asi como el sistémico de la pérdida de expresion de
84P2A9.

Ejemplo 11: Ensayo in vivo parala promocién del crecimiento tumoral de 84P2A.9

El efecto de la proteina 84P2A9 sobre el crecimiento celular tumoral puede evaluarse in vivo mediante la sobreex(]
presion génica en ratones portadores de tumores. Por ejemplo, pueden inyectarse en ratones SCID por via subcutal]
nea, en cada flanco, 1 x 10° células de PC3, TSUPR1 o DU145 que contienen el vector tkNeo vacio o con 84P2A9.

Se pueden utilizar al menos dos estrategias: (1) la expresion constitutiva de 84P2A9 bajo la regulacion de un promo(]
tor, como un promotor constitutivo obtenido de los genomas de virus como el virus del polioma, virus de la viruela

aviar (UK 2.211.504 publicado el 5 de julio de 1989), adenovirus (como el Adenovirus 2), virus del papiloma bovino,

virus del sarcoma aviar, citomegalovirus, un retrovirus, virus de la hepatitis-B y virus de simio 40 (SV40), o a partir de
promotores heterélogos de mamiferos, por ejemplo, el promotor de la actina o un promotor de inmunoglobulina,

siempre que dichos promotores sean compatibles con los sistemas de células huésped, y (2) expresion regulada
bajo control de un sistema de vector inducible, como la ecdysona, tet, etc., siempre que dichos promotores sean

compatibles con los sistemas de células huésped. El volumen tumoral se monitoriza entonces tras la aparicion de
tumores palpables y se siguen a lo largo del tiempo para determinar si las células que expresan 84P2A9 crecen a
una tasa de velocidad superior y si los tumores producidos por las células que expresan 84P2A9 demuestran caracl]
teristicas de agresividad alteradas (por ejemplo aumento de metastasis, vascularizacion, reduccion de la respuesta a

farmacos quimioterapéuticos). Ademas, a los ratones se les puede implantar por via ortotépica 1 x 10° de las mis!

mas células para determinar si la 84P2A9 posee un efecto sobre el crecimiento local en la préstata o sobre la capall
cidad de las células para metastatizar, especificamente en los pulmones, nédulos linfaticos y médula ésea.

El ensayo es también util para determinar el efecto inhibitorio sobre 84P2A9 de composiciones terapéuticas candidall
tas, como por ejemplo, intracuerpos 84P2A9, moléculas antisentido de 84P2A9 y ribozimas.

Ejemplo 12: Andlisis de Western de la expresion de 84P2A9 en Fracciones Subcelulares

El analisis de la secuencia de 84P2A9 reveld la presencia de sefales de localizacién nuclear. La localizacion celular
de 84P2A9 puede evaluarse utilizando técnicas de fraccionamiento subcelular ampliamente utilizadas en biologia
celular (Storrie B, et al. Methods Enzymol. 1990; 182:203-25). Las lineas celulares de préstata o testiculos pueden
separarse en fracciones nucleares, citosdlicas y de membrana. La expresion de 84P2A9 en las diferentes fracciones
puede valorarse utilizando técnicas de Western blot.

Alternativamente, para determinar la localizaciéon subcelular de 84P2A9, las células 293T pueden transfectarse con
un vector de expresion que codifica para 84P2A9 con cola de HIS (pCDNA 3.1 MYC/HIS, Invitrogen). Las células
transfectadas pueden separase y someterse a un protocolo de fraccionamiento subcelular diferencial tal como se ha
descrito previamente (Pemberton, P.A. et al, 1997, J of Histochemistry and Cytochemistry, 45:1697-1706.) Este
protocolo separa la célula en fracciones enriquecidas de nucleo, membranas pesadas (lisosomal, peroxisomal y
mitocondrial), membranas ligeras (membrana plasmatica y reticulo endoplasmatico), y proteinas solubles.
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A lo largo de esta solicitud, se hace referencia a varias publicaciones (entre paréntesis, por ejemplo).

El ambito de la presente invenciéon no ha de limitarse a las realizaciones divulgadas aqui, que tienen la intencion de
ser simples ilustraciones de aspectos individuales de la invencion, y todas las que sean funcionalmente equivalentes
quedan dentro del ambito de la invencion. Diversas modificaciones de los modelos y métodos de la invencion,
ademas de aquellas descritas aqui, resultardn obvias para los expertos en la materia a partir de la descripcion y
ensefanzas anteriores, y se pretende asimismo que pertenezcan al ambito de la invencion. Dichas modificaciones u
otras realizaciones pueden ponerse en practica sin alejarse del verdadero ambito y espiritu de la invencion.

TABLAS
TABLA 1: Prediccion de la union de péptidos de las proteinas de 84P2A9 a las moléculas HLA-A2 de MHC de clase |
humanas

Rango Posicion Listado de residuos de la subsecuen- | Puntuacion (Estimacion de la vida me-

inicial cia dia de disociacion)

1 300 SILTGSFPL (Id. de Sec. N°: 19) 63,04

2 449 RMLQNMGWT (Id. de Sec. N°: 20) 33,75

3 4 LVHDLVSAL (Id. de Sec. N°: 21) 29,97

4 238 SLSSTDAGL (Id. de Sec. N°: 22) 21,36

5 198 KIQDEGWL (Id. de Sec. N°: 23) 17,28

6 433 FVGENAQPI (Id. de Sec. N°: 24) 17,22

7 301 ILTGSFPLM (Id. de Sec. N°: 25) 16,05

8 218 KMECEEQKY (Id. de Sec. N°: 26) 11,25

9 480 KGLGLGFPL (Id. de Sec. N°: 27) 10,47

10 461 GLGRDGKGI (Id. de Sec. N°: 28) 10,43

Las TABLAS 3-16 proporcionan un analisis adicional de la prediccion de la unién de péptidos a partir de proteinas de
84P2A9 a varias moléculas de HLA.
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TABLA 2: MATRIZ DE SUSTITUCION DE AMINOACIDOS. Adaptado de la matriz de sustitucién de aminoéacidos
(matriz de sustitucion de bloque) BLOSUM62 del programa del GCG 9,0. Cuanto mas alto sea un valor, mas proball
bilidad de encontrar una sustitucion en proteinas naturales relacionadas.

AACDETF G H I K L M N P QR S8 T V W Y
4 0 - - 20 -2 1 -1 -1 -1 -2 -1 -1 -1 1 0 0 -3 -2 A
2 1
9 - - 2 3 4 1 3 4 4 3 -3 B8 8 4 4 a4 2 2 ¢
3 4
6 2 -3 -1 1 3 - 3 1 1 0 2 0 -1 -3 4 3
5

[ ]
r
L]
o
[=1
I
1
F'
ro
{ECHOU:UD'UZEPK_IG)TII'HU

5 TABLA 3A

Resultados de busqueda de motivos de los péptidos de HLA

Parametros de usuario e informacion de la puntuacion

método seleccionado para limitar el nimero de resultados numero exacto
numero de resultados buscados 30

tipo de molécula HLA seleccionado A1l

longitud seleccionada para subsecuencias a puntuar 9

modo de eco seleccionado para la secuencia de entrada Y

formato de eco lineas numeradas
numero de puntuaciones de subsecuencias calculadas 496

numero de subsecuencias de maxima puntuaciéon mostradas en la tabla de | 30

puntuacién de salida

TABLA 3B

Resultados de la puntuacioén

Rango Posicién Listado de residuos de la subsecuen- | Puntuacion (Estimacién de la vida me-
inicial cia dia de disociacion de una molécula que
contiene esta subsecuencia)

1 71 SLEEPSKDY 45,000
2 469 ISEPIQAMQ 27,000
3 283 KEDPTELDK 25,000
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4 15 SSEQARGGF 13,500
5 23 FAETGDHSR 9,000
6 441 ILENNIGNR 9,000
7 241 STDAGLFTN 6,250
8 872 LEEPSKDYR 4,500
233 ESDSSSLSS 3,750
10 92 DSDDQMLVA 3,750
11 157 MTQPPEGCR 2,500
12 413 TGDIKRRRK 2,500
13 256 DDEQSDWRY 2,250
14 373 RTEHDQHQL 2,250
15 309 MSHPSRRGF 1,500
16 207 ESEETNQTN 1,350
17 231 MSESDSSSL 1,350
18 64 LSECSDSSL 1,350
19 456 WTPGSGLGR 1,250
20 375 EHDQHQLLR 1,250
21 293 VPDPVFES1 1,250
22 93 SDDQMLVAK 1,000
23 494 ATTTPNAGK 1,000
24 208 SEETNQTNK 0,900
25 205 VLESEETNQ 0,900
26 79 0,900
27 11 ALEESSEQA 0,900
28 226 VSDELMSES 0,750
29 31 RSISCPLKR 0,750
30 90 HSDSDDQML 0,750
Secuencia peptidica del usuario sometida a eco (longitud = 504 residuos)
1 MZELVHDLVS ALEESSEQAR GGFRETGDHS RSISCPLKRQ ARKRRGRKRR
51 SYNVHHPWET GHCLSEGSDS SLEEPSKDYR ENHNNNKKDH SDSDDQMLVA
101 KRRPSSNLNN NVRGKRPLWH ESDFAVDNVG NRTLRRRRAV KRMAVDLPQD
151 ISHERTMTQP PEGCRODQDMD SDRAYQYQEF THKNKVEKRKL KIIRQGPKRIQ
201 DEGVVLESEE THNQTNKDKME CEEQKVSDEL MSESDSSSLS STDAGLFTND
251 EGRQGDDEQS DWFYEKESGG ACGITGVVPW WEKEDPTELD KNVPDPVFES
jcl ILTGSFPLMS HPSRRGEQAR LSRLHGMSSK NIKKSGGTPT SMVPIPGPVG
3s1 NXRMVHFSPD SHHHDHWFSP GARTEHDQHQ LLEDNRAERG HEKNCSVRATA
401 SAQTSMHLGS LCTGDIKRRR KAAPLPGPTT AGFVGENAQP ILENNIGMEM
;gi. 'Egg:rsm‘?l;s GLGRDGKGIS EPIQAMQRPK GLGLGFPLPK STSATTTENA
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Resultados de busqueda de motivos de péptidos de HLA

Parametros de usuario e informacion de la puntuacién

método seleccionado para limitar el nUmero de resultados

numero explicito

numero de resultados buscados 30
tipo de molécula HLA seleccionado A1
longitud seleccionada para subsecuencias a puntuar 10
modo de eco seleccionado para la secuencia de entrada Y

formato de eco

lineas numeradas

longitud de la secuencia del péptido de entrada del usuario

504

numero de puntuaciones de subsecuencias calculadas

495

numero de subsecuencias de maxima puntuaciéon mostradas en la tabla de | Tabla 30

puntuacién de salida

TABLA 4B

Resultados de la puntuacién

Rango Posicion Listado de residuos de la subsecuen- | Puntuacién (Estimacién de la vida me-

inicial cia dia de disociacién de una molécula que
contiene esta subsecuencia)

1 469 ISEPIQAMQR 675,000

2 92 DSDDgMLVAK 30,000

3 207 ESEEtNQTNK 27,000

4 168 DMDSdRAYQY 25,000

5 11 ALEESSEQAR 9,000

6 71 SLEEpSKDYR 9,000

7 282 EKEDpTELDK 4,500

8 166 DQDMdSDRAY 3,750

9 90 HSDSdDQMLV 3,750

10 177 YQEFtKNKVK 2,700

11 144 AVDLpQDISN 2,500

12 373 RTEHdQHQLL 2,250

13 33 ISCPIKRQAR 1,500

14 231 MSESdSSSLS 1,350

15 15 SSEQaRGGFA 1,350

16 254 QGDDeQSDWF 1,250

17 255 GDDEgSDWFY 1,250

18 293 VPDPVFESIL 1,250
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19 173 RAYQyQEFTK 1,000
20 481 GLGLgFPLPK 1,000
21 205 VLESeETNQT 0,900
22 79 YRENhNNNKK 0,900
23 441 ILENNIGNRM 0,900
24 23 FAETgDHSRS 0,900
25 121 ESDFaVDNVG 0,750
26 233 0,750
27 409 GSLCtGDIKR 0,750
28 259 QSDWfYEKES 0,750
29 70 SSLEePSKDY 0,750
30 67 GSDSsLEEPS 0,750

Secuencia peptidica del usuario sometida a eco (longitud = 504 residuos)

1 WTELVHDLVS ALEESSEQAR GGFAETGDHS RSISCPLERD ARKRAGRKAR
51 SYNVHHPWET GHCLSEGSDS SLEEPSKDYR ENHNNNKKDH SDSDDOMLVA
101 KRRPSSNLNN NVREGKRPLWH ESDFAVDNVG NRTLRRRREV KRMAVDLPQD
151 TSHERTMTQP PEGCRDOQDMD SDRAYQYQEF THNKVEKRKL KIIRQGPKIQ
201 DEGVVLESEE TNQTMKDKME CEEQKVSDEL MSESDSSSLS STDAGLFTMD
251 EGROGDDEQS DWEYEKESGG ACGITGVVPW WEKEDPTELD KNVPDPVFES
Jel ILTGSFPLMS HPSRRGEQAR LSRLHGMSSK NIKKSGGTPT SMVPIBGPVG
351 NEBMVHFSPD SHHHDHWFSP GARTEHDQHQ LLEDNRAERG HEKKNCSVRTA
401 SAQTSMHLGS LCTGDIKRRR KAAPLPGPTT AGFVGEMNAQP ILENNIGNHM
451 LONMGWTPGS GLGRDGKGIS EPIQAMQRPK GLGLGEPLPK STSATTTENA
q01 CGKSA

TABLA 5A

Resultados de busqueda de motivos de péptidos de HLA

Parametros de usuario e informacién de la puntuacion

método seleccionado para limitar el nimero de resultados

numero explicito

numero de resultados buscados 30

tipo de molécula HLA seleccionado A_ 0201
longitud seleccionada para subsecuencias a puntuar 9
modo de eco seleccionado para la secuencia de entrada Y

formato de eco

lineas numeradas

longitud de la secuencia del péptido de entrada del usuario 504
numero de puntuaciones de subsecuencias calculadas 496
numero de subsecuencias de maxima puntuacion mostradas en la tabla de | 30

puntuacioén de salida
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Resultados de la puntuacién

Rango Posicién Listado de residuos de la subsecuen- | Puntuacion (Estimacién de la vida me-
inicial cia dia de disociacién de una molécula que
contiene esta subsecuencia)

1 300 SILTGSFPL 63,035
2 449 RMLQNMGWT 32,748
3 4 LVHDLVSAL 29,965
4 238 SLSSTDAGL 21,362
5 198 KIQDEGVVL 17,282
6 433 FVGENAQPI 17,217
7 301 ILTGSEELM 16,047
8 218 KMECEEQKV 11,252
9 480 KGLGLGFPL 10,474
10 461 GLGRDGKGI 10,433
11 341 SMVPIPGPV 6,530
12 468 GISEPIQAM 6,442
13 405 SMHLGSLCT 5,382
14 191 KIIRQCPKI 5,021
15 117 PLWHESDFA 2,445
16 177 YQEFTKNKV 2,076
17 454 MGWTPGSGL 1,968
18 156 TMTQPPEGC 1,758
19 374 TEHDQHQLL 1,703
20 52 YNVHHPWET 1,678
21 474 QAMQRPKGL 1,098
22 240 SSTDAGLFT 1,097
23 438 AQPILENNI 1,058
24 269 GGACGITGV 1,044
25 143 MAVDLFQDI 1,010
26 206 LESEETNOT 1,010
27 173 RAYQYQEFT 0,893
28 3 ELVHDLVSA 0,857
29 132 RTLRRRRKV 0,715
30 266 KESGGACGI 0,710

Secuencia peptidica del usuario sometida a eco (longitud = 504 residuos)
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1 MEELVHOLVS ALEESSEQAR GGFAETGDHS RSISCPLEKRQ ARKRRGRKRR
51 SYNVHHPWET GHCLSEGSDS SLEEPSKDYR ENHNNNKKDH SDSDDOMLVA
101 KRRPSSNLNN NVRGKRPLWH ESDFAVDNVG NRTLRRRRKV KRMAVNLPQD
151 ISNKATMTOP PEGCRUQDMD SDRAYQYQEF THENKVEKRKL KIIRQGPKIOQ
201 DEGVVLESEE TNQTNKDKME CEEQKVSDEL MSESDSSSLS STDAGLETHND
231 EGRQGDDEQS DWFYEKESGG ACGITGVVPW WEKEDPTELD KNVPDPVFES
301 ILTGSEFPLMS HPSRAGFQAR LSRLHGMSSK NIKKSGGTPT SMVPIPGEVG
351 NKRMYHESPD SHHHDHWESP GARTEADQHQ LLRDNRAERG HKKMCSVRIA
401 SRQTSMHLGS LCTGDIKRRR KAAPLPGPTT AGFVGENAQP ILENNIGNRM
451 LONMGWTPGS GLGRDGKGIS EPIQAMORPK GLGLGFPLPK STSATTTPHA
501 GKSA

TABLA 6A

Resultados de busqueda de motivos de péptidos de HLA

Parametros de usuario e informacion de la puntuacién

método seleccionado para limitar el nimero de resultados numero explicito

numero de resultados buscados 30

tipo de molécula HLA seleccionado A_0201
longitud seleccionada para subsecuencias a puntuar 10
modo de eco seleccionado para la secuencia de entrada Y

formato de eco lineas numeradas

longitud de la secuencia del péptido de entrada del usuario 504
numero de puntuaciones de subsecuencias calculadas 495
numero de subsecuencias de maxima puntuacion mostradas en la tabla de | 30

puntuacién de salida

TABLA 6B

Resultados de la puntuacién

Rango Posicion Listado de residuos de la subsecuen- | Puntuacién (Estimaciéon de la vida me-

inicial cia dia de disociacién de una molécula que
contiene esta subsecuencia)

1 230 LMSEsDSSSL 107,536

2 63 CLSEgSDSSL 87,586

3 117 PLWHESDFAV 73,661

4 453 NMGWPGSGL 15,428

5 475 AMQRpKGLGL 15,428

6 433 FVGENAQPIL 14,454

7 323 RLHGmMSSKNI 10,433

8 142 RMAVdLPQDI 7,535

9 483 GLGFpLPKST 7,452

10 300 SILTGSFPLM 4,802
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11 3 ELVHALVSAL 3,685
12 473 IQAMgRPKGL 3,682
13 202 NVPDPVFESI 3,485
14 124 FAVDnVGNRT 1,952
15 334 KSGGPTSMV 1,589
16 445 NIGNrMLQNM 1,571
17 315 RGFQaRLSRL 1,187
18 268 SGGACGITGV 1,044
19 288 ELDKnVPDPV 1,022
20 486 FPLPKSTSAT 0,828
21 205 VLESeETNQT 0,811
22 402 RQTSmHLGSL 0,648
23 425 LPGPtTAGFV 0,552
24 441 ILENNIGNRM 0,541
25 237 SSLSsTDAGL 0,516
26 10 SALEeSSEQA 0,513
27 212 NOTNKDKMEC 0,504
28 301 ILTGsFPLMS 0,481
29 239 LSSTDAGLFT 0,455
30 103 RPSSNLNNNV 0,454

Secuencia peptidica del usuario sometida a eco (longitud = 504 residuos)

1 MEELVHDLVS ALEESSEQAR GGFAETGDHS RSISCPLKRQ ARKRRGRERR
51 SYNVHHPWET GHCLSEGSDS SLEEPSKDYR ENHNNNKKDH SDSDDQMLVA
101 KROPSSNLNN NVRCHKRPLWH ESDFAVDNVG NRTLRRRRKV KRMAVDLEQD
151 [SNXRTMTQP PEGCRDQDMD SDRAYQYQEF TKNKVKKRKL KIIRQGFKIQ
201 DEGVVLESEE TNQTNKDKME CEEQKVSDEL MSESDSSSLS STOAGLFTND
251 EGRQGDODEQS DWFYEKESGG ACGITGVVPW WEKEDPTELD KNVPDFVEES
01 ILTGSFPLMS HPSRRGFQAR LSRLHGMSSK NIKKSGGTPT SMVPIPGFVG
351 NXRMVHESPD SHHHDHWESP: GARTEHDQHQ LLRONRAERG HKKNCSVRTA
401 SRQTSMHLGS LCTGDIKARR KAAPLPGPTT AGFVGENAQP ILENNIGNRM
451 LONMGWTPGS GLGRDGHGIS EPIQAMDRPK GLGLGFPLPK STSATTTPNA
501 GKSA

TABLA 7A

Resultados de busqueda de motivos de péptidos de HLA

Parametros de usuario e informacion de la puntuacion

método seleccionado para limitar el nimero de resultados

numero explicito

numero de resultados buscados

30

tipo de molécula HLA seleccionado

A3
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longitud seleccionada para subsecuencias a puntuar

9

modo de eco seleccionado para la secuencia de entrada

Y

formato de eco

lineas numeradas

longitud de la secuencia del péptido de entrada del usuario

504

numero de puntuaciones de subsecuencias calculadas

496

numero de subsecuencias de maxima puntuacion mostradas en la tabla de | 30
puntuacién de salida

TABLA 7B

Resultados de la puntuacién

Rango Posicion Listado de residuos de la subsecuen- | Puntuacién (Estimaciéon de la vida me-
inicial cia dia de disociacién de una molécula que
contiene esta subsecuencia)
1 326 GMSSKNIKK 120,000
2 245 GLFTKDEGR 60,000
3 133 TLRRRRKVK 10,000
4 146 DLPQDISNK 9,000
5 410 SLCTGDIKR 8,000
6 107 NLNNNVRGK 6,000
7 258 EQSDWFYEK 4,860
8 71 SLEEPSKDY 4,500
381 LLRDNRAER 4,000
10 441 ILENLNIGNR 1,800
11 494 ATTTPNAGK 1,500
12 301 ILTGSFPLM 0,900
13 461 GLGRDGKGI 0,900
14 128 NVGNRTLRR 0,800
15 238 SLSSTDAGL 0,600
16 307 PLMSHPSRR 0,600
17 456 WTPGSGLGR 0,600
18 218 KMECEEQKV 0,600
19 283 KEDPTELDK 0,540
20 409 GSLCTGDIK 0,450
21 273 GITGVVPWW 0,405
22 344 PIPGPVGNK 0,405
23 184 KVKKRKLKI 0,360
24 156 TMTOPPEGC 0,300
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25 11 ALEESSEQA 0,300
26 180 FTKNKVKKR 0,300
27 35 CPLKRQARK 0,300
28 459 GSGLGRDGK 0,300
29 191 KIIRQGPKI 0,270
30 483 GLGFPLPKS 0,210

Secuencia peptidica del usuario sometida a eco (longitud = 504 residuos)

1 MEELVHDLVS ALEEZSSEQAR GGFAETGDHS HSISCPLKRQ ARKRRGRKRR
51 SYNVHHPWET GHCLSEGSDS SLEEPSKDYR ENHMNNKKDH SDSDDOMLVA
101 KRADPSSNLNM NVRGKRPLWH ESDFAVDNVG NRTLRARRKV KRMAVDLEQD
151 ISNKRTMTQP PEGCHRDQDML SDRAYQYQEF THENKVKKRKL KiIRQGPKIQ
201 DEGYVLESEE THQTNKDKME CEEQKVSDEL MSESDSSS5LS STDAGLETND
251 EGRQGDDEQS DWFYZKESGG ACGITGVVPW WEKEDPTELD KNVPDPVFES
ol ILTGSFPLMS HPSRRAGFOAR LSRLHGMSSK NIKKSGGTPT SMVPIPGPVG
151 NXAMVHYFSPD SHHHDHWFSP GARTEHDQHQ LLRONRAERG HKKNCSVRTA
401 SROTEMHLGS LCTGDIKRRR KAAPLPGPTT NGEVGENAQP ILENNIGNRM
151 LONMGATPGS GLGRDGKGIS EPIQAMQRPK GLGLGFPLPK STSATTTPNA
501 GKSA

TABLA 8A

Resultados de busqueda de motivos de péptidos de HLA

Parametros de usuario e informacion de la puntuacion

método seleccionado para limitar el numero de resultados

numero explicito

numero de resultados buscados 30
tipo de molécula HLA seleccionado A3
longitud seleccionada para subsecuencias a puntuar 10
modo de eco seleccionado para la secuencia de entrada Y

formato de eco

lineas numeradas

longitud de la secuencia del péptido de entrada del usuario

504

numero de puntuaciones de subsecuencias calculadas

495

numero de subsecuencias de maxima puntuacién mostradas en la tabla de | 30
puntuacién de salida

TABLA 8B

Resultados de la puntuacién

Rango Posicién Listado de residuos de la subsecuen- | Puntuacion (Estimacién de la vida me-
inicial cia dia de disociacién de una molécula que
contiene esta subsecuencia)
1 481 GLGLgFPLPK 360,000
2 189 KLKIIRQGPK 18,000
3 71 SLEEpSKDYR 6,000
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4 11 ALEEsSSEQAR 6,000
5 380 QLLRDNRAER 6,000
6 175 YQYQeFTKNK 4,500
7 274 ITGVWPWWEK 4,500
8 133 TLRRrRKVKR 4,000

168 DMDSdRAYQY 3,600
10 173 RAYQyQEFTK 3,000
1" 410 SLCTgDIKRR 3,000
12 156 TMTQpPEGCR 1,800
13 146 DLPQdISNKR 1,800
14 107 NLNNnVRGKR 1,800
15 475 AMQRpPKGLGL 1,200
16 63 CLSEgSDSSL 0,900
17 453 NMGWtPGSGL 0,900
18 230 LMSESDSSSL 0,900
19 3 ELVHDLVSAL 0,810
20 132 RTLRrRRKVK 0,750
21 180 FTKNkVKKRK 0,750
22 343 VPIPgVGNK 0,608
23 238 SLSStDAGLF 0,600
24 142 RMAVdLPQDI 0,600
25 257 DEQSdAWFYEK 0,486
26 323 RLHGmMSSKNT 0,450
27 301 ILTGSFPLMS 0-360
28 117 PLWHeSDFAV 6,300
29 493 SATTtPNAGK 0,300
30 177 YQEFKKNKVK 0,300

Secuencia peptidica del usuario sometida a eco (longitud = 504 residuos)

1
-

fil

101
151
201
251
301
asl
401
451
501

MEELVHDLVS
SYNVHHPWET
KRRPSSNLNN
ISNKRTMTQP
DEGVVLESEE
EGRQGDDEQS
ILTGSFPLMS
NKRMVHFSED
SRQTSMHLGS
LONMGWTPGS
GKSA

ALEESSEQAR
GHCLSEGSDS
NVRGKRPLWH
PEGCRODQDMD
TNOTNKDEME
DWEYEKESGG
HPSRRGFQAR
SHHHDHWESP
LCTGDIXKARR
GLGROGKGLS

GCGFAETGDHS
SLEEPSKEDYR
ESDEAVDNVG
SDRAYQYQEF
CEEQKVSDEL
ACGITGVVPW
LSRLHGMSSK
GARTEHDQHQ
KAAPLPGPTT
EPIQAMQREPK

RSISCPLKRQ ARKRRGRERA

ENHNNNKKDH
NRTLRRRRKV
TKNMKVKKRKL
MSESDSSSLS
WEKEDPTELD
NIEKKSGGTET
LLRDNRAERG
AGEVGENAQP
GLGLGFPLPK

SDSDDOMLVA
KRMAVDLEQD
KIIRQGPKIO
STDAGLFTND
KNVPDPVFES
SMVPIPGEVG
HEENCSVRTA
ILENNIGNRM
STSATTTFNA
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Resultados de busqueda de motivos de péptidos de HLA

Parametros de usuario e informacion de la puntuacién

método seleccionado para limitar el nUmero de resultados

numero explicito

numero de resultados buscados 30

tipo de molécula HLA seleccionado A_1101
longitud seleccionada para subsecuencias a puntuar 9
modo de eco seleccionado para la secuencia de entrada Y

formato de eco

lineas numeradas

longitud de la secuencia del péptido de entrada del usuario 504
numero de puntuaciones de subsecuencias calculadas 496
numero de subsecuencias de maxima puntuacion mostradas en la tabla de | 30

puntuacién de salida

TABLA 9B

Resultados de la puntuacién

Rango Posicion Listado de residuos de la subsecuen- | Puntuacién (Estimacién de la vida me-
inicial cia dia de disociacién de una molécula que
contiene esta subsecuencia)
1 326 GMSSKNIKK 2,400
2 174 AYQYQEFTK 1,200
3 494 ATTTPNAGK 1,000
4 128 NVGNRTLRR 0,800
5 245 GUFTNDEGR 0,480
6 456 WTPGSGLGR 0,400
7 258 EQSDWFYEK 0,360
8 283 KEDPTELDK 0,360
9 35 CPLKRQARK 0,300
10 133 TLRRRRKVK 0,200
11 176 QYQEFTKNK 0,200
12 157 MTQPPEGCR 0,200
13 40 QARKRRGRK 0,200
14 80 RENHNNNKK 0,180
15 410 SLCTGDIKR 0,160
16 210 ETNQTNKDK 0,150
17 146 DLPQDISNK 0,120
18 114 FVKKRKLKI 0,120
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19 180 FTKNKVKKR 0,100
20 409 GSLCTGDIK 0,090
21 381 LLRDNRAER 0,080
22 441 ILENNIGNR 0,080
23 482 LGLGFPLPK 0,060
24 459 GSGLGRDGK 0,060
25 275 TGWPWWEK 0,060
26 139 KVKRMAVDL 0,060
27 208 SEETNQTNK 0,060
28 306 FPLMSHPSR 0,060
29 178 QEFTKNKVK 0,060
30 179 EFTKNKVKK 0,060

Secuencia peptidica del usuario sometida a eco (longitud = 504 residuos)

1 MEELVHDLVS ALEESSEQAR GGFAETGDHS RSISCPLKRQ ARKRRGRKRR
51 SYNVHHPWET GHCLSEGSDS SLEEPSKDYR ENHNNNKKDH SDSDDQMLVA
101 KRRPSSNLNN NVRGKRPLWH ESDFAVDNVG NRTLRRRARKV KRMAVDLPQD
151 ISNKRTMTQF PEGCRDQDMD SDRAYQYQEF TENKVKKREKL KIIRQGPKIQ
201 DEGVVLESEE TNQTNKDKME CEEQKVSDEL MSESDSS5L5 STDAGLETND
251 EGRQGDDEQS DWEYEKESGG ACGITGVVEW WEKEDPTELD KNVPDPVFES
a0l ILTGSFPLM5S HPSRRGFQAR LSRLHGMSSK NIKKSGGTPT SMVPIPGPVG
351 NKEMVHESPD SHHHDHWFSP GARTEHDQHQ LLRDNRAERG HKKNCSVRTA
431 SRQTSMHLGS LCTGDIKRRR KAAPLPGPTT AGEVGENAQP ILENNIGNAM
452 LONMGWTPGS GLGRDGKGIS EPIQAMORPK GLGLGFPLPK STSATTTPNA
501 GKSA

TABLA 10A

Resultados de busqueda de motivos de péptidos de HLA

Parametros de usuario e informacion de la puntuacién

método seleccionado para limitar el nUmero de resultados

numero explicito

numero de resultados buscados 30

tipo de molécula HLA seleccionado A_1101
longitud seleccionada para subsecuencias a puntuar 10
modo de eco seleccionado para la secuencia de entrada Y

formato de eco

lineas numeradas

longitud de la secuencia del péptido de entrada del usuario 504
numero de puntuaciones de subsecuencias calculadas 495
numero de subsecuencias de maxima puntuacion mostradas en la tabla de | 30

puntuacién de salida
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Resultados de la puntuacién

Rango Posicién Listado de residuos de la subsecuen- | Puntuacion (Estimacién de la vida me-
inicial cia dia de disociacién de una molécula que
contiene esta subsecuencia)
1 173 RAYQyQEFTK 3,600
2 481 GLGLgFPLPK 2,400
3 132 RTLRrRRKVK 2,250
4 274 ITGVWWPWWEK 2,000
5 39 RQARKRRGRK 1,800
6 189 KLKIIRQGPK 1,200
7 175 YQYQeFTKNK 0,600
8 180 FTKNXVKKRK 0,500
9 177 YQEFtKNKVK 0,300
10 343 VPIPgFVGNK 0,300
11 493 SATTtPNAGK 0,200
12 34 SCPLKRQARK 0,200
13 178 QEFTKNKVKK 0,120
14 78 DYRENHNNNK 0,120
15 380 QLLRANRAER 0,120
16 22 GFAEtGDHSR 0,120
17 412 CTGDIKRRRK 0,100
18 133 TLRRrRKVKR 0,080
19 71 SLEEpSKDYR 0,080
20 325 HGMSsKNIKK 0,080
21 107 NLNNnVRGKR 0,080
22 11 ALEESSEQAR 0,080
23 156 TMTQpPEGCR 0,080
24 182 KNKVKKRKLK 0,060
25 216 KDKMeCEEQK 0,060
26 383 RDNRaERGHK 0,060
27 306 FPLMsHPSRR 0,060
28 128 NVGNrTLRRR 0,040
29 111 NVRGkRPLWH 0,040
30 311 HPSRrGFQAR 0,040

Secuencia peptidica del usuario sometida a eco (longitud = 504 residuos)
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v ~£55-0AR GGFAETGDHS RSISCPLKRQ ARKRHGRERR
21 g&gﬁ::g&;i EﬁgLSSGSDS SLEEPSKDYR ENHNNNKKDH SDSDDOMLVA
101 KRRPSSNLNN NVRGKRPLWH ESDFAVDNVG NRTLRRRRKV KRMAVDLEQD
151 ISNKRTMTOPF PEGCRCQOMD SDRAYQYQEF TENKVEKBKL KIIRQGPKIQ
201 DEGVVLESEE TNQTNKDKME CEEQKVSDEL MSESDSSSLS STDAGLFTHD
251 EGRQGDDEQS DWFYEKESGG ACGITGVVPW WEKEDPTELD KNVEDPVFES
ol ILTGSFPLMS HPSRRGFOAR LSRLHGMSSK NIKKSGGTPT SMVPIPGPVG
asl NKARMVHFSPD SHHHOHWESP GARTEHDQHQ LLRDNRAERG HKKNCSVRTA
401 SRQTSMHLGS LCTGDIXKRRR KAAPLPGPTT AGEVGENAQP ILENNIGNRM
451 LQNMGWTPGS GLGROGHKGIS EPIQAMORPK GLGLGEPLPK STSATTTPNA
301 GKSA.
TABLA 11A

Resultados de busqueda de motivos de péptidos de HLA

Parametros de usuario e informacién de la puntuacion

método seleccionado para limitar el nimero de resultados

numero explicito

numero de resultados buscados 30
tipo de molécula HLA seleccionado A24
longitud seleccionada para subsecuencias a puntuar 9
modo de eco seleccionado para la secuencia de entrada Y

formato de eco

lineas numeradas

longitud de la secuencia del péptido de entrada del usuario

504

numero de puntuaciones de subsecuencias calculadas

496

numero de subsecuencias de maxima puntuacion mostradas en la tabla de | 30
puntuacioén de salida

TABLA 11B

Resultados de la puntuacioén

Rango Posicion Listado de residuos de la subsecuen- | Puntuacién (Estimaciéon de la vida me-

inicial cia dia de disociacion de una molécula que
contiene esta subsecuencia)

1 316 GFQARLSRL 30,000

2 480 KGLGLGFPL 14,400

3 198 KIQDEGVVL 14,400

4 373 RTEHDQHQL 12,000

5 182 KNKVKNKL 8,800

6 139 KVKRMAVDL 8,000

7 263 FYEKJESGGA 7,500

8 78 DYRENHNNN 7,200

9 300 SILTGSFPL 6,000

10 474 QAMQRPKGL 6,000
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11 116 RPLWHESDF 6,000
12 110 NNVRGKRPL 6,000
13 231 MSESDSSSL 6,000
14 434 VGENAQFIL 6,000
15 64 LSEGSDSSL 6,000
16 443 ENNIGNRML 6,000
17 4 LVHDLVSAL 5,760
18 29 HSRSISCPL 5,600
19 56 HPWETGHCL 4,800
20 90 HSDSDDQML 4,800
21 478 RPKGLGLGF 4,800
22 476 MQRPKGLGL 4,800
23 400 ASRQTSMHL 4,000
24 454 MGWTPGSGL 4,000
25 238 SLSSTDAGL 4,000
26 403 QTSMHLGSL 4,000
27 191 KIIRQGPKI 3,300
28 349 GNKRMVHF 3,000
29 15 SSEOARGGF 3,000
30 143 MAVDLPODI 2,592

Secuencia peptidica del usuario sometida a eco (longitud = 504 residuos)

i MEELVHDLVS ALEESSEQAR GGFAETGOHS RSISCPLKRQ ARKRRGRKRR
51 SYNVHHPWET GHCLSZG5DS5 SLEEPSKDYR ENHNNNEKDH SOSDDOMLVA
121 KRRPSSNLMN NVRGKXIPLWH ESDFAVDNVG NRTLRRRRKV KRMAVDLEQD
151 ISNKRTMTQP PEGCRZQDMD SDRAYQYQEF TENEKVKKRKL KIIRQGPKIQ
£U1 DEGVVLESEE THNQTNXIKME CEEQKVSDEL MSESDSSSLS STDAGLETND
251 EGRQGDDEQS CWFYEKESGG ACGITGVVEW WEKEDPTELD KNVEDEVFES
1ol ILTGSFPLMS HPSRRGFQAR LSRLHGMSSK NIKKSGGTPT SMVPIPGPVG
331 NKRMVHFSPD SHHHOMWESP CARTEHDQHQ LLRDNRAERG HEKMCSVRTA
401 SAQTSMHLGS LCTGLIXRRR KAAPLPGPTT ACFVGENAQP ILENNIGNEM
451 LONMGWTPGS GLGRDCGXGIS EPIQAMORPK GLCLGFPLPK STSATTTEMA
501 GKSA

TABLA 12A

Resultados de busqueda de motivos de péptidos de HLA

Parametros de usuario e informacion de la puntuacion

método seleccionado para limitar el nimero de resultados

numero explicito

numero de resultados buscados

30

tipo de molécula HLA seleccionado

A24
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longitud seleccionada para subsecuencias a puntuar

10

modo de eco seleccionado para la secuencia de entrada

Y

formato de eco

lineas numeradas

longitud de la secuencia del péptido de entrada del usuario

504

numero de puntuaciones de subsecuencias calculadas

495

numero de subsecuencias de maxima puntuacion mostradas en la tabla de | 30
puntuacién de salida

TABLA 12B

Resultados de la puntuacién

Rango Posicion Listado de residuos de la subsecuen- | Puntuacién (Estimaciéon de la vida me-
inicial cia dia de disociacién de una molécula que
contiene esta subsecuencia)
1 297 VFESILTGSF 18,000
2 373 RTEHDQHQLL 14,400
3 176 QYQEFTKNKV 11,880
4 174 AYQYQEFTKN 9,900
5 432 GFVGeNAQPI 9,000
6 51 SYNVhHPWET 8,250
7 402 RQTSmHLGSL 8,000
8 315 RGFQaRLSRL 8,000
263 FYEKeSGGAC 7,500
10 3 ELVHALVSAL 7,200
11 280 WWEKeDPTEL 6,600
12 237 SSLSsTDAGL 6,000
13 299 ESILtGSFPL 6,000
14 475 AMQRpKGLGL 6,000
15 109 NNNVrGKRPL 6,000
16 230 LMSEsDSSSL 4,800
17 293 VPDPVFESIL 4,800
18 433 FVGENnAQPIL 4,800
19 63 CLSEgSDSSL 4,800
20 125 AVDNVGNRTL 4,000
21 99 VAKRrPSSNL 4,000
22 473 IQAMgRPKGL 4,000
23 453 NMGWIPGSGL 4,000
24 399 TASRQTSMHL 4,000
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25 292 NVPDpVFESI 3,024
26 142 RMAVdLPQDI 2,880
27 437 NAOPILENNI 2,592
28 254 QGDDeQSDWF 2,400
29 14 ESSEqARGGF 2,400
30 323 RLHCmMSSKNI 2,000

Secuencia peptidica del usuario sometida a eco (longitud = 504 residuos)

1 MEELVHOLVS ALEESSEQAR GGFAETGDHS RSISCPLKRQ ARKRRGRKRR
51 SYNVHHPWET GHCLSEGSDS SLEEPSKDYR ENHNNNKKDH SDSDDQMLVA
101 KRRPSSHLNN NVRGKRPLWH ESDFAVDNVG NRTLRRRRKV KRHAHDLEGD
151 ISNKRTMTQP PEGCRDQDMD SDRAYQYQEF THENKVKKRKL gtlnqﬁFRIQ
201 DEGVVLESEE TMQTNKDKME CEEQKVSDEL MSESDSSSLS STOAGLEIND
251 EGRQCODEQS DWFYEKESGG ACGITGVVPW WEKEDPTELD KNVPDPVFES
301 ILTCSFPLMS HPSRRGFQAR LSRLHGMSSK NIKKSGGTET SMVPIFPGEVG
351 NKRMVHFSPD SHHHDHWFSP GARTEHDQHQ LLEDNRAERG HKKNCSVETA
401 SRQTSMHLGS LCTGDIKRRR KAAPLPGPTT AGFVGENAQP ILENNIGNRM
451 LONMGWTPGS GLGRDGKGIS EPIQAMQRPK GLGLGFPLPK STSATTTPNA
501 GKSA

TABLA 13A

Resultados de busqueda de motivos de péptidos de HLA

Parametros de usuario e informacion de la puntuacién

método seleccionado para limitar el nUmero de resultados

numero explicito

numero de resultados buscados 30
tipo de molécula HLA seleccionado B7
longitud seleccionada para subsecuencias a puntuar 9
modo de eco seleccionado para la secuencia de entrada Y

formato de eco

lineas numeradas

longitud de la secuencia del péptido de entrada del usuario 504
numero de puntuaciones de subsecuencias calculadas 496
numero de subsecuencias de maxima puntuacion mostradas en la tabla de | 30

puntuacién de salida

TABLA 13B

Resultados de la puntuacién

Rango Posicion Listado de residuos de la subsecuen- | Puntuacién (Estimaciéon de la vida me-
inicial cia dia de disociacién de una molécula que
contiene esta subsecuencia)
1 400 ASRQTSMHL 120,000
2 56 HPWETGHCL 80,000
3 476 MORPKCLGL 40,000
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4 29 HSRSISCPL 40,000
5 474 QAMQRPKGL 36,000
6 4 LVHDLVSAL 20,000
7 139 KVKRMAVDL 20,000
8 100 AKPRPSSNL 18,000
423 APLPGPTTA 6,000
10 454 MGWTPGSGL 6,000
1" 396 SVRTASRQT 5,00
12 196 GPKIQDEGV 4,000
13 182 KNKVKKRKL 4,000
14 110 NNVRGKRPL 4,000
15 198 KIQDEGVVL 4,000
16 403 QTSMHLGSL 4,000
17 238 SLSSTDAGL 4,000
18 285 DPTELDKNV 4,000
19 300 SILTGSFPL 4,000
20 347 PVGNKRMV 4,000
21 480 KGLGLGFPL 4,000
22 417 KRRRKAAPL 4,000
23 443 ENNIGNRML 4,000
24 313 SRRGFQARL 4,000
25 18 QARGGFAET 3,000
26 293 VPDPVFESI 2,400
27 295 DPVFESILT 2,000
28 311 HPSRRGFOA 2,000
29 433 FVGENAQPI 2,000
30 486 FPLPKSTSA 2,000

Secuencia peptidica del usuario sometida a eco (longitud = 504 residuos)

i
51
101
151
201
251
01
351
3C1
331
501

MEELVHILVS
SYNVHHZWET
KRAPSSHLNN
ISNKRTMTQP
DEGVVLESEE
EGRQGDDEQS
ILTGSFPLMS
NERMVHESPD
SRQTSMHLGS
LONMGWT PGS
GKSA

ALEESSEQAR
GHCLSEGSDS
NVAGKRPLWH
PEGCRDQDMD
TNQTNKDEME
DWEYEKESGG
HPSRRGFQAR
SHHHDHWESP

LCTGDIKRRR®

GLGRDGKGIS

GGFRETGDHS
SLEEFSKDYR
ESDFAVDNVG
SDRAYQYQEF
CEEQKVSDEL
ACGITGVVEW
LSRLHGMSSK
GARTEHDQHQ
KAAPLEGETT
EPIQAMQRPK

RSISCPLKRD ARKRRGRERR

ENHNNNKKDH
HRTLERRRKY
TENKVKKREL
MSESDSSSLS
WEKEDPTELD
NIKKSGGTPT
LLADNRAERG
AGFVGEMAQP
GLGLGEFPLEK

SDSDDQMLVA
KRMAVULEQU
KTIRQGPKIQ
STDAGLETND
KNVPDPVEES
SMVPIEGPVG
HKKNCSVRTA
ILENNIGNRM
STSATTTENA
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Resultados de busqueda de motivos de péptidos de HLA

Parametros de usuario e informacion de la puntuacién

método seleccionado para limitar el nUmero de resultados

numero explicito

numero de resultados buscados 30
tipo de molécula HLA seleccionado B7
longitud seleccionada para subsecuencias a puntuar 9
modo de eco seleccionado para la secuencia de entrada Y

formato de eco

lineas numeradas

longitud de la secuencia del péptido de entrada del usuario

504

numero de puntuaciones de subsecuencias calculadas

495

numero de subsecuencias de maxima puntuacion mostradas en la tabla de | 30
puntuacién de salida

TABLA 14B

Resultados de la puntuacién

Rango Posicion Listado de residuos de la subsecuen- | Puntuacién (Estimacién de la vida me-
inicial cia dia de disociacién de una molécula que
contiene esta subsecuencia)
1 318 QARLSRLHGM 30,000
2 293 VPDPVFESIL 24,000
3 345 IPGPVGNKRM 20,000
4 433 FVGENnAQPIL 20,000
5 125 AVDNvVGNRTL 18,000
6 99 VAKRrPSSNL 18,000
7 399 TASRqTSMHL 12,000
8 475 AMQRpKGLGL 12,000
453 NMGWtPGSGL 6,000
10 230 LMSEsDSSSL 4,000
11 473 IQAMgRPKGL 4,000
12 312 PSRRgFQARL 4,000
13 125 LPGP{TAGFV 4,000
14 103 RPSSnLNNNV 4,000
15 109 NNNVrGKRPL 4,000
16 63 CLSEGSDSSL 4,000
17 315 RCFQaRLSRL 4,000
18 237 SSLSsTDAGL 4,000
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19 416 IKRRrKAAPL 4,000
20 196 GPKIgQDEGVV 4,000
21 299 ESILtGSFPL 4,000
22 402 RQTSmHLGSL 4,000
23 3 ELVHdLVSAL 4,000
24 147 LPQDiSNKRT 2,000
25 116 RPLWhESDFA 2,000
26 278 VPWWeKEDPT 2,000
27 488 LPKStSATTT 2,000
28 292 NVPDpVFESI 2,000
29 45 RGRKrRSYNV 2,000
30 486 FPLPKSTSAT 2,000

Secuencia peptidica del usuario sometida a eco (longitud = 504 residuos)

1 MEELVHDLYS ALEESSEQAR GGFAZTGDHS RSISCPLERQ ARKRRGRKRR
51 SYNVHHPWET GHCLSEGSDS SLEEPSKDYR ENHNMNNKKDH SDSDDQMLVA
101 KRAPSSHNLNN NVRGKRPLWH ESDFAVDNVG WRTLRRRREKV KRMAVDLPQD
151 ISNKRTMTQOFP PEGCRDQDMD SORAYQYQEF THNKVKKRKL KIIRQGPKIO
201 DESVVLESEE THQTWKDKME CEEQKVSDEL MSESDSSSLS STDAGLETND
251 EGRQGDDEQS DWFYEKESGG ACGITGVVFW WEKEDPTELD KNVPDPVFES
3ol ILTGSFPLMS HPSREGFQAR LSRLHGMSSK NIKKSGGTPT SMVPLIFGPVG
. as51 NERMVHESPD SHHHUHWESP GARTEHDQHQ LLRDNRAERG HKKNCSVRTA
401 SROTSMHLGS LCTGOIKRRR KAAPLPGPTT RGEVGEMAQP ILENNIGHRM
451 LONMGWTPGS GLGRDGKGIS EPIQAMQRPK GLGLGFPFLFK STSATTTPNA
501 GKSA
TABLA 15A

Resultados de busqueda de motivos de péptidos de HLA

Parametros de usuario e informacion de la puntuacién

método seleccionado para limitar el nimero de resultados

numero explicito

numero de resultados buscados 30

tipo de molécula HLA seleccionado B_3501
longitud seleccionada para subsecuencias a puntuar 9
modo de eco seleccionado para la secuencia de entrada Y

formato de eco

lineas numeradas

longitud de la secuencia del péptido de entrada del usuario 504
numero de puntuaciones de subsecuencias calculadas 496
numero de subsecuencias de maxima puntuacion mostradas en la tabla de | 30

puntuacién de salida
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Resultados de la puntuacién

Rango Posicién Listado de residuos de la subsecuen- | Puntuacion (Estimacién de la vida me-
inicial cia dia de disociacién de una molécula que
contiene esta subsecuencia)
1 478 RPKGLGLGF 120,000
2 56 HPWETGCL 40,000
3 116 RPLWHESDF 40,000
4 425 LPGPTTAGF 20,000
5 334 KSGGTPTSM 20,000
6 400 ASROTSMHL 15,000
7 29 HSRSISCPL 15,000
8 196 GPKIQDEGV 12,000
9 285 DPTELDKNV 8,000
10 239 LSSTDAGLF 7,500
11 139 KVKRMAVDL 6,000
12 223 EQKVSDELM 6,000
13 488 LPKSTSATT 6,000
14 198 KIQDEGVVL 6,000
15 182 KNKVKKRKL 6,000
16 309 MSHPSRRGF 5,000
17 360 DSHHHDHMF 5,000
18 50 RSYNVHHPW 5,000
19 103 RPSSNLNNN 4,000
20 468 GISEPIQAM 4,000
21 347 GPVGNKRMV 4,000
22 398 RTASRQTSM 4,000
23 295 DPVFESILT 3,000
24 476 MQRPKGLGL 3,000
25 74 EPSKDYREN 3,000
26 474 QAMQRPKGL 3,000
27 143 MAVDLPQDI 2,400
28 184 KVKKRKLKI 2,400
29 293 VPDPVFESI 2,400
30 90 HSDSDDQML 2,250

Secuencia peptidica del usuario sometida a eco (longitud = 504 residuos)

60




ES 2360 155 T3

1 MEELVHDLVS NLEESSEQAR GGFAETGDHS RSISCPLKRQD NRERRGRKRR
51 STYNVHHPWET GHCLSEGSDS SLEEPSKDYR ENHNNWKKDH SOS0DDOMLVA
101 KRRPSSHLNN HVRGKRPLWH ESDFAVONVG NRTLARRRARKY KRMAVDLEQD
151 ISNKRTMTQP PEGCECQODMD SDRAYQYQEF TENKVEKKREL KIIRQGPKIQ
201 DEGVVLESEE TNQTNKDEME CEEQKVSDEL MSESDSSSLS STDAGLETHD
251 EGRQGDDEQS DWFYEKESGG ACGITGVVEW WEKEDPTELD KNVPDEVEES
301 ILTGSFPLMS HPSRRGFQAR LSRLHGMSSK NIKKSGGTPT SMVPIPGPVG
351 NKBMVHESPD SHHHDHWESP GARTEHDOQHQ LLADNRAERG HKENCSVRTA
401 SR0TSMHLGS LCTGDIKRAR KAAPLPGPTT AGEFVGENAQP ILEMNIGHEM
451 LONMGWTPGS GLGROGKGIS EPIQAMQRPK GLGLGEPLPK STSATTTPHA
L01 GKSA

TABLA 16A

Resultados de busqueda de motivos de péptidos de HLA

Parametros de usuario e informacién de la puntuacion

método seleccionado para limitar el nimero de resultados

numero explicito

numero de resultados buscados 30

tipo de molécula HLA seleccionado B_3501
longitud seleccionada para subsecuencias a puntuar 10
modo de eco seleccionado para la secuencia de entrada Y

formato de eco

lineas numeradas

longitud de la secuencia del péptido de entrada del usuario 504
numero de puntuaciones de subsecuencias calculadas 495
numero de subsecuencias de maxima puntuacion mostradas en la tabla de | 30

puntuacioén de salida

TABLA 16B

Resultados de la puntuacion

Rango Posicion Listado de residuos de la subsecuen- | Puntuacién (Estimacién de la vida me-

inicial cia dia de disociacién de una molécula que
contiene esta subsecuencia)

1 345 IPGPVGNKRM 40,000

2 70 SSLEePSKDY 20,000

3 196 GPKIQDEGVV 18,000

4 318 QARLsRLHGM 18,000

5 14 ESSEqARGGF 10,000

6 99 VAKRrPSSNL 9,000

7 103 RPSSnLNNNV 8,000

8 116 FLPLWhESDFA 6,000

9 488 LPKStSATTT 6,000
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10 293 VPDPVFESIL 6,000
11 299 ESILtGSFPL 5,000
12 237 SSLSsTDAGL 5,000
13 467 KGISePIQAM 4,000
14 56 HPWEtGHCLS 4,000
15 147 LPQDISNKRT 4,000
16 425 LPGPtTAGFV 4,000
17 358 SPDShHHDHW 3,000
18 230 LMSEsDSSSL 3,000
19 253 RQGDdJEQSDW 3,000
20 399 TASRqTSMHL 3,000
21 184 KVKKrKLKII 2,400
22 445 NIGNrMLQNM 2,000
23 402 RQTSmHLGSL 2,000
24 300 SILTgSSFPLM 2,000
25 334 KSGGtPTSMV 2,000
26 433 FVGENnAQPIL 2,000
27 210 ETNOTNKDKM 2,000
28 63 CLSEgSDSSL 2,000
29 486 FPLPKSTSAT 2,000
30 315 RGFQaLRLSRL 2,000
Secuencia peptidica del usuario sometida a eco (longitud = 504 residuos)
1 MEELVHDLVS ALEESSEQAR GGFAETGDHS RSISCEFLKRD ARKRRGRERR
51 SYNVHHPWET GHCLSEGSDS SLEEPSKDYR ENHNNNKKDH SDSDDOMLVA
101 KRRPSSHLNN NVRGERPLWH ESDFAVDNVG NRTLRRRRKV KRMAVDLFPQD
151 ISNKRTMTQF PEGCRDQODMD SDRAYQYQEF THKNKVEERKL KIIRQGPRIO
201 DEGVVLESEE TNQTMKDKME CEEQKVSDEL MSESDSSSLS STRAGLFTND
251 EGRQGDDEQS DWEYEKESGG ACGITGVVPW WEKEDPFTELD KNVPDPVEES
3ol ILTGSFPLMS HPSRRGFQAR LSRLHGMSSK NIKKSGGTPT SMVPIPGPVG
351 NKARMVHFSPD SHRHDAWFSP GARTEHDQHQ LLRDNRAERG HEKNWCSVRTA
101 SRQTSMHLGS LCTGDIRKRRR KAAPLPGPTT AGFVGENAQP ILENNIGHERM
451 LONMGHWTPGS GLGRDGKGIS EPIQAMQRPK GLGLGEPLFK STSATTTFMNA
S01 GKSA

La invencion proporciona:

1. Un polinucleétido que codifica para una proteina relacionada con 84P29, donde el polinucleétido se selecciona del
grupo que consiste en:

(a) un polinucledtido que tiene la secuencia que se muestra en la Figura 2, donde T también puede ser U;

(b) un polinucleétido que tiene la secuencia mostrada en la Figura 2, desde el residuo nucleotidico numero 165 hasta
el residuo nucleotidico numero 1676, donde T también puede ser U;

(c) un polinucledtido que codifica para una proteina relacionada con 84P2A9 cuya secuencia esta codificada por los
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cDNA contenidos en los plasmidos designados p129.1-US-P1 depositados en la American Type Culture Collection
con NUumero de Acceso PTA-1151;

(d) un polinucleodtido que codifica para una proteina relacionada con 84P2A9 que es al menos un 90% idéntica a la
secuencia de aminoacidos que se muestra en la Figura 2 a lo largo de toda su extension; y

(e) un polinucledtido que es totalmente complementario con un polinucleétido de cualquiera de los (a)-(d).
2. Un polinucleétido del apartado 1 que codifica la secuencia polipeptidica que se muestra en la Figura 2.
3. Un fragmento de un polinucleétido del apartado 1 que comprende:

(a) un polinicleétido que comprende la secuencia que se muestra en la Figura 2, desde el residuio nucleotidico
numero 720 hasta el residuo nucleotidico nimero 1392;

(b) un polinucledtido que es un fragmento del polinucleétido de (a) que tiene al menos 10 bases de longitud; o
(c) un polinucledtido que hibrida selectivamente bajo condiciones restrictivas con el polinucleétido de (a) o (b).

4. Un polinucledtido que codifica para una proteina relacionada con 84P2A9, donde el polipéptido incluye una sel]
cuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en KKRK, NQTN, NCSV, TNY, SRR, SVR, GLFTND,
GGACGI, GGTPTS, GTPTSM y GSLCTG.

5. Un polinucleétido que codifica para una proteina relacionada con 84P2A9, donde el polipéptido comprende un
supermotivo HLA de clase | A1, A2, A3, A24, B7, B27, B58, B62 o un supermotivo HLA de clase || O’Sullivan DR o
un supermotivo Alexander pan DR de unién a epitopo o un motivo HLA DR3.

6. Un polinucledtido de uno cualquiera de los apartados 1-4 que esta marcado con un marcador detectable.
7. Un vector de expresiéon recombinante que contiene un polinucleétido de uno cualquiera de los apartados 1-4.
8. Una célula huésped que contiene una vestor de expresion del apartado 7.

9. Un procedimiento para producir una proteina relacionada con 84P2A9 que comprende cultivar una célula huésped
del apartado 8 bajo condiciones suficientes para la produccién del polipéptido.

10. El procedimiento del apartado 9, que comprende adicionalmente la recuperacion de la proteina relacionada con
84F2A9 asi producida.

11. Una proteina relacionada con 84F2A9 producida por el procedimiento del apartado 10.
12. Una proteina relacionada con 84F2A9 aislada.

13. La proteina relacionada con 84F2A9 del apartado 12, donde la proteina relacionada con 84F2A9 tiene la sel]
cuencia de aminoacidos que se muestra en la SEC. ID N°: 2.

14. Una proteina relacionada con 84F2A9 aislada que tiene una secuencia de aminoacidos que es exactamente
igual que una secuencia de aminoacidos codificada por un polinucleétido seleccionado del grupo que consiste en:

(a) un polinucledtido que tiene la secuencia que se muestra en la Figura 2, donde T también puede ser U;

(b) un polinucleétido que tiene la secuencia que se muestra en la Figura 2, desde el residuo nucleotidico
numero 165 hasta el residuo nucleotidico nimero 1676, donde T también puede ser U;

(c) un polinucledtido que codifica una proteina relacionada con 84F2A9 cuya secuencia esta codificada por
los cDNA contenidos en los plasmidos designados p129.1-US-P1 depositados en la American Type Culture Collec(]
tion con Numero de Acceso PTA-1151;

(d) un polinucledtido que codifica para una proteina relacionada con 84F2A9 que tiene la secuencia de
aminoacidos que de muestra es la Figura 2; y

(e) un polinucledtido que es totalmente complementario con un polinucleétido de cualquiera de los (a)-(d).
15. Una proteina relacionada con 84F2A9 aislada del apartado 14 seleccionada del grupo que consiste en:

(a) un polinucleétido que tiene la secuencia que se muestra en la Figura 2, desde el residuo nucleotidico
numero 720 hasta el residuo nucleotidico nimero 1392;

(b) un polinucledtido que es un fragmento del polinucledtido de (a) que tiene al menos 10 bases de longitud;
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(c) un polinucleétido que hibrida selectivamente bajo condiciones restrictivas a los polinucleétidos de (a) o

(b).
16. Un anticuerpo o sus fragmentos que se unen inmunoespecificamente a una proteina relacionada con 84F2A9.
17. El anticuerpo o su fragmento del apartado 16, que es monoclonal.

18. Una proteina recombinante que comprende la region de unidn a antigeno de un anticuerpo monoclonal del apar®
tado 17.

19. El anticuerpo o su fragmento del apartado 17, que estd marcado con un marcador detectable.
20. La proteina recombinante del apartado 18, que esta marcado con un marcador detectable.
21. El fragmento de anticuerpo del apartado 16, que es un fragmento Fab, F(ab’)2 o Sfv.

22. El anticuerpo del apartado 16, que es un anticuerpo humano.

23. La proteina recombinante del apartado 20, que comprende residuos de regiones murinas de unién a antigenos y
residuos de regiones constantes humanas.

24. Un animla trangénico no humano que produce un anticuerpo monoclonal del apartado 20.
25. Un hibridoma que produce un anticuerpo del apartado 22.

26. Un anticuerpo monoclonal de cadena sencilla que comprende los dominios variables de las cadenas pesada y
ligera de un anticuerpo monoclonal del apartado 17.

27. Un vector que comprende un polinucledtido que codifica para un anticuerpo monoclonal de cadena sencilla que
se une inmunoespecificamente a una proteina relacionada con 84F2A9.

28. Un ensayo para detectar fa presencia de una proteina relacionada con 84F2A9 o un polinucleétido en una
muestra biolégica que comprende poner en contacto la muestra con un anticuerpo o poli nucleétido, respectivamen(]
te, que se une especificamente a la proteina relacionada con 84F2A9 o al polinucleétido, respectivamente, y detec!]
tar la unién de la proteina relacionada con 84F2A9 o el polinucledétido, respectivamente, en dicha muestra.

29. Un ensayo para detectar la presencia de proteinas relacionadas con 84F2A9 o polinucleétidos, que comprende
obtener una muestra, avaluar dicha muestra en presencia de una proteina relacionada con 84F2A9 o un polinucle6(
tido, donde dichos medios de evaluacion producen un resultado que indica la presencia o cantidad de proteina relal]
cionada con 84F2A9 o de polinucledtido, respectivamente.

30. Un ensayo del apartado 29 para detectar la presencia de un polinucleétido 84F2A9 en una muestra bioldgica,
que comprende:

(a) poner en contacto la muestra con un polinucleétido sonda que hibrida especificamente con un polinul]
cledtido que codifica para una proteina relacionada con 84F2A9 que tiene una secuencia de aminoacidos que se
muestra en la Figura 2; y

(b) detectar la presencia de un complejo de hibridacion formado por la hibridacién de la sonda con el polilJ
nucleotido 84P2A9 de la muestra, donde la presencia del complejo de hibridacién indica la presencia de polinucledtil]
dos 84F2A9 en la muestra.

31. Un ensayo para detectar la presencia de mRNA de 84F2A9 en una muestra bioldgica, que comprende:
(a) producir cDNA a partir de la muestra por transcripcion inversa utilizando al menos un cebador,

(b) amplificar el cDNA asi producido utilizando polinucleétidos de 84F2A9 como cebadores sentido y antil
sentido para amplificar los cDNA de 84F2A9 presentes;

(c) detectar la presencia de cDNA de 84F2A9 amplificado,

donde los polinucledtidos de 84F2A9 utilizados como sondas sentido y antisentido son capaces de amplifil]
car el cDNA de 84F2A9 contenido en el plasmido depositado cn la American Type Culture Collection con Numero de
Acceso PTA-1151.

32. un procedimiento del apartado 31 para monitorizar los productos génicos de 84F2A9 que comprende:

Determinar el estado de los productos génicos de 84F2A9 expresados por células en una muestra de tejido
para ensayo de un individuo;

64



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2360 155 T3

Comparar el estado asi determinado con el estado de productos génicos de 84F2A9 en una muestra col]
rrespondiente normal; e

Identificar la presencia de productos génicos de 84F2A9 aberrantes en la muestra de ensayo en comparall
cion con la muestra normal.

33. El procedimiento del apartado 32, donde los productos génicos de 84F2A9 se monitorizan mediante la comparal
cion de las secuencias polinucleotidicas de los productos génicos de 84F2A9 de la muestra de tejido de ensayo con
las secuencias polinucleotidicas de los productos génicos de 84F2A9 en una muestra correspondiente normal.

34. El procedimiento del apartado 32, donde los productos génicos de 84F2A9 se monitorizan mediante la compra(’
cion de los niveles de productos génicos de 84F2A9 en la muestra de tejido de ensayo con los niveles de productos
génicos de 84F2A9 en la correspondiente muestra normal.

35. Un procedimiento de diagnoéstico de la presencia de cancer en un individuo que comprende:

(a) determinar el nivel de mRNA de 84F2A9 o proteina expresada en una muestra de ensayo obtenida del
individuo; y

(b) comparar el nivel asi determinado con el nivel de mRNA de 84F2A9 o proteina expresada en una muesl(]
tra de tejido normal,

Donde la presencia elevada de mRNA de 84F2A9 o expresion de proteina en la muestra de ensayo en
comparacioén con la muestra de tejido normal proporciona un indicion de la presencia del cancer.

36. El procedimiento del apartado 35, donde el cancer se seleccidna del grupo que consiste en leucemia y cancer de
prostate, testiculos, rifidn, cerebro, hueso, piel, ovario, mama, pancreas, colon y pulmén, y las muestras de tejido de
ensayo y normal se seleccidnan del grupo que consiste en suero, sangre u orina y tejidos de la préstata, testiculos,
riidn, cerebro, hueso, piel, ovaio, mama, pancreas, colon y pulmoén.

37. El uso de una proteina relacionada con 84F2A9 o un fragemento inmunogénico suyo, un vector que comprende
un polinucleétido que codifica para un anticuerpo monoclonal de cadena sencilla que se une inmunoespecificamente
a una proteina relacionada con 84F2A9, un polinucledtido antisentido complementario a un polinucleétido que com(’
prende secuencias codificantes de 84F2A9, o un ribozima capaz de escindir un polinucleétido que tiene secuencias
codificantes de 84F2A9, para la preparacion de una composicion para tratar a un paciente con un cancer que expre!(’
sa 84F2A9.

38. El uso del apartado 37, donde el cancer se selecciona del grupo que consiste en leucemia y cancer de préstata,
testiculos, rifidn, cerebro, hueso, piel, ovario, mama, pancreas, colon, linfocitico y pulmén.

39. Una composicion farmacéutica que comprende una proteina relacionada con 84F2A9, un anticuerpo o un frag(|
mento suyo que se une especificamente a una proteina relacionada con 84F2A9, un vestor que comprende un antill
cuerpo monoclonal de cadena sencilla que se une inmunoespecificamente a una proteina relacionada con 84F2A9,
un polinucledtido que comprende una secuencia codificante de proteina relacionada con 84F2A9, un polinucleétido
antisentido complementario a un polinucleétido que tiene una secuencia codificante de 84F2A9 o un ribozima capaz
de escindir un polinucledtido que tiene una secuencia codificante de 84F2A9 y, opcionalmente, un transportador
fisiolbgicamente aceptable.

40. Un procedimiento para tratar a un paciente con un cancer que expresa 84F2A9 que comprende administrar a
dicho paciente un vector que comprende un polinucleétido que codifica para un anticuerpo monoclonal de cadena
sencilla que se une inmunoespecificamente a una proteina relacionada con 84F2A9, de modo que el vector libera la
secuencia codificante del anticuerpo monoclonal de cadena sencilla a las células cancerosas y el anticuerpo codifil]
cado de cadena sencilla se expresa intracelularmente en ellas.

41. Una composiciéon de vacuna para el tratamiento de un cancer que expresa 84F2A9 que comprende una porcion
inmunogénica de una proteina relacionada con 84F2A9 y un transportador fisiolégicamente aceptable.

42. Un procedimiento para inhibir el desarrollo de un cancer que expresa 84F2A9 en un paciente, que comprende
administrale al paciente una cantidad efectiva de composicion de vacuna del apartado 41.

43. Un procedimiento para generar una respuesta inmune en un mamifero que comprende exponer el sistem inmune
del mamifero a una porcion inmunogénica de una proteina relacionada con 84F2A9 de la reivindicacion 41, de modo
que se genere una respuesta inmune frente a 84F2A9.

44. Un procedimiento para liberar un agente citotdxico a una célula que expresa 84F2A9 que comprende conjugar el
agente citotoxico con un anticuerpo o un fragmento suyo del apartado 16 que se une especificamente a un epitopo
84F2A9 y exponer la célula al conjugado anticuerpo-agente.

45. Un procedimiento para inducir una respuesta inmune frente a una proteina 84F2A9, comprendiendo dicho méto(]
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do:
proporcionar un epitopo de proteina relacionada con 84F2A9;

poner en contacto el epitopo con una célula T o célula B del sistema inmune, a través de lo cual la célula T
o célula B del sistema inmune son inducidas.

46. El procedimiento del apartado 45, donde la célula del sistema inmune es una célula B, a través de lo cual la
célula B inducida genera anticuerpos que se unen especificamente a la protéina relacionada con 84F2A9.

47. El procedimiento del apartado 45, donde la célula del sistema inmune es una célula T que es una célula citotéxill
ca (CTL), a través de lo cual la CTL activada elimina a una célula autéloga que expresa proteina 84F2A9.

48. El procedimiento del apartado 45, donde la célula del sistema inmune es una célula T que es una célula T auxil
liar (HTL), a través de lo cual la HTL activada secreta citoquinas que facilitan la actividad citotoxica de una CTL o la
actividad productora de anticuerpos de una célula B.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> UroGenesys, Inc.

<120> 84P2A9: UNA PROTEINA ESPECIFICA DE PROSTATA Y TESTICULOS ALTAMENTE EXPRESADA EN EL
CANCER DE PROSTATA

<130> 129,1MOU1

<160> 28

<170> FastSEQ para Windows Versién 4.0
<210> 1

<211> 2345

<212> DNA

<213> Homo Sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (163)...(1674)

<400> 1
attcggcacg aggtggaagt cgoocggtget gtbgtagttg gagtetgbte acgggectga &0
gottogagge caggobccbg ggtgtogtta atgttogggg cogoogggog ccaaccgate 120
ggagctccag cagoccgggaa cagotggoat ttcagtagaa ©oC atg gag gag cotg 174
Meat Glu Glu Leu
1
gkttt cat gac ctt gkbkc tea gea ttg gaa gag age tca gag caa gtk cga 222
Wal His Asp Leu Val Ser Ala Leu Glu Glu Ser Ser Glu Gln Ala Arg
5 10 15 20
ggt gga ttt got gaa aca gga gac cat tek cga agt ata tet bge cot 270
Gly Gly Phe Rla Glu Thr Gly Asp His Ser Arg Ser Ile Ser Cys Pro
25 30 s
ctyg aaa CgC cag gca agg aaa agg aga 999 aga aaa ogg agg beg tat Jle
Leu Lys Arg Gln Ala Arg Lys Arg Arg Gly Arg Lys Arg Arg Ser Tyr
44 45 S0
aat gtg cat cac ccg tgg gag act ggrt cac bge tta agt gaa ggo ot 3686
Rzn Val His His Pro Trp Glu Thr Gly His Cya Leu Ser Glu Gly Ser
35 ad 65
gat tct agkt tta gaa gaa cca agc aag gac tat aga gag aat cac aat 414
Bsp Ser Ser Leu Glu Glu Pro Ser Lys Asp Tyr Arg Glu Asn His Asn
70 75 g0
dat aat aaa a4aa gat Cac agt gac teot gatb gac caa atg tta gta gca 462
Asm Asn Lys Lys Asp His Ser Asp Ser Asp Asp Gln Met Leu Val Ala
85 20 55 100
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aag
Lya

ook
Pro

ACE
Thr

cag
Gln

aga

Arg
165

acc
Thr

cCa
Pro

cag
Gln

gayg
Glu

gga
Gly
245

gac
Asp

gre
Val

gta
val

acg
Mek

ege
Arg

cta
Lieu

ety
Leu

gac
hep
150

gat
AEp

aag
Lys

aada
Lys

ace
Thr

cktc
Li=w
230

ttg
Leu

tgg
TEpD

atg
Val

=i={
Pra

tca
Eer
310

Arg

Trp

ege
Arg
1315

ate
Ile

cag
Glm

aac
Asn

atc
Ile

aat
ABN
215

atg
M

ol
Fhe

(ol ol o
Fhe

coo
Fro

gak
Asp
235

cag
His

ccg
Pro

cat
His
120

agg
Arg

Lot
5er

gasc
hsp

aaa
Lys

caa
Gln
200

aag
Ly¥s

age
Sar

acc
Thr

tac

Tyr

tag
Trp
280

[=f=] =

Pro

cCa
Pro

Eca
3er
105

gag
Glu

agg
Arg

AAC
Agn

acyg
Met

gt
val
185

gat
ABD

gac
RED

gaa
Glu

aat
fsn

gaa
Glu
268

tgg
Trp

gte
val

agc
Ber

tca
Ser

|
Ser

aga
hrg

aaa
Lys

gas
Asp
170

aaa
Lys

gaa
Glu

aaa
Lys

agt
Eer

gat
ASp
250

aag

LyE

gaa
iy

==
Fhe

aga
Arg

aag
ABM

gat
ASp

aag
Lys

o9
Arg
155

agt
Ser

aad
Lya

gga
Gly

atg

gat
h:p
235

gag
Glu

gaa
Glu

aadq
Lys

gaa
Glu

aga
Arg
315
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tka
Leu

tEED
Fhe

gta
Wal
140

aca
Thr

gat
AsSp

aga
Arg

gta
val

gaa
Glu
220

Ece
Ser

gga
Gly

tca
Ser

gaa
Glu

agt
Ser
Jo0

ggt
Gly

aat
Asn

gct
Ala
125

aan
Lys

atg
Mek

aga
ATg

aag
Lys

gtE
Wal
205

tgt
Cys

age
Ser

aga
Arg

ggt
Gly

gat
Asp
285

atec
Il=

cEe
Phe

aat
Asn
110

acg
Wal

ega
Arg

acc
Thr

goo
Ala

Loy
L&y
190

EEta

Leu

gaa
Glu

agt
ser

caa
Gln

gga
Gly
270

ot
Fro

cta
Leuw

Caa
Gln

68

aat
hsn

gac
AER

atg
Met

cag
Glin

Lag

Tyr
175

ddd
Lys

gaa
Glu

gag
Elu

coe
L=

ggtc
Gly
255

gCa
Bla

act
Thr

act
Thr

[= (=1
Ala

gee
Val

aat
Azn

gca
Ala

cEa
Pro
160

cag
Gln

ara
Ile

agt
Ber

Cdd
Gln

ago
Ser
240

gat
AP

Egt
Cys

gag
Glu

gat
GLy

aga
Arg
120

cga

gtk
Val

gta
val
145

[ =i=4 o

tat
Tyr

ace
Ile

gag
Glu

833
Lys
225

ago
s5er

gat
hep

gge
Gly

cta
Leu

teke
Eer
305

cte
Leu

999
Gly

Gly
130

gat
hap

gag
Glu

caa
Gln

aga
Arg

gaa
Glu
210

gte
Val

act
Thr

gaa
Glu

ate
Ile

gac
Aap
2594

EEC

Phe

agt
Sar

adaa

Lys
115

aat
nan

ckte
Leu

gk
Gly

gaa

Glu

caa
Gln
195

acg
Thr

tca
Ser

gat
REp

cag
Gl

ack
Thr
275

add

Lys

oo
Fro

ogo
Arg

aga
Arg

aga
Arg

cca
Pro

tgt
Cye

4 4
Phe
iad

gga
Gly

adc
RS

gat
Asp

gct
Rla

agr
Ser
260

gga
Gly

aat
Agn

ckEk
Leu

otk
Lauw

510

558

E06

654

7Oz

750

75948

B45

a4

S42

9540

10348

i0aa

1134



cat
His
125

tca
S5a&r

=
Fhe

agg
Arg

aga
Arg

age
Ser
405

aaa
Lys

aakt
hern

aat
AEN

ate
I1la

gga
Gly
485

gga
Gly

gga
Gly

atg
Met

too
Ser

aca
Thr

gga
Gly
30

akqg
Met

gckt
Ala

goo
hla

atg
Met

Ect
Ser
470

ECL
Fhe

aaa
Lys

akg
Mok

gta
Val

ccg
Pro

gag
Glu
175

cac
Hie

cat
His

gca
Ala

cag
Gln

gg<
Gly

455

gag
Elu

oot
Fro

tce
Ser

ctatgtcoca
tgectcasac
tgggatttca
gtazceteoca
catgtgtcaa

ccagacaaac

(X1
Ser

ceo

gatc
Asp
1]

cat
Hia

aag
Lys

tta
Leu

cct
PFro

cca
Pro
410

Lag
Trp

cca
Pro

cca
Leu

goo
Bla

Eea
Ser

att
Ile
145

Lot
Ser

gac
hap

aaa
Lys

954
Gly

tEg
Lau
425

ate

Ils

acyg
Thr

atk
1le

cca
Pro

aag
Lys
310

=1 =4
Pro

cak
His

cag
Gln

aakt
nen

Lee
Ser
410

cct
Pro

cta
Leu

cck
Pro

caa
Gln

daa
Ly
& 50

aat
ABN

ggco
Gly

cas
His

cat
His

tat
Cys
355

tCa
Lieu

g9a
Gly

gaa
Giuw

999
Gly

goc
Ala
475

agk
Ser
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acg
Ile

cca
Fro

cat
His

cag
Glm
380

[ =4 =
Ser

Egc
Cys

CCT
Fro

aat
Ann

Lca
Ser
460

atg
Met

ackt
Thr

aaa aaa
Lya Lys

grg ggt
Val Gly
150

gac cat
Asp HMis
365

eEr akg
Leu Leouw

grg aga
Val Arg

acg gga
Thr Gly

act act
Thr Thr
4310

aat atk
Asn Ile
445

ggc otk
Gly Leu

cag agg
Gln Arg

teo gea
Zer Ala

tct
Ser
115

aac
Asn

tgg
Trp

b T-1:1
krg

aca
Thr

gak
REp
415

gea
hla

gg9a
Gly

g9a
Gly

cca
Pra

ackt
Thr
405

gga ggg act
Gly Gly Thr

aag aga atg
Lys Arg Met

Lt age ok
Phe Ser Pro
170

gakt aat cga
hep hsn Arg
R

gco ago agg
Ala Ser hrg
400

ate aaa =95
Ile Lys Arg

gga ttt gta
Gly Phe Val

aaz cga atg
AEn Arg Metc
450

cga gabt ggco
Arg Asp Gly
465

aag gga tta
Lys Gly Leu
480

act acc coco
Thr Thr Pro

cea
Pro

gtt
Val
EL

o999
Gly

gk
hla

caa
Gln

aga

Arg

gat
Gly
435

ctt

Leu

aag
Lys

g94
Gly

aat
Asn

taagaaaags aaagaagaaa tgtttbtacag actttattca

ttgttctaaa
aAacACCACTLCL
tcacaattca
gotatttcta
tﬂ¢tttttgﬂ
gtgagcacac

atgataacat
agoctooctta
tggtgctaaa
ggtataaaga
tgokbbtgoil
CCEECEﬂttt

gacttotgte
cbgeatacag
atgaaaacect
goagckbegte
aattcatgta
ctaaaaktggs

69

tttgaagcaa aaatctbacat
tococtgocata gtgagagaaa
ctgoactbta attttttteca
tctobtakttt actttagtet
[gtgtgoagt gotgcaatge
atagacagga aaagatcgog

act
Thr
340

cat
His

gct
Ala

gaa
Glu

aca
Thr

aga
ATg
420

gaa
Glu

cag
Gln

999
Gly

cte
Lew

gca
Ala
500

1182

L1230

1274

1326

1374

1422

1470

1518

1568

Lal4

1662

1714

1774
LEdd
1894
1954
2014
2074



<210> 2
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ttttatatca toccoctatcta ttgtaaccca
aacacatctt tgtttgaaag gottgtoaat
ggattttctg acagagtgat acccatcaat
tcacagttga caaacaacaa ttaatgtttc
tcgttgttat caccaadaaa aaaaaaaaaa

<211> 504

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 2

Met Glu Glu Leu Val His Asp Leu

1
Glu

Ile
Arg
Ser
G5

Glu
Met
Arg
wal
Val

145
Fro

Tyr
Ile
Glu
Lys
225
Ser
Rsp
Gly
Leu
Ser
iog

Leu

aly

Gln
Ser
Aryg
50

Glu
Ban
Leu
Gly
Gly
130
AsSp
Glu
Gln
Arg
Glu
210
Wal
Thr
Glu
Il=
hsp
290
Fhe

Ser

Thr

]
Ala Arg Gly Gly Fhe Ala
20
Cys Pro Leu Lys Arg Gln
a5 40
Ser Tyr Asn Val His His
55
Gly Ser Asp Ser Ser Leu
TO
His Asn Asn Asn Lys Lys
B85
Yal Ala Lys Arg Arg Fro
14ad
Lys Arg Pro Leu Trp His
11is 120
Rhsn Arg Thr Leu Arg Arg
135
Lew Pro Gln Asp Ile Sear
150
Gly Cys Arg Asp Gln Asp
165
Glu Phe Thr Lys Asn Lys
1a0
Gln Gly Pro Lys Ile Gln
195 200
Thr Asn Gln Thr Asn Lys
215
Ser Asp Glu Leu Met Ser
230
Asp Ala Gly Leu Phe Thr
245
Gln Ser Asp Trp Phe Tyr
260
Thr Gly Wal Val Pro Trp
275 2B0
Lye Asn Val Pro Asp Pro
285
Pro Leu Met Ser His Pro
310
Arg Leu His Gly Met Ser
325
Brao Thr Ser Met WVal Pro

aaagaccktac
ttcatattcoo
Cctcctatcct
ccttggatagt

Val
Glu
25

Ala
Pro
Glu
Asp
Ser
1405
Glu
Arg
ASn
Met
Val
185
ASp
hep
Glu

Asn

Glu
265

Trp
Val
Ser
Ser

Ile

Ser
10

Thr
hrg
Trp
Glu
His

S0
Ser

Arg
Lys
ASp
170
Lys
Glu
Lvs
Ser
Asp
250
Lys
Glu
Phe
ﬂrg
Lys

30
Pro

70

Ala
Gly
Lys
Glu
Pra
75

Sear
Asn
Asp
Lys
Arg
155
Ser
Lys
Gly
Met
ASP
235
Glu
Glu
Lys
Glu
ils

Asn

Gly

Leu
AED
Arg
Thr
&0

Ser
Asp
Leu
The
Val
144
Thr
Asp
Arg
Val
Glu
220
Ser
Gly
Ser
Glu
Sar
o0
Gly
Tle

Pro

Glu
His
45

Gly
Lys
Ser
Asn
hla
125
Lys
Met
Arg
Lys
Val
205
Cya
Ser
hArg
Gly
Asp
285
Ile
Phe
Lys

Val

Glu
Ser
30

Gly
His
Asp
Asp
Asn
110
Val

Arg

Ala
Leu
190
Leu
Glu
Ser

Gln

Gly
270
Pro
Leu
Gln
Liys

Gly

Ser
15

Arg
hrg
Cya
Ty¥E
Asp
Asn
Asp

Met

Gln

YT
175
Lys
Glu
Glu
Leu
Gly
255
Ala
Thr
Thr
Ala
Ser

335
Asn

catcgoatca gtgaagtceg
ttgaattggc ttcttggtga
tagacaatgt agtgtgaagt
tttgacaaaa ataaacctca

Ser
Ser
Liys
Lew
Arg
a0

Gln

Val

Ala
Fro
180
Gln
Ile
Ser
Gln
Ser
240
Asp
Cys
Clu
Cly
Arg
320
Gly

Lys

2134
21594
2254
2314
2345
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Arg Met

Val

340

His Phe

ERE

Ser Pro
170
hsn Arg
ias
Ser Arg

Lys Arg

Phe val

Gly
Ala
Glin
Arg

Gly

Ala Arg

Glu Arg

Ser
Thr

Gly
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PrS ASD
160
Glu His
375

His Lys

350

Thr Ser
405
Arg Lys
420

Glu Asn

435

Met
450
Cly

Arg

Asp
465

Gly Leu

Thr

<210>3
<211> 425
<212> DNA

Leu
Lys
Gly

Fro RAED

Gln ABD

Gly Ile

Met

Ala

Ala

Met

Ser

His

Ala Pro

Gla Pro
440
Gly Trp
455

Glu Pro

470

Leu Gly
485
mla Glv

500

<213> Homo Sapiens

<400> 3

gatcaagecket
&0
gtcaaaacat
120
tgtctaagga
180
attcaaggaa
240
grgatggtag
ioo
gtotactoca
360
cacacataca
420

aagag

425

<210> 4
<211>7
<212> DNA

[ o ok o o
cCaagggaaa
tagaaaattg
tatgaaakttg
gtcttttggg
ttttagaaac

Egaattaage

<213> Homo Sapiens

<400> 4

Phe

Lys

Pro Leu

Ser Ala

CCEECEEEEE
cattaatkbgt
atgggtatca
acaagccttt
ttacaataga
tggtgogtgt

asagcatocgg

145
ser His

Rep Gln

Lys Asn
Ser
410
Pro

Gly
Leu

435

Ile Leu

Thr Pro
Ile Gln

Fro Lys

450

ttttggataa
tgtttgtcaa
ctoctgtcaga
cadacaaaga
tagggatgat
gokcacgtet

aaagrattga

71

His
His
Cwe
385
Gly
Glu
cly
Ala

475
S5er

350

His hsp
165
Gln Len
3g0
Ser Val

Cys

Pro

His
Leu
hrg
Gly

Thr

Trp Fhe

Asp
Ala

400
Ile

Thr

Asp
415

Ala Gly

430

ASn ABD

445

Ser Gly

4540

Met Gln

Thr sSer

caacgatgag
ckbgtgaactk
aaabtcctcac
tgtgttegga
atassacaca
gbetgggeat

cacatgagac

Ile

Leu

Ala

Gly Asn

Gly Arg

Pro Lys

480

Thr Thr

‘4595

gtttatteet
cacactacat
caagaagcca
sttcactgat
Ehelad ol ol of atad o
tgcagcactg

taaaataaat
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aacatgg

T

<210> 5
<211> 320
<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 5

Met Asp
Glu Gln
Arg Gln

Ser Asp
50

Ser Glu

1

Fro Val

Hie Pro
Glu Ser

Arg Arg
130

aGln Lys

145

Lys Ser

Trp Thr
Phe Leu

Glu Gln
210
Sexr val
225
Arg Gln

Wwal Pro
His Cys

Asp Ser
250

Thr Arg
3405

<210>6
<211>42
<212> PRT

Glu
Asn
Gln
is

Phe
Ser
Thr
Ala
Asp
1is
Lys
Leu
Ala
Ser
Ser
185
Lys
Cys
Gly
Gly
Ser
275

Thr

Leu

Leu
Lys
20

Arg
Thr
Ser
Asn
Leu
1040
Ser
Wal
Lys
Lys
Ser
180
Lys
Gln
Ser
AEp
Phe
2e0
Glu

Phe

AET

<213> Homo Sapiens

Val
Lol
Arg
His
Leu
Phe
85

Asn
Fhe
Lys
Val
Lya
155
Gly
The
Gly
Ser
AR
245
Thr
Val

Leu

Arg

His
Gly
Gln
Leu
Asp
Ser
Ala
Thr
Arg
Ser
150
Gln
His
Gly
sSer
Ser
230
Glu
Val
Glu

Lau

Leu

3140

ASp
Glu
Leu
Ala
55

alu
Asp
Ile
Glu
Val
135
AsD
Arg
Gly
Arg
hAsp
215
hep
Gln
Bro
ﬂ.‘rg
Pro

285
Pro
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Leu
Leau

Arg
40

Glu
Ala
Ser
Val
Asn

120
Thr

Trp
Leuw
Leu
Lys
200
Glu
Thr
Sar
Asn
Mat
280

Ser

Gly

Ala
Trp
25

Lys
His
Thr
Rsp
Lys
105
Ser
Ser
Ser
Cys
185
Glu
Asn
Gly
Asp
Leu
285
Asp

Arg

Ala

Ser
10

Glu
Arg
Thr
Lys
hsp
50

Ser
Pro

31lu

Tyr
170
Glu
Arg
Met
Leu
Trp
250
Leu
Ser

Fro

kla

72

Ala
Glu
Arg
Cys
Asp
Thr
Lys
Cys
Val

Glu
155

TEp
Ser
Mat
Ser
Phe
235
Phe
Pro
3lw

nla

Bla
3ls

Leu
Met
Gly
Cys
&l

Cys
Het
Gln
Arg
Ala
140
Arg
Lys
Ala
Glu
Glu

220
Thr

Tvyr
Lyvs
Leu
Gln

300
Arg

Glu

Arg
45
Tyr

Val
His
Fro
125
Ala
Gly
Glu

Glu

Cyra
205
Cva
Asn
dlu
Trp

Asp
285
Arg

Cys

Gln
Leu
30

Lys
Ser
Glu

Bla

Ber

Thr
15
Ser

Glu
Val
Lys

%5
Trp

114 -

Leu
Ser
Cys
Ean
Aan
130
Glu
Glu

Aap

Rla
270
Liys
Cly

Leu

Arg
L
Arg
Thr
175
Arg
Thr
Thr
Glu
Glu
255
Pro
Phe
Tyr

ATg

Ser
Pro
Arg
Ala
Ala
go

AT
His
Arg
3ln
Phe
10
Fro
Thrx
Asp
Ser
Gly
240
Cys
Asp
Ser
His

Lys
320
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<400> 6

fer hsn Ile Gly Asn Lys Met Leu Gln Ala Met Gly Trp Arg Glu Gly
1 ] i0 15
Ser Gly Leu Gly Arg Lys Cys Gln Gly Ile Thr Ala Pro Ile Glu Ala

20 25 io
Cln Val Arg Leu Lys Gly Ala Gly Leu Gly
is 40
<210>7
<211> 44
<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Cebador

<400> 7

ttttgatcaa getttttttt tttttttttt ttttbtttttt tett
44

<210> 8

<211> 42

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Adaptador

<400> 8

ctaatacgac tcactatagg gctcgagcgg ccgcccggge ag
42

<210>9

<211> 12

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Adaptador

<400> 9
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ggccecgtcocct ag
12

<210> 10

<211> 40

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Adaptador

<400> 10

gtaatacgac tcactatagg gcagcgtggt cgcggccocgag
40

<210> 11

<211>10

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Adaptador

<400> 11

cggctcctag
10
<210> 12
<211> 22
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Cebador
<400> 12

ctaatacgac tcactatagg gc
22

<210> 13

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Cebador

<400> 13
tcgageocggeoc gocococgggcag ga
22

<210> 14

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador

<400> 14

agcgtggtcg cggccgagga
20

<210> 15

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador

<400> 15
atatcgcecge goctegtegtc gacaa
25

<210> 16

<211> 26

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador

<400> 16

agccacacgc agctcattgt agaagg
28

<210> 17
<211>24
<212> DNA
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador

<400> 17
gacttcactg atgcgatggt aggt
24

<210>18

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador

<400> 18

gtcaatactt tccgatgctt tgct
24

<210> 19

<211>9

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 19

Ser Ile Leu Thr Gly Ser Phe Pro Leu
1 5

<210> 20
<211>9
<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 20

Arg Met Leu Gln Asn Met Gly Trp Thr

<210> 21
<211>9
<212> PRT

<213> Homo Sapiens
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<400> 21

Leu Val His Asp Leu Val Ser Ala Leu
1 5

<210> 22

<211>9

<212> PRT

<213> Homo Sapiens
<400> 22

Ser Leu Ser Ser Thr Asp Ala Gly Leu
1 5

<210> 23

<211>9

<212> PRT

<213> Homo Sapiens
<400> 23

Lys Ile Gln Asp Glu Gly Val val Leu
1 5

<210> 24

<211>9

<212> PRT

<213> Homo Sapiens
<400> 24

Phe Val Gly Glu Asn Ala Gln Pro Ile
1 5

<210> 25

<211>9

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 25

Ile Leu Thr Gly Ser Phe Pro Leu Met
1 5

<210> 26
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<211>9
<212> PRT

<213> Homo Sapiens

Lys Met Glu Cys Glu Glu Gln Lys Val
1 5

<400> 26

<210> 27

<211>9

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 27

Lys Gly Leu Gly Leu Gly Phe Pro Leu
1 5

<210> 28
<211>9
<212> PRT
<213> Homo Sapiens
<400> 28
Gly Leu Gly Arg Asp Gly Lys Gly Ile

1 5
1
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REIVINDICACIONES

1. El uso de un vector viral que comprende el polinucleétido de secuencia SEC. ID N°: 1 para la preparacion de un
medicamento para originar una respuesta inmune frente a la proteina de SEC ID N°: 2.

2. El uso de la reivindicacion 1, en el que el vector viral se deriva de un virus seleccionado del grupo que consiste en
virus de la vacuna, virus de la viruela aviar, virus de la viruela del canario, adenovirus, virus de la gripe, virus de la
polio, virus adenoasociados, lentivirus y virus sindbus.

3. El uso de las reivindicaciones 1 0 2, en el que la respuesta inmune induce activacion de las células B que tiene
como resultado la produccion de anticuerpos, donde los anticuerpos producidos se unen especificamente a la pro(]
teina de SEC ID N°:2.

4. El uso de las reivindicaciones 1 o 2, en el que la respuesta inmune es la activacion de una célula T que es una
célula citotéxica (CTL), a través de lo cual la CTL activada elimina una célula autéloga que expresa la proteina de
SEC ID N°: 2.

5. El uso de las reivindicaciones 1 0 2, en el que la respuesta inmune es la activacion de una célula T que es una
célula T auxiliar (HTL), a través de lo cudl la HTL activada secreta citoquinas que facilitan la actividad citotdxia de
una CTL o la actividad productora de anticuerpos de una célula B.

6. Una composicion farmacéutica que comprende un vector viral que comprende el polinucleétido de SEC ID N°: 1
para la preparacion de un medicamento para generar una respuesta inmune frente a la proteina de SEC ID N°: 2.

7. La composicon farmacéutica de la reivindicacion 6, en la que el vector viral deriva de un virus seleccionado del
grupo que consiste en virus de la vacuna, virus de la viruela aviar, virus de la viruela del canario, adenovirus, virus de
la gripe, virus de la polio, virus adenoasoaciados, lentivirus y virus sindbus.

8. La composicion farmacéutica de la reivindicaciéon 6, en el que el vector viral deriva del virus de la viruela del canal
rio.

9. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 6, en el que el vector viral deriva del adenovirus.
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FIG. 1

GATCAAGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGGATAACAACGATGAGGTTTATTTTTGTCAAAACA
TCCAAGGGAAACATTAATTGTTGTTTGTCAACTGTGAACTTCACACTACATTGTCTAAGGATAGAAAAT
TGATGGGTATCACTCTGTCAGAAAATCCTCACCAAGAAGCCAATTCAAGGAATATGAARTTGACAAGCC
TTTCAAACAAAGATCTGTTCGGACTTCACTGATGCGATGGTAGGTCTTTTGGGTTACAATAGATAGGGA
TGATATAAAACACAATCTTTTCCTGTCTATTCCATTTTAGRAAACTGGTGGGTGTGCTCACGTTTGTCTG
GGCATTGCAGCACTGCACACATACATGAATTAAGCARAAGCATCGGAAAGTATTGACACATGAGACTARA
ATARAATAAGAG
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20 29 38

GAA GTC GCC GGT GCT GTT GTA GTT GGA
74 83 92

CCA GGC TCC TGG GTG TCG TTA ATG TTC
128 137 146

GCT CCA GCA GCC GGG AAC AGC TGG CAT
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CAT GAC CTT GTC TCA GCA TTG GAA GAG
H D L V S8 A L E E
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A E T G D H S R S
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R K R B 6 R _K R R
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D.Y R E N H N N N
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Q M L v A [K R R 9
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722 731
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2C
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MDELVHDLASALEQTSEQNKLG - - ELWEEMALSPRQORRQLRKRRGRKRRS -DFTHLAEH
MEELVHDLVSALEESSEQARCGFAETGDHSRSISCPLKRQARKRRGRKRRSYNVHHPWET
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FIG. 6
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FIG. 7
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