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DESCRIPCION
Variantes del antigeno de células madre de préstata (PSCA) y subsecuencias de las mismas

Campo técnico

La invencion descrita en el presente documento se refiere a genes y sus proteinas codificadas, denominadas PSCA,
expresadas en ciertos canceres, y a procedimientos de diagnostico y terapéuticos y a composiciones Utiles en el
tratamiento de canceres que expresan PSCA.

Antecedentes de la técnica

El cancer es la segunda causa principal de muerte humana junto a enfermedades coronarias. En todo el mundo,
miles de personas mueren de cancer cada afio. Solamente en los Estados Unidos, como ha notificado la Sociedad
Americana del Cancer, el cancer provoca la muerte de mas de medio millén de personas anualmente, con mas de
1,2 millones de nuevos casos diagnosticados cada afio. Mientras que las muertes de enfermedad coronaria han
estado reduciéndose significativamente, las resultantes de cancer generalmente estan en aumento. Se predice que
en la primera parte del préximo siglo el cancer se convertird en la principal causa de muerte.

En todo el mundo, varios canceres destacan como los principales causante de muerte. En particular, carcinomas de
pulmén, préstata, mama, colon, pancreas y ovario representan las principales causas de muerte por cancer. Estos y
virtualmente todos los demas carcinomas comparten una caracteristica letal comin. Con muy pocas excepciones, la
enfermedad metastasica de un carcinoma es letal. Ademas, incluso para los pacientes con cancer que inicialmente
sobreviven a sus canceres primarios, la experiencia habitual ha mostrado que sus vidas se alteran de forma drastica.
Muchos pacientes con cancer experimentan fuertes ansiedades impulsadas por la consciencia del potencial de
recurrencia o fallo de tratamiento. Muchos pacientes con cancer experimentan debilidades fisicas después del
tratamiento. Ademas, muchos pacientes con cancer experimentan recurrencia.

En todo el mundo, el cancer de prostata es el cuarto cancer mas prevalente en hombres. En Norteamérica y el Norte
de Europa, es con diferencia el cancer mas habitual en hombres y es la segunda causa de muerte por cancer en
hombres. En los Estados Unidos solamente, mas de 30.000 hombres mueren anualmente de esta enfermedad,
superado sélo por el cancer de pulmén. A pesar de la magnitud de estas cifras, no existe tratamiento eficaz para
cancer de préstata metastasico. La prostatectomia quirirgica, radioterapia, terapia de ablacion hormonal, castracién
quirdrgica y quimioterapia contintan siendo las principales modalidades del tratamiento. Desafortunadamente, estos
tratamientos son ineficaces para muchos y con frecuencia estan asociados con consecuencias no deseables.

Con respecto al diagnéstico, la falta de un marcador tumoral de prostata que pueda detectar de forma precisa
tumores localizados de etapa temprana sigue siendo una limitacién significativa en el diagndstico y tratamiento de
esta enfermedad. Aunque el ensayo de antigeno especifico de prostata de suero (PSA) ha sido una herramienta
muy util, sin embargo su especificidad y utilidad general se considera ampliamente insuficiente en varios aspectos
importantes.

El progreso en la identificacién de marcadores especificos adicionales para cancer de préstata ha mejorado por la
generacién de xenotrasplantes de cancer de prostata que pueden recapitular diferentes etapas de la enfermedad en
ratones. Los xenotrasplantes de LAPC (Cancer de Prostata de Los Angeles) son xenotrasplantes de cancer de
prostata que han sobrevivido al pase en ratones inmunodeficientes combinados graves (SCID) y han mostrado la
capacidad de imitar la transicion de dependencia de androgenos a independencia de andrégenos (Klein y col., 1997,
Nat. Med. 3: 402). Marcadores de cancer de prostata mas recientemente identificados incluyen PCTA-1 (Su y col.,
1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 7252), antigeno de membrana especifico de préstata (PSM) (Pinto y col., Clin
Cancer Res 1996 Sep 2 (9): 1445-51), STEAP (Hubert, y col., Proc Natl Acad Sci USA. 1999 Dec 7; 96(25): 14523-
8) y antigeno de células madre de prostata (PSCA) (Reiter y col., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 1735).

Aungque marcadores previamente identificados tales como PSA, PSM, PCTA y PSCA han facilitado intentos de
diagnosticar y tratar cancer de prostata, existe la necesidad de identificacion de marcadores adicionales y dianas
terapéuticas para canceres de prostata y relacionados para mejorar adicionalmente el diagnoéstico y la terapia.

El carcinoma de células renales (RCC) representa aproximadamente el 3 por ciento de los tumores malignos
adultos. Una vez que los adenomas alcanzan un diametro de 2 a 3 cm, existe potencial de malignidad. En el adulto,
los dos tumores renales malignos principales son adenocarcinoma de células renales y carcinoma de células
transicionales de la pelvis renal o uréter. La incidencia de adenocarcinoma de células renales se estima en mas de
29.000 casos en los Estados Unidos y mas de 11.600 pacientes murieron de esta enfermedad en 1998. El
carcinoma de células transicionales es menos frecuente, con una incidencia de aproximadamente 500 casos por afio
en los Estados Unidos.

La cirugia ha sido la terapia primaria para adenocarcinoma de células renales durante muchas décadas. Hasta
recientemente, la enfermedad metastasica ha sido refractaria para cualquier terapia sistémica. Con los recientes
desarrollos en terapias sistémicas, particularmente inmunoterapias, el carcinoma de células renales metastasico
puede enfocarse de forma agresiva en pacientes apropiados con una posibilidad de respuestas duraderas. Sin
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embargo, sigue existiendo una necesidad de terapias eficaces para estos pacientes.

De todos los nuevos casos de cancer en los Estados Unidos, el cancer de vejiga representa aproximadamente el 5
por ciento en los hombres (quinta neoplasia mas habitual) y 3 por ciento en las mujeres (octava neoplasia mas
habitual). La incidencia esta aumentando lentamente, de forma simultanea con una poblacién crecientemente mas
vieja. En 1998, hubo una estimaciéon de 54.500 casos, incluyendo 39.500 en hombres y 15.000 en mujeres. La
incidencia ajustada por edad en los Estados Unidos es 32 por 100.000 para hombres y 8 por 100.000 en mujeres. La
relacion hombre/mujer histérica de 3:1 puede reducirse en relacién con los patrones de tabaquismo en mujeres.
Hubo una estimacién de 11.000 muertes de cancer de vejiga en 1998 (7.800 en hombres y 3.900 en mujeres). La
incidencia del cancer de vejiga y la mortalidad aumentan fuertemente con la edad y seran un problema creciente a
medida que la poblacion se hace mas vieja.

La mayoria de los canceres de vejiga recurren en la vejiga. El cancer de vejiga se trata con una combinaciéon de
reseccion transuretral de la vejiga (TUR) y quimioterapia intravesicular o inmunoterapia. La naturaleza multifocal y
recurrente del cancer de vejiga sefiala las limitaciones de la TUR. La mayoria de los canceres invasivos de musculo
no se curan por TUR solamente. La cistectomia radical y derivacién urinaria es el medio mas eficaz para eliminar el
cancer pero porta un impacto innegable en la funcién urinaria y sexual. Continla existiendo la necesidad de
modalidades de tratamiento que sean beneficiosas para pacientes con cancer de vejiga.

Se estima que 130.200 casos de cancer colorrectal se produjeron en 2000 en los Estados Unidos, incluyendo 93.800
casos de cancer de colon y 36.400 de cancer rectal. Los canceres colorrectales son los terceros canceres mas
habituales en hombres y mujeres. Las tasas de incidencia se redujeron significativamente durante 1992-1996 (-2,1
% por afio). La investigacion sugiere que estas reducciones se han debido al aumento de la exploracion y retirada de
polipos, evitando la progresion de poélipos a canceres invasivos. Hubo una estimacion de 56.300 muertes (47.700 de
cancer de colon, 8.600 de cancer rectal) en 2000, lo que supone aproximadamente 11 % de todas las muertes por
cancer en Estados Unidos.

En la actualidad, la cirugia es la forma mas habitual de terapia para cancer colorrectal y para canceres que no se
han propagado, es con frecuencia curativa. Se administra quimioterapia, o quimioterapia mas radiacién, antes o
después de la cirugia a la mayoria de los pacientes cuyo cancer ha perforado en profundidad la pared del intestino o
se ha propagado a los ganglios linfaticos. En ocasiones es necesaria una colostomia permanente (creacién de una
abertura abdominal para eliminacion de residuos corporales) para cancer de colon y se requiere de forma
infrecuente para cancer rectal. ContinGa habiendo una necesidad de modalidades de diagnéstico y tratamiento
eficaces para el cancer colorrectal.

Se estima que hubo 164.100 nuevos casos de cancer de pulmén y bronquios en 2000, lo que supone el 14 % de
todos los diagndsticos de cancer de Estados Unidos. La tasa de incidencia de cancer de pulmén y bronquios se esta
reduciendo significativamente en hombres, de un maximo de 86,5 por 100.000 en 1984 a 70,0 en 1996. En los afios
90, la tasa de aumento entre mujeres comenzo a ralentizarse. En 1996, la tasa de incidencia en mujeres fue del 42,3
por 100.000.

El cancer de pulmén y de bronquios se estima que provocé 156.900 muertes en 2000, lo que supone el 28 % de
todas las muertes por cancer. Durante 1992-1996, la mortalidad de cancer de pulmon se redujo significativamente
entre hombres (-1,7 % por afio) mientras que las tasas para mujeres aun estaban aumentando significativamente
(0,9 % por afio). Desde 1997, han muerto mas mujeres cada afio de cancer de pulmén que de cancer de mama,
que, durante mas de 40 afios, fue la causa principal de muerte por cancer en mujeres. La reduccion de la incidencia
de cancer de pulmén y tasas de mortalidad resulté con mas probabilidad de las tasas del tabaquismo reducidas
durantes los 30 afios anteriores; sin embargo, la reduccion de los patrones de tabaquismo entre mujeres queda por
detras de la de los hombres. Es preocupante que aunque las reducciones de uso del tabaco en adultos se han
ralentizado, el uso del tabaco en jévenes estd aumentando de nuevo.

Las opciones de tratamiento para cancer de pulmén y de bronquios se determinan por el tipo y etapa del cancer e
incluyen cirugia, radioterapia y quimioterapia. Para muchos canceres localizados, la cirugia es habitualmente el
tratamiento de eleccion. Debido a que la enfermedad ya se ha propagado cuando se descubre, con frecuencia se
necesita radioterapia y quimioterapia en combinacién con cirugia. La quimioterapia sola o combinada con radiacion
es el tratamiento de eleccién para el cancer de pulmén de células pequefias; en este régimen, un gran porcentaje de
pacientes experimentan remision, que en algunos casos es de larga duracion. Existe, sin embargo, una necesidad
continuada de enfoques de tratamiento y diagnéstico eficaces para canceres de pulmén y de bronquios.

Se estima que se produjeran 182.800 casos invasivos nuevos de cancer de mama entre mujeres en los Estados
Unidos durante el 2000. Adicionalmente, se esperaba diagnosticar aproximadamente 1.400 nuevos casos de cancer
de mama en hombres en 2000. Después de aumentar aproximadamente 4 % por afio en los afios 80, las tasas de
incidencia de cancer de mama en mujeres se han nivelado en los 90 a aproximadamente 110,6 casos por 100.000.

Solamente en los Estados Unidos, hubo una estimacién de 41.200 muertes (40.800 mujeres, 400 hombres) en 2000
debido a cancer de mama. El cancer de mama se clasifica en segundo lugar entre las muertes por cancer en
mujeres. De acuerdo con los datos mas recientes, las tasas de mortalidad se redujeron significativamente durante
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1992-1996 con las mayores reducciones en mujeres jévenes, tanto blancas como negras. Estas reducciones fueron
probablemente el resultado de deteccién mas temprana y tratamiento mejorado.

Teniendo en cuenta las circunstancias médicas y las preferencias de los pacientes, el tratamiento de cancer de
mama puede implicar lumpectomia (retirada local del tumor) y retirada de los ganglios linfaticos debajo del brazo;
mastectomia (la retirada quirargica de la mama) y retirada de los ganglios linfaticos bajo el brazo; radioterapia;
guimioterapia; o terapia hormonal. Con frecuencia, se usan dos o mas procedimientos en combinacion. Numerosos
estudios han mostrado que, para enfermedad de etapa temprana, las tasas de supervivencia a largo plazo después
de lumpectomia mas radioterapia son similares a las tasas de supervivencia después de mastectomia radical
modificada. Avances significativos en técnicas de reconstruccién proporcionan varias opciones para reconstruccion
de mama después de la mastectomia. Recientemente, dicha reconstruccion se ha realizado a la vez que la
mastectomia.

La escision local de carcinoma ductal in situ (DCIS) con cantidades adecuadas de tejido de mama normal
circundante pueden evitar la recurrencia local del DCIS. La radiaciéon a la mama y/o tamoxifeno pueden reducir la
probabilidad de que se produzca DCIS en el tejido de mama restante. Esto es importante por que DCIS, si se deja
sin tratar, puede desarrollarse a cancer de mama invasivo. Sin embargo, existen efectos secundarios graves o
secuelas de estos tratamientos. Existe, por lo tanto, una necesidad de tratamientos de cancer de mama eficaces.

Se estima que se produjeron 23.100 nuevos casos de cancer de ovario en los Estados Unidos en 2000. Supone el 4
% de todos los canceres entre mujeres y se clasifica el segundo entre los canceres ginecoldgicos. Durante 1992-
1996 las tasas de incidencia de cancer de ovario estaban reduciéndose significativamente. Como consecuencia del
cancer de ovario, hubo una estimacién de 14.000 muertes en 2000. El cancer de ovario provoca mas muertes que
cualquier otro cancer del sistema reproductor femenino.

Las cirugia, radioterapia y quimioterapia son opciones de tratamiento para cancer de ovario. La cirugia
habitualmente incluye la retirada de uno o ambos ovarios, las trompas de Falopio (salingo-ooforectomia), y el Gtero
(histerectomia). En algunos tumores muy tempranos, solamente el ovario implicado se retirard, especialmente en
mujeres jovenes que desean tener hijos. En enfermedad avanzada, se realiza un intento de retirar toda la
enfermedad intraabdominal para potenciar el efecto de la quimioterapia. Continua existiendo una necesidad
importante de opciones de tratamiento eficaces para cancer de ovario.

Se estima que se produjeron 28.300 nuevos casos de cancer pancreatico en los Estados Unidos en 2000. Durante
los pasados 20 afios, las tasas de cancer pancreatico se han reducido en hombres. Las tasas entre mujeres han
permanecido aproximadamente constantes pero pueden estar empezando a reducirse. El cancer pancreatico
provocé una estimacion de 28.200 muertes en 2000 en los Estados Unidos. Durante los ultimos 20 afios, ha habido
una reduccion ligera pero significativa de las tasas de mortalidad entre los hombres (aproximadamente -0,9 % por
afio) mientras que las tasas han aumentado ligeramente entre mujeres.

Las cirugia, radioterapia y quimioterapia son opciones de tratamiento para cancer pancreatico. Estas opciones de
tratamiento pueden prolongar la supervivencia y/o aliviar sintomas en muchos pacientes pero no es probable que
produzcan una cura para la mayoria. Existe una necesidad significativa de opciones terapéuticas y de diagnostico
adicionales para cancer pancreatico.

La presente invencion se refiere a un gen, designado PSCA, que se ha descubierto que se sobreexpresa en
canceres. Los documentos WO 98/40403, WO 01/40309 y la Patente de Estados Unidos n° 6.258.939 describen
variantes de PSCA, anticuerpos para las mismas y usos terapéuticos de las mismas. El andlisis de expresion de
transferencia de Northern de la expresion del gen de PSCA en tejidos normales muestra un patrén de expresion
restringido en tejidos adultos. Se proporcionan las secuencias de nucleétidos (Figura 2) y aminoacidos (Figura 2 y
Figura 3) de PSCA. EIl perfil relacionado con tejido de PSCA en tejidos adultos normales, combinado con la
sobreexpresion observada en los tejidos enumerados en la Tabla I, muestra que PSCA se sobreexpresa de forma
aberrante en al menos algunos canceres y por lo tanto actia como una diana de diagnoéstico, profilactica, de
pronéstico y/o terapéutica Util para canceres del tejido o tejidos tales como los enumerados en la Tabla I.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere mas particularmente a deteccién de una variante de transcrito especifico no
desvelada previamente, PSCA v. 4 (SEC ID N°: 11; véase Tabla V(c) y Figura 2D) y variantes de nucleétido sencillo
identificadas de la misma. Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento in vitro
para detectar la presencia de un polinucleétido PSCA en una muestra de ensayo derivada de un individuo como un
indicador de la presencia de cancer que comprende:

poner en contacto la muestra con una sonda que se una especificamente al polinucledtido PSCA, y

detectar la unién de las sonda con el polinucleétido PSCA, seleccionandose el polinucleétido PSCA del
grupo que consiste en:

(a) un polinucleétido que comprende la secuencia de SEC ID N°: 11, desde el resto nucleotidico
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namero 424 hasta el 993;

(b) un polinucledtido que comprende la secuencia de SEC ID N°: 11, desde el resto nucleotidico
namero 424 hasta el 993, en la que el resto nucleotidico en 521 es T;

(c) un polinucleétido que comprende la secuencia de SEC ID N° 11, desde el resto nucleotidico
namero 424 hasta el 993, en la que el resto nucleotidico en 578 es C;

(d) un polinucleétido que comprende la secuencia de SEC ID N°: 11, desde el resto nucleotidico
numero 424 hasta el 993, en la que el resto nucleotidico en 649 es G;

(e) un polinucledtido que comprende la secuencia de SEC ID N°: 11, desde el resto nucleotidico
numero 424 hasta el 993, en la que el resto nucleotidico en 653 es T,;

(f) un polinucleétido que comprende la secuencia de SEC ID N° 11, desde el resto nucleotidico
namero 424 hasta el 993, en la que el resto nucleotidico en 721 es A,

(g) un polinucleétido que comprende la secuencia de SEC ID N°: 11, desde el resto nucleotidico
namero 424 hasta el 993, en la que el resto nucleotidico en 781 es A,

(h) un polinucleétido que comprende la secuencia de SEC ID N°: 11, desde el resto nucleotidico
namero 424 hasta el 993, en la que el resto nucleotidico en788 es G;

(i) un polinucledtido que comprende la secuencia de SEC ID N°: 11, desde el resto nucleotidico
numero 424 hasta el 993, en la que el resto nucleotidico en 989 es A; y

(i) un polinucleétido completamente complementario de un polinucleétido de uno cualquiera de (a)

a (i);

en el que la etapa de deteccion comprende comparar una cantidad de union de la sonda que se une
especificamente al polinucleétido PSCA con la cantidad de unién de la sonda con el polinucleétido en una
muestra de tejido normal correspondiente y en el que la presencia de polinucleétido PSCA elevado en la
muestra de ensayo en relaciéon con la muestra tisular normal proporciona un indicio de la presencia de
cancer.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento in vitro para detectar la presencia de una
proteina PSCA que tenga una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N°: 14, 11, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27 y 28 en una muestra de ensayo derivada de un individuo como un indicador de la presencia de cancer
que comprende:

poner en contacto la muestra con un anticuerpo o fragmento del mismo que se une especificamente a la
proteina PSCA vy detectar una cantidad de union del anticuerpo o fragmento del mismo con la proteina
PSCA en la muestra de ensayo y comparar la unién del anticuerpo o fragmento del mismo con la proteina
en una muestra de tejido normal, en la que la presencia de proteina PSCA elevada en la muestra de
ensayo en relacién con la muestra de tejido normal proporciona un indicio de la presencia de cancer.

La Solicitud de Patente de Estados Unidos Publicada 2003/023054 (Genentech) desvela una proteina secretada
humana PR0232, que tiene una secuencia 97 % idéntica a SEC ID N°: 14, 23, 24, 25, 26, 27 y 28 y 96 % idéntica a
SEC ID N°: 21 y 22. Aunque la expresion de polinucledtido PR0232 esta indicada en epitelio prostatico, no existe
ensefianza en la misma memoria descriptiva de ningiin medio de diagnoéstico de cancer. La proteina PR0232 se
indica solamente para mostrar homologia con un antigeno de superficie de células madre.

Breve descripcién de los dibujos

Figura 1. Omitida Intencionalmente.
Figura 2.

A) La secuencia de ADNc y aminoacidos de PSCA variante 1 (también llamada “PSCA v.1” o “PSCA
variante 1”) se muestra en la Figura 2A. La metionina de partida esta subrayada. La fase abierta de lectura
se extiende desde el acido nucleico 18-389 incluyendo el coddn de parada.

B) La secuencia de ADNc y aminoacidos de PSCA variante 2 (también llamada “PSCA v.2") se muestra en
la Figura 2B. El codon para la metionina de partida esta subrayado. La fase abierta de lectura se extiende
desde el &cido nucleico 56-427 incluyendo el coddn de parada.

C) La secuencia de ADNc y aminoacidos de PSCA variante 3 (también llamada “PSCA v.3") se muestra en
la Figura 2C. El codén para la metionina de partida esta subrayado. La fase abierta de lectura se extiende
desde el acido nucleico 423-707 incluyendo el coddn de parada.

D) La secuencia de ADNc y aminoacidos de PSCA variante 4 (también llamada “PSCA v.4") se muestra en
la Figura 2D. El codén para la metionina de partida esta subrayado. La fase abierta de lectura se extiende
desde el acido nucleico 424-993 incluyendo el codon de parada.

E) La secuencia de ADNc y aminoacidos de PSCA variante 5 (también llamada “PSCA v.5") se muestra en
la Figura 2E. El codon para la metionina de partida esta subrayado. La fase abierta de lectura se extiende
desde el acido nucleico 910-1479 incluyendo el codén de parada.

F) La secuencia de ADNc y aminoacidos de PSCA variante 6 (también llamada “PSCA v.6") se muestra en
la Figura 2F. El codén para la metionina de partida esta subrayado. La fase abierta de lectura se extiende
desde el acido nucleico 83-427 incluyendo el codén de parada.
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G) variantes de SNP de PSCA v.2, PSCA v.7 a v.18. Las proteinas PSCA v.7 a v.18 tienen 123
aminoacidos. Las variantes PSCA v.7 a v.18 son variantes con diferencia de nucleétido sencillo de PSCA
v.2 y codifican la misma proteina que v.2. Aunque estas variantes de SNP se muestran de forma separada,
también pueden aparecer en cualquier combinacion y en cualquiera de las variantes transcritas
enumeradas anteriormente en las Figuras 2A a 2F.

H) variantes de SNP de PSCA v.4, PSCA v.19 a v.30. Las proteinas PSCA v.19 a v.30 tienen 189
aminoacidos. Las variantes PSCA v.19 a v.30 son variantes con diferencia de nucleétido sencillo de PSCA
v.4. Las proteinas PSCA v.9, v. 10, v.11, v.24 y v.25 difieren de PSCA v.1 en un aminoacido. PSCA v.23,
v.28, v.29 y v.30 codifican la misma proteina que v.4. Aunque estas variantes de SNP se muestran de
forma separada, también pueden aparecer en cualquier combinacién y en cualquiera de las variantes de
transcrito v.3y v.4.

Figura 3.

A) La secuencia de aminoacidos de PSCA v.1 se muestra en la Figura 3A; tiene 123 aminoacidos.
B) La secuencia de aminoacidos de PSCA v.3 se muestra en la Figura 3B; tiene 94 aminoacidos.
C) La secuencia de aminoacidos de PSCA v.4 se muestra en la Figura 3C; tiene 189 aminoacidos.
D) La secuencia de aminoacidos de PSCA v.6 se muestra en la Figura 3D; tiene 114 aminoacidos.
E) La secuencia de aminoacidos de PSCA v.19 se muestra en la Figura 3E; tiene 189 aminoacidos.
F) La secuencia de aminoéacidos de PSCA v.20 se muestra en la Figura 3F; tiene 189 aminoécidos.
G) La secuencia de aminoacidos de PSCA v.21 se muestra en la Figura 3G; tiene 189 aminoacidos.
H) La secuencia de aminoacidos de PSCA v.22 se muestra en la Figura 3H; tiene 189 aminoacidos.
1) La secuencia de aminoacidos de PSCA v.24 se muestra en la Figura 3l; tiene 189 aminoacidos.
J) La secuencia de aminoacidos de PSCA v.25 se muestra en la Figura 3J; tiene 189 aminoacidos.
K) La secuencia de aminoacidos de PSCA v.26 se muestra en la Figura 3k; tiene 189 aminoacidos.
L) La secuencia de aminoacidos de PSCA v.27 se muestra en la Figura 3L; tiene 189 aminoécidos.

Como se usa en el presente documento, una referencia a PSCA incluye todas las variantes de la misma, incluyendo
las mostradas en las Figuras 2, 3, 10, 11y 12 a no ser que el contexto claramente indique otra cosa.

Figura 4. Alineamiento de PSCA v.4 con Antigeno de Células Madre de Prostata Humana (gi 27482160).

Figura 5. Figuras 5(a)-(c): Perfil de hidrofilia de aminoacidos de PSCA v.1, v.3 y v.4 determinado por analisis de
secuencia de algoritmo informatico usando el procedimiento de Hopp y Woods (Hopp T. P., Woods K. R., 1981.
Proc. Natl. Acad Sci. U.S.A. 78: 3824-3828) al que se accede en el sitio web ProtScale localizado en Internet en
(expasy.ch/cgi-bin/protscale.pl) a través del servidor de biologia molecular ExPasy.

Figura 6. Figuras 6(a)-(c): Perfil hidropatico de aminoacidos de PSCA v.1, v.3 y v.4 determinado por analisis de
secuencia de algoritmo informatico usando el procedimiento de Kyte y Doolittle (Kyte J., Doolittle R. F., 1982. J. Mol.
Biol. 157: 105-132) a los que se accede en el sito web ProtScale localizado en Internet en (.expasy.ch/cgi-
bin/protscale.pl) a través del servidor de biologia molecular ExPasy.

Figura 7. Figuras 7(a)-(c): Perfil aminoacidico del porcentaje de restos accesibles de PSCA v.1, v.3 y v.4
determinado por andlisis de secuencia de algoritmo informatico usando el procedimiento de Janin (Janin J., 1979
Nature 277:491-492) al que se accede en el sitio web ProtScale localizado en Internet en (.expasy.ch/cgi-
bin/protscale.pl) a través del servidor de biologia molecular ExPasy.

Figura 8. Figuras 8(a)-(c): Perfil aminoacidico de flexibilidad media de PSCA v.1, v.3 y v.4 determinado por analisis
de secuencia de algoritmo informatico usando el procedimiento de Bhaskaran y Ponnuswamy (Bhaskaran R., y
Ponnuswamy P. K., 1988. Int. J. Pept. Protein Res. 32: 242-255) al que se accede en el sitio web ProtScale
localizado en Internet en (.expasy.ch/cgi-bin/protscale.pl) a través del servidor de biologia molecular ExPasy.

Figura 9. Figuras 9(a)-(c): Perfil aminoacidico de giro beta de PSCA v.1, v.3 y v.4 determinado por andlisis de
secuencia de algoritmo informatico usando el procedimiento de Deleage y Roux (Deleage, G., Roux B. 1987 Protein
Engineering 1: 289-294) al que se accede en el sitio web ProtScale localizado en Internet en (.expasy.ch/cgi-
bin/protscale.pl) a través del servidor de biologia molecular ExPasy.

Figura 10. Composiciones de los exones de variantes de transcrito de PSCA. Los PSCA variantes v.2, v.3, v.4y v.5
son variantes de transcrito de v.1. La variante v.2 inicié la transcripcion 47 pb mas hacia el extremo 5’ que v.1. La
variante v.3 tenia un exdén mas corto 2 en comparacion con v.2. Las variantes v.4 y v.5 tenian un primer exén
alternativo. La variante 5 mantuvo el segundo intrébn en comparacién con v. 4. El orden de los exones potenciales en
el genoma humano se muestra en la parte inferior. No se muestran las colas de Poli A en la Figura. Los extremos de
los exones se muestran encima de las cajas. Los nimeros en “( )" debajo de las cajas corresponden a los de PSCA
v.2. Las longitudes de los intrones y exones no son proporcionales.

Figura 11. Figura 11(a): Alineamiento esquematico de variantes proteicas de PSCA. Las variantes proteicas
corresponden a variantes de nucleodtidos. Las variantes de nucleotidos PSCA v.2, v.7 a v.18 codificaron la misma
proteina que v.1. La variante v.5 codificaba la misma proteina que v.4 y la proteina v.3 era parte de v.4. Las
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variantes de nucledtidos de PSCA v.2, v.3, v.4 y v.5 eran variantes de transcrito de v.1, como se muestra en la
Figura 10. EI SNP en v.2 que no provoc6 cambio de codén en v.2 provocé un cambio de codén en v.3, v.4 y v.5. Las
diferencias de aminoacidos sencillos se indicaron encima de las cajas. Las cajas negras representan la misma
secuencia que PSCA v.1. Los nimeros debajo de la caja corresponden a PSCA v.1. Figura 11(b): Alineamiento
esquematico de variantes proteicas traducidas de variantes SNP de PSCA v.4. Las variantes proteicas corresponden
a variantes de nucledtidos. Las variantes de nucleétidos PSCA v.23, v.28, v.29 y v.30 codificaban la misma proteina
que v.4. SNP en v.4 que dio como resultado un cambio de aminoacido en v.4 y también dio como resultado un
cambio de aminoacido en v.5 y si aparece entre los aminoacidos 96-189, también en v.3. Las diferencias de
aminoéacidos sencillos se indicaron encima de las cajas. Las cajas negras representan la misma secuencia que
PSCA v.4. Los numeros debajo de la caja corresponden a PSCA v.4.

Figura 12. Figura 12(a): Alineamiento esquematico de variantes de SNP de PSCA v.2. Las variantes PSCA v.6 a
v.18 son variantes con diferencias de nucleétidos sencillos en comparacién con variante v.2. La variante v.6 cambi6
la ORF de 56-427 a 83-427. Aunque estas variantes de SNP se mostraron por separado, también podrian aparecer
en cualquier combinacion y en cualquier variante de transcrito, tal como v.4 mostrada en la Figura 12, que contenia
los pares de bases. Los nimeros corresponden a los de PSCA v.2. La caja negra muestra la misma secuencia que
PSCA v.2. Los SNP se indican encima de la caja. Figura 12(b): Alineamiento esquematico de variantes de SNP de
PSCA v.4. Las variantes PSCA v.19 a v.30 son variantes con diferencias de nucleétido sencillo en comparacion con
variante v.4 (ORF: 424-993). Aunque estas variantes SNP se mostraron por separado, también podrian aparecer en
cualquier combinacion y en cualquier variante de transcrito que contuviera los pares de bases, tal como v.5
mostrado en la Figura 10. Los numeros corresponden a los de PSCA v.4. La caja negra muestra la misma secuencia
que PSCA v.4. Los SNP se indican encima de la caja.

Figura 13. Prediccion de estructura secundaria y dominios transmembrana para variantes proteicas de PSCA.

Figuras 13A, 13B, 13C y 13D: La estructura secundaria de proteina PSCA variante 1 (SEC ID N°: 6), variante 3
(SEC ID N°: 10), variante 4 (SEC ID N°: 14), y variante 6 (SEC ID N°: 20) (Figuras A-D, respectivamente) se
predijeron usando el procedimiento de Red Neural Jerarquica, HNN (NPS@: Network Protein Sequence Analysis
TIBS marzo de 2000 Vol. 25, N° 3 [291]: 147-150 Combet C., Blanchet C., Geourjon C. y Deléage G.,
http://pbil.ibcp.fr/icgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_nn.html), al que se accede desde el servidor de biologia
molecular ExPasy localizado en Internet en (.expasy.ch/tools/). Este procedimiento predice la presencia y
localizacién de hélices alfa, hebras extendidas y bucles aleatorios a partir de la secuencia proteica primaria. También
se enumera el porcentaje de cada proteina en una estructura secundaria dada.

Figuras 13E, 13G, 13I, y 13K: Representacién esquematica de la probabilidad de existencia de regiones
transmembrana de variantes de PSCA 1, 3, 4y 6, respectivamente basandose en el algoritmo TMpred de Hofmann y
Stoffel que utiliza TMBASE (K. Hofinann, W. Stoffel. TMBASE - A database of membrane spanning protein segments
Biol. Chem. Hoppe-Seyler 374: 166, 1993). Figuras 13F, 13H, 13J y 13L: Representacion esquematica de la
probabilidad de existencia de regiones transmembrana de PSCA variante 1, basandose en el algoritmo TMHMM de
Sonnhammer, von Heijne, y Krogh (Erik L. L. Sonnhammer, Gunnar von Heijne, y Anders Krogh: A hidden Markov
model for predicting transmembrane helices in protein sequences. In Proc. of Sixth Int. Conf. on Intelligent Systems
for Molecular Biology, p 175-182 Ed J. Glasgow, T. Littlejohn, F. Major, R. Lathrop, D. Sankoff, y C. Sensen Menlo
Park, CA: AAAI Press, 1998). Se accede a los algoritmos TMpred y TMHMM desde el servidor de biologia molecular
ExPasy (http://www.expasy.ch/tools/).

Figura 14. Expresion de variantes de PSCA. Figura 14(A ). Se disefiaron cebadores para diferenciar entre PSCA
v.1/v.2/v.4, PSCA v.3 y PSCA v.5. PSCA v.1/v.2/v.4 conducen a un producto de PCR de 425 pb, PSCA v.3 conduce
a un producto de PCR de 300 pb, mientras que PSCA v.5 conduce a un producto de PCR de 910 pb de tamafio.
Figura 14(B): Se prepard6 ADNc de primera cadena a partir de vejiga, cerebro, corazén, rifién, higado, pulmon,
prostata, bazo, misculo esquelético, testiculo, pancreas, colon, estbmago normal, grupos de cancer de préstata,
cancer de vejiga, cancer de rifién, cancer de colon, cancer de pulmon, cancer de ovario, cancer de mama,
metastasis cancerosa y cancer de pancreas. Se realizd normalizacion por PCR usando cebadores para actina. Se
realiz6 PCR semicuantitativa, usando los cebadores especificos variantes en 30 ciclos de amplificacion. Los
resultados muestran la expresion de PSCA v.5 principalmente en cancer de mama, metastasis de cancer y cancer
de pancreas y a un nivel menor en cancer de colon y cancer de pulmén. El producto de PCR PSCA v.1/v.2/v.4 se
detectd en cancer de préstata, cancer de vejiga, cancer de rifion, cancer de colon, cancer de pulmon, cancer de
ovario, cancer de mama, metastasis de cancer y cancer de pancreas. Entre los tejidos normales, se detectd
producto de PCR PSCA v.1/v.2/v.4 solamente en prostata, estbmago y a un nivel inferior en rifion y pulmén, mientras
gue no se detectdé PSCA v.5 en ningun tejido normal. No se detect6 producto detectado de PCR PSCA v.3 en
ninguna de las muestras ensayadas.

Figura 15. Expresion de PSCA v.4 y PSCA v.5. Figura 15(A): Se disefiaron cebadores para diferenciar entre PSCA
v.4 y PSCA v.5. PSCA v.4 conduce a un producto de PCR de 460 pb, mientras que PSCA v.5 conduce a un
producto de PCR de 945 pb de tamafio. Figura 15(B): Se preparé ADNc de primera cadena a partir de vejiga,
cerebro, corazon, rifion, higado, pulmén, prostata, bazo, masculo esquelético, testiculo, pancreas, colon, estbmago
normal, grupos de cancer de préstata, cancer de vejiga y grupo multixenotrasplante (xenotrasplantes de cancer de
prostata, cancer de rifion y cancer de vejiga). Se realizé normalizacion por PCR usando cebadores para actina. Se
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realiz6 PCR semicuantitativa, usando los cebadores especificos variantes en 30 ciclos de amplificacién. Los
resultados muestras la expresion de PSCA v.4 en cancer de préstata, cancer de vejiga y grupo multixenotrasplante,
rifién normal y préstata. Se detecté PSCA v.5 solamente en prdstata normal y cancer de vejiga.

Descripcion detallada

Definiciones:

A no ser que se defina de otro modo, se pretende que todos los términos de la técnica, anotaciones y otros términos
o terminologia cientifica usados en el presente documento tengan los significados habitualmente entendidos por los
expertos en la materia a la que pertenece la presente invencién. En algunos casos, se definen en el presente
documento términos con significados habitualmente entendidos para mayor claridad y/o para una referencia facil, y
la inclusién de tales definiciones en el presente documento no deberia interpretarse necesariamente que represente
una diferencia sustancial frente a lo que se entiende generalmente en la técnica. Muchas de las técnicas y
procedimientos descritos o referidos en el presente documento se entienden bien y se emplean habitualmente
usando metodologia convencional por los expertos en la materia, tal como, por ejemplo, las metodologias de
clonaciéon molecular ampliamente utilizadas descritas en Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual
2° edicion (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y. Segun resulta apropiado, los
procedimientos que implican el uso de kits y reactivos disponibles en el mercado se llevan a cabo generalmente de
acuerdo con protocolos y/o parametros definidos por el fabricante a no ser que se indique de otro modo.

Las expresiones “cancer de prostata avanzado”, “cancer de préstata localmente avanzado”, “enfermedad avanzada”
y “enfermedad localmente avanzada” significan canceres de prdstata que se han extendido a través de la capsula
prostatica y se pretende que incluyan enfermedad de etapa C segun el sistema de la Asociacion Urol6gica
Americana (AUA), enfermedad de etapa C1 - C2 seguln el sistema Whitmore-Jewett y enfermedad de etapa T3 - T4
y N+ segun el sistema TNM (tumor, ganglio, metastasis). En general, no se recomienda cirugia para pacientes con
enfermedad localmente avanzada y estos pacientes tienen resultados sustancialmente menos favorables en
comparacion con pacientes que tienen cancer de prostata clinicamente localizado (confinado a 6rgano). La
enfermedad localmente avanzada se identifica clinicamente por pruebas palpables de induracion mas alla del borde
lateral de la préstata, o asimetria o induracion encima de la base de la prostata. El cancer de prostata localmente
avanzado se diagnostica en la actualidad patolégicamente después de prostatectomia radical si el tumor invade o
penetra la capsula prostatica, se extiende en el margen quirirgico o invade las vesiculas seminales.

Se pretende que “alterar el patrén de glucosilacién nativo” para los fines del presente documento signifique suprimir
uno o mas restos de carbohidratos hallados en PSCA de secuencia nativa (retirando el sitio de glucosilacion
subyacente o suprimiendo la glucosilacién por medios quimicos y/o enzimaticos) y/o afiadiendo uno o mas sitios de
glucosilacion que no estan presentes en la secuencia nativa de PSCA. Ademas, la frase incluye cambios cualitativos
en la glucosilacion de las proteinas nativas, que implican un cambio en la naturaleza y proporciones de los diversos
restos de carbohidratos presentes.

El término “andlogo” se refiere a una molécula que es estructuralmente similar o comparte atributos similares o
correspondientes con otra molécula (por ejemplo una proteina relacionada con PSCA). Por ejemplo, un analogo de
una proteina de PSCA puede unirse especificamente con un anticuerpo o linfocito T que se une especificamente a
PSCA.

El término “anticuerpo” se usa en el sentido mas amplio. Por lo tanto, un “anticuerpo” puede ser de origen natural o
artificial tal como anticuerpos monoclonales producidos por tecnologia de hibridoma convencional. Los anticuerpos
anti-PSCA comprenden anticuerpos monoclonales y policlonales asi como fragmentos que contienen el dominio de
unién a antigeno y/o una o mas regiones determinantes de complementariedad de estos anticuerpos.

Un “fragmento de anticuerpo” se define como al menos una parte de la regién variable de la molécula de
inmunoglobulina que se une a su diana, es decir, la regiéon de unién a antigeno. En una realizacion abarca
especificamente anticuerpos anti-PSCA sencillos y clones de los mismos (incluyendo anticuerpos agonistas,
antagonistas y neutralizadores) y composiciones de anticuerpo anti-PSCA con especificidad poliepitdpica.

La expresion “secuencias con codones optimizados” se refiere a secuencias de nucledtidos que se han optimizado
para una especie huésped particular reemplazando cualquier codon que tenga una frecuencia de uso de menos de
aproximadamente 20 %. Las secuencias de nucleétidos que se han optimizado para expresién en una especie
huésped dada por eliminacién de secuencias de poliadenilacion espurias, eliminacion de sefiales de corte y
empalme de exones/intrones, eliminacién de repeticiones de tipo transposén y/u optimizacién de contenido de GC
ademas de optimizacion de codones se denominan en el presente documento “secuencias de expresion
potenciada”.

Una “biblioteca combinatoria” es una coleccién de diversos compuestos quimicos generados por sintesis quimica o
sintesis biolégica combinando varios “componentes basicos” quimicos tales como reactivos. Por ejemplo, una
biblioteca quimica combinatoria lineal, tal como una biblioteca de polipéptidos (por ejemplo, muteina), se forma por
combinacién de un conjunto de componentes basicos quimicos llamados aminoacidos de todas las maneras
posibles para una longitud de compuesto dada (es decir, el nimero de aminoacidos en un compuesto polipeptidico).
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Se sintetizan numerosos compuestos quimicos a través de dicha mezcla combinatoria de componentes basicos
quimicos (Gallop y col., J. Med. Chem. 37(9): 1233-1251 (1994)).

La preparacion y exploracion de bibliotecas combinatorias se conocen bien por los expertos en la materia. Tales
bibliotecas quimicas combinatorias incluyen, pero sin limitacién, bibliotecas peptidicas (véase, por ejemplo, Patente
de Estados Unidos N° 5.010.175, Furka, Pept. Prot. Res. 37: 487-493 (1991), Houghton y col., Nature, 354: 84-88
(1991)), peptoides (Publicacién de PCT N° WO 91/19735), péptidos codificados (Publicacién de PCT WO 93/20242),
bio-oligbmeros aleatorios (Publicacién de PCT WO 92/00091), benzodiacepinas (Patente de Estados Unidos N°
5.288.514), diversémeros tales como hidantoinas, benzodiacepinas y dipéptidos (Hobbs y col., Proc. Nat. Acad Sci.
USA 90: 6909-6913 (1993)), polipéptido vinilogos (Hagihara y col., J. Amer. Chem. Soc. 114: 6568 (1992)),
peptidomiméticos no peptidicos con un armazon de Beta-D-Glucosa (Hirschmann y col., J. Amer. Chem. Soc. 114:
9217-9218 (1992)), sintesis organicas analogas de bibliotecas de compuestos pequefios (Chen y col., J. Amer.
Chem. Soc. 116: 2661 (1994)), oligocarbamatos (Cho, y col., Science 261: 1303 (1993)), y/o peptidil fosfonatos
(Campbell y col., J. Org. Chem. 59: 658 (1994)). Véase, generalmente, Gordon y col., J. Med. Chem. 37: 1385
(1994), bibliotecas de acidos nucleicos (véase, por ejemplo, Stratagene, Corp.), bibliotecas de éacidos péptido
nucleicos (véase, por ejemplo, Patente de Estados Unidos 5.539.083), bibliotecas de anticuerpos (véase, por
ejemplo, Vaughn, y col., Nature Biotechnology 14(3): 309-314 (1996), y documento PCT/US96/10287), bibliotecas de
carbohidratos (véase, por ejemplo, Liang y col., Science 274: 1520-1522 (1996), y Patente de Estados Unidos N°
5.593.853), y bibliotecas de moléculas organicas pequefias (véase, por ejemplo, benzodiazepinas, Baum, C&EN, 18
de enero, pagina 33 (1993); isoprenoides, Patente de Estados Unidos N° 5.569.588; tiazolidinonas y
metatiazanonas, Patente de Estados Unidos N° 5.549.974; pirrolidinas, Patente de Estados Unidos N° 5.525.735 y
5.519.134; compuestos de morfolino, Patente de Estados Unidos N° 5.506.337; benzodiazepinas, Patente de
Estados Unidos N° 5.288.514; y similares).

Estan disponibles en el mercado dispositivos para la preparacion de bibliotecas combinatorias (véase, por ejemplo,
357 NIPS, 390 NIPS, Advanced Chem Tech, Louisville KY; Symphony, Rainin, Woburn, MA; 433A, Applied
Biosystems, Foster City, CA; 9050, Plus, Millipore, Bedford, NIA). También se han desarrollado varios sistemas
robdticos bien conocidos para quimicas de fase en solucién. Estos sistemas incluyen estaciones de trabajo
automaticas tales como el aparato de sintesis automatica desarrollado por Takeda Chemical Industries, LTD.
(Osaka, Japén) y muchos sistemas roboticos que utilizan brazos robdticos (Zymate H, Zymark Corporation,
Hopkinton, Mass.; Orca, Hewlett-Packard, Palo Alto, Calif.), que imitan las operaciones sintéticas manuales
realizadas por un quimico. Cualquiera de los dispositivos anteriores es adecuado para su uso con la presente
invencion. La naturaleza e implantacion de modificaciones a estos dispositivos (si los hubiera) de modo que puedan
actuar como se analiza en el presente documento resultara evidente para los expertos en la materia relevante.
Ademas, estan disponibles en el mercado numerosas bibliotecas combinatorias en si mismas (véase, por ejemplo,
ComGenex, Princeton, NJ; Asinex, Moscu, RU; Tripos, Inc., St. Louis, MO; ChemStar, Ltd, Moscu, RU; 3D
Pharmaceuticals, Exton, PA; Martek Biosciences, Columbia, MD; etc.).

La expresion “agente citotoxico” se refiere a una sustancia que inhibe o previene la actividad de expresién de
células, funciéon de células y/o provoca la destrucciéon de células. Se pretende que la expresion incluya agentes
guimioterapéuticos de isotopos radiactivos y toxinas tales como toxinas de moléculas pequefias o toxinas
enzimaticamente activas de origen bacteriano, fangico, vegetal o animal, incluyendo fragmentos y/o variantes de los
mismos. Los ejemplos de agentes citotdxicos incluyen, pero sin limitacién auristatinas, auromicinas, maitansinoides,
itrio, bismuto, ricina, cadena A de ricina, combrestatina, duocarmicinas, dolostatinas, doxorrubicina, daunorrubicina,
taxol, cisplatino, cc1065, bromuro de etidio, mitomicina, etopdsido, tenopdsido, vincristina, vinblastina, colchicina,
dihidroxi antracin diona, actinomicina, toxina diftérica, exotoxina de Pseudomonas (PE) A, PE40, abrina, cadena A
de abrina, cadena A de modeccina, alfa-sarcina, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina, curicina,
crotina, caliqueamicina, inhibidor de Saponaria officinalis y glucocorticoide ¥ otros agentes quimioterapéuticos, asi
como radiois()topos tales como A, 1% 1'% ¥ Re'® Re'® sm™3 Bi** 0 ?*%, P> e is6topos radiactivos de Lu
incluyendo Lu*”’. Los anticuerpos también pueden conjugarse con una enzima activadora de profarmaco
antineoplasico capaz de convertir el profarmaco a su forma activa.

Se hace referencia en ocasiones al “producto génico” en el presente documento como una proteina o ARNm. Por
ejemplo, se hace referencia en ocasiones a un “producto génico de la invencién” en el presente documento como
una “secuencia de aminoacidos cancerosa”, “proteina cancerosa”, “proteina de un cancer enumerado en la Tabla I”,
un “ARNm de cancer”, “ARNm de un cancer enumerado en la Tabla I”, etc. En una realizacién, la proteina de cancer
esta codificada por un acido nucleico de la Figura 2. La proteina de cancer puede ser un fragmento o, como
alternativa, puede ser la proteina de longitud completa para el fragmento codificado por los acidos nucleicos de la
Figura 2. En una realizacion, se usa una secuencia de aminoacidos de cancer para determinar identidad o similitud
de secuencia. En otra realizacion, las secuencias son variantes alélicas de origen natural de una proteina codificada
por un acido nucleico de la Figura 2. En otra realizacién, las secuencias son variantes de secuencia como se
describen adicionalmente en el presente documento.

Se conocen bien por los expertos en la materia ensayos de “exploracién de alto rendimiento” con respecto a la
presencia, ausencia, cuantificacion u otras propiedades de acidos nucleicos o productos proteicos particulares. De
forma similar, se conocen bien ensayos de union y ensayos de gen indicador. Por lo tanto, por ejemplo, la Patente
de Estados Unidos N° 5.559.410 desvela procedimientos de exploracion de alto rendimiento para proteinas; la
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Patente de Estados Unidos N° 5.585.639 desvela procedimientos de exploracion de alto rendimiento para unién de
acido nucleico (es decir, en matrices); mientras que las Patentes de Estados Unidos N° 5.576.220 y 5.541.061
desvelan procedimientos de alto rendimiento de exploracién con respecto a union de ligando/anticuerpo.

Ademas, estan disponibles en el mercado sistemas de exploracion de alto rendimiento (véase, por ejemplo,
Amersham Biosciences, Piscataway, NJ; Zymark Corp., Hopkinton, MA; Air Technical Industries, Mentor, OH;
Beckman Instruments, Inc. Fullerton, CA; Precision Systems, Inc., Natick, MA; etc.). Estos sistemas tipicamente
automatizan procedimientos completos, incluyendo todo el pipeteo de muestra y reactivo, distribucion de liquidos,
incubaciones temporizadas y lecturas finales de la microplaca en detector o detectores apropiados para el ensayo.
Estos sistemas configurables proporcionan inicio rapido y de alto rendimiento asi como un alto grado de flexibilidad y
personalizacion. Los fabricantes de tales sistemas proporcionan protocolos detallados para diversos sistemas de alto
rendimiento. Por lo tanto, por ejemplo, Zymark Corp. proporciona boletines técnicos que describen sistemas de
exploracion para detectar la modulacion de transcripcién génica, union de ligando y similares.

El término “homologo” se refiere a una molécula que muestra homologia con otra molécula, por ejemplo, teniendo
secuencias de restos quimicos que son iguales o similares en posiciones correspondientes.

"Antigeno de Leucocitos Humanos” o “HLA” es una proteina del Complejo Mayor de Histocompatibilidad humano de
clase | o clase Il (MHC) (véase, por ejemplo, Stites, y col., Immunology, 8% Ed., Lange Publishing, Los Altos, CA
(1994)).

Los términos “hibridar”, “hibridacion”, “hibrida” y similares, usados en el contexto de polinucleétidos, pretenden
referirse a condiciones de hibridacion convencionales, preferentemente tales como hibridaciéon en formamida 50
%/SSC 6X / SDS 0,1 % / ADNmc 100 pg/ml, en las que las temperaturas para hibridacién estan por encima de 37
grados C y las temperaturas para lavado en SSC 0,1X/SDS 0,1 % estan por encima de 55 grados C.

Las frases “aislado” o “biolégicamente puro” se refieren a material que esta sustancialmente o esencialmente sin
componentes que normalmente acompafian al material como se encuentra en su estado nativo. Por lo tanto, los
péptidos aislados de acuerdo con la invencion preferentemente no contienen materiales normalmente asociados con
los péptidos en su ambiente in situ. Por ejemplo, se dice que un polinucledtido estad “aislado” cuando esta
sustancialmente separado de polinucledtidos contaminantes que corresponden o son complementarios a genes
distintos de los genes de PSCA o que codifican polipéptidos distintos del producto génico de PSCA o fragmentos del
mismo. Un experto en la materia puede emplear facilmente procedimientos de aislamiento de acidos nucleicos para
obtener un polinucleétido de PSCA aislado. Se dice que una proteina esta “aislada”’, por ejemplo, cuando se
emplean procedimientos fisicos, mecanicos o quimicos para retirar las proteinas de PSCA de constituyentes
celulares que normalmente estan asociados con la proteina. Un experto en la materia puede emplear facilmente
procedimientos de purificacion convencionales para obtener una proteina de PSCA aislada. Como alternativa, puede
prepararse una proteina aislada por medios quimicos.

El término “mamifero” se refiere a cualquier organismo clasificado como un mamifero, incluyendo ratones, ratas,
conejos, perros, gatos, vacas, caballos y seres humanos. En una realizacién de la invencion, el mamifero es un
raton. En otra realizacion de la invencidn, el mamifero es un ser humano.

Las expresiones “cancer de pristata metastasico” y “enfermedad metastasica” significan canceres de prostata que
se han propagado a ganglios linfaticos regionales o a sitios distantes y se pretende que incluyan enfermedad de
etapa D segun el sistema AUA y etapa TxNxM+ segun el sistema TNM. Como sucede con cancer de prostata
localmente avanzado, la cirugia generalmente no esta indicada para pacientes con enfermedad metastasica y la
terapia hormonal (ablacion de andrégenos) es una modalidad de tratamiento preferida. Los pacientes con cancer de
préstata metastasico con el tiempo desarrollan un estado refractario de andrégenos en un periodo de 12 a 18 meses
desde el inicio del tratamiento. Aproximadamente la mitad de esos pacientes refractarios para andrégenos mueren
en un periodo de 6 meses después del desarrollo de ese estado. El sitio mas habitual para metastasis de cancer de
préstata es el hueso. Las metastasis de hueso de cancer de préstata son con frecuencia osteoblasticas en lugar de
osteoliticas (es decir, dan como resultado formacion de hueso neta). Las metastasis de hueso se encuentran mas
frecuentemente en la espina dorsal, seguido del fémur, pelvis, caja toracica, craneo y himero. Otros sitios habituales
para metastasis incluyen ganglios linfaticos, pulmén, higado y cerebro. El cancer de prostata metastasico
tipicamente se diagnostica por linfadenectomia pélvica abierta o laparoscépica, exploraciones de radiontdclidos de
cuerpo completo, radiografias del esqueleto y/o biopsia de lesion ésea.

La expresién “modulador”, “compuesto de ensayo” o “candidato a farmaco” o equivalentes gramaticales como se
usan en el presente documento describen cualquier molécula, por ejemplo, proteina, oligopéptido, molécula organica
pequefia, polisacarido, polinucledtido, etc., para ensayar con respecto a la capacidad de alterar directa o
indirectamente el fenotipo de cancer o la expresion de una secuencia de cancer, por ejemplo, una secuencia de
proteina o de acido nucleico, o efectos de secuencias cancerosas (por ejemplo, sefializacién, expresion génica,
interaccién proteica, etc.). En un aspecto, un modulador neutralizard el efecto de una proteina cancerosa de la
invencion. Por “neutralizar” se entiende que una actividad de una proteina se inhibe o bloquea, junto con el efecto
consecuente en la célula. En otro aspecto, un modulador neutralizara el efecto de un gen, y su proteina
correspondiente, de la invencion normalizando los niveles de dicha proteina. En realizaciones preferidas, los
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moduladores alteran los perfiles de expresion, o proteinas o acidos nucleicos de perfil de expresién proporcionados
en el presente documento, o rutas efectoras corriente abajo. En una realizacion, el modulador suprime un fenotipo
de cancer, por ejemplo a una identificacion tisular normal. En otra realizacion, un modulador induce un fenotipo
canceroso. Generalmente, se procesa una pluralidad de mezclas de ensayo en paralelo con diferentes
concentraciones de agente para obtener una respuesta diferencial a las diversas concentraciones. Tipicamente, una
de estas concentraciones actlla como un control negativo, es decir, a concentracion cero o por debajo del nivel de
deteccion.

Los moduladores, candidatos a farmaco o compuestos de ensayo abarcan numerosas clases quimicas, aunque
tipicamente son moléculas organicas, preferentemente compuestos organicos pequefios que tienen un peso
molecular de mas de 100 y menos de aproximadamente 2.500 Dalton. Son moléculas pequefias preferidas las de
menos de 2000, menos de 1500, menos de 1000 o menos de 500 D. Los agentes candidatos comprenden grupos
funcionales necesarios para interaccion estructural con proteinas, particularmente enlace de hidrogeno, y
tipicamente incluyen al menos un grupo amina, carbonilo, hidroxilo o carboxilo, preferentemente al menos dos de los
grupos quimicos funcionales. Los agentes candidatos con frecuencia comprenden carbono ciclico o estructuras
heterociclicas y/o estructuras aromaticas o poliaromaticas sustituidas con uno o mas de los grupos funcionales
anteriores. Los moduladores también comprenden biomoléculas tales como péptidos, sacaridos, acidos grasos,
esteroides, purinas, pirimidinas, derivados, analogos estructurales o combinaciones de los mismos. Se prefieren
particularmente péptidos. Una clase de moduladores son péptidos, por ejemplo de aproximadamente 5 a
aproximadamente 35 aminoacidos, prefiriéndose de aproximadamente cinco a aproximadamente 20 aminoacidos y
prefiriéndose particularmente de aproximadamente 7 a aproximadamente 15. Preferentemente, la proteina
moduladora de cancer es soluble, incluye una regién no transmembrana y/o tiene una Cys N terminal para ayudar a
la solubilidad. En una realizacion, el extremo C terminal del fragmento se mantiene como un acido libre y el extremo
N terminal es una amina libre para ayudar en el acoplamiento, es decir, a cisteina. En una realizacion, una proteina
de cancer de la invencion se conjuga con un agente inmunogénico como se ha analizado en el presente documento.
En una realizacion, la proteina de cancer se conjuga con BSA. Los péptidos de la invencion, por ejemplo, de
longitudes preferidas pueden enlazarse entre si 0 cono otros aminoacidos para crear un péptido/proteina mas largo.
Los péptidos moduladores pueden ser productos de digestion de proteinas de origen natural como se ha perfilado
anteriormente, péptidos aleatorios o péptidos aleatorios “parciales”. En una realizacion preferida, los moduladores
basados en proteina/péptido son anticuerpos, y fragmentos de los mismos, como se define en el presente
documento.

Los moduladores de cancer también pueden ser acidos nucleicos. Los agentes moduladores de acido nucleico
pueden ser acidos nucleicos de origen natural, acidos nucleicos aleatorios o acidos nucleicos aleatorios “parciales”.
Por ejemplo, las digestiones de genomas procariotas o eucariotas pueden usarse en un enfoque analogo al perfilado
anteriormente para proteinas.

La expresion “anticuerpo monoclonal” se refiere a un anticuerpo obtenido de una poblacién de anticuerpos
sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos que comprenden la poblacién son idénticos excepto por
posibles mutaciones de origen natural que estan presentes en cantidades menores.

Un “motivo”, como en el motivo biolégico de una proteina relacionada con PSCA, se refiere a cualquier patron de
aminoacidos que forme parte de la secuencia primaria de una proteina, que estd asociada con una funcién
particular, (por ejemplo interaccién proteina-proteina, interaccién proteina-ADN, etc.) o modificacion (por ejemplo
que se fosforila, glucosila o amida) o localizacion (por ejemplo secuencia secretora, secuencia de localizaciéon
nuclear, etc.) 0 una secuencia que se correlaciona con ser inmunogénico, bien de forma humoral o bien de forma
celular. Un motivo puede ser contiguo o capaz de alinearse con ciertas posiciones que generalmente se
correlacionan con una cierta funcién o propiedad. En el contexto de motivos de HLA, “motivo” se refiere al patron de
restos en un péptido de longitud definida, habitualmente un péptido de aproximadamente 8 a aproximadamente 13
aminoacidos para un motivo de HLA de clase | y de aproximadamente 6 a aproximadamente 25 aminoacidos para
un motivo de HLA de clase Il, que se reconoce por una molécula de HLA particular. Los motivos peptidicos para
uniéon de HLA son tipicamente diferentes para cada proteina codificada por cada alelo de HLA humano y difieren en
el patrén de los restos de anclaje primarios y secundarios.

Un “excipiente farmacéutico” comprende un material tal como un adyuvante, un vehiculo, agentes de ajuste de pH y
tamponantes, agentes de ajuste de la tonicidad, agentes humectantes, conservante, y similares.

“Farmacéuticamente aceptable” se refiere a una composicibn no téxica, inerte y/o composiciébn que es
fisiolégicamente compatible con seres humanos u otros mamiferos.

El término “polinucledtido” significa una forma polimérica de nucleétidos de al menos 10 bases o pares de bases de
longitud, bien ribonucleétidos o bien desoxinucleétidos o una forma modificada de uno de los tipos de nucleétidos, y
pretende incluir formas mono y bicatenarias de ADN y/o ARN. En la técnica, este término con frecuencia se usa de
forma intercambiable con “oligonucleétido”. Un polinucleétido puede comprender una secuencia de nucledtidos
desvelada en el presente documento en la que timidina (T), como se muestra por Ejemplo en la Figura 2, también
puede ser uracilo (U); esta definicion concierne a las diferencias entre las estructuras quimicas de ADN y ARN, en
particular la observacion de que una de las cuatro bases principales en el ARN es uracilo (U) en lugar de timidina
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El término “polipéptido” significa un polimero de al menos aproximadamente 4, 5, 6, 7 u 8 aminoacidos. A lo largo de
la memoria descriptiva, se usan designaciones convencionales de tres letras o una letra para los aminoacidos. En la
técnica, este término se usa con frecuencia de forma intercambiable con “péptido” o “proteina”.

Un “resto de anclaje primario” del HLA es un aminoacido en una posicion especifica a lo largo de una secuencia
peptidica que se entiende que proporciona un punto de contacto entre el péptido inmunogénico y la molécula de
HLA. De uno a tres, habitualmente dos, restos de anclaje primarios de un péptido de longitud definida generalmente
definen un “motivo” para un péptido inmunogénico. Se entiende que estos restos se ajustan en contacto cercano con
el surco de unién a péptidos de una molécula de HLA, con sus cadenas laterales enterradas en bolsillos especificos
del surco de union. En una realizacion, por ejemplo, los restos de anclaje primarios para una molécula de HLA de
clase | se localizan en la posicion 2 (desde la posicion amino terminal) y en la posicidn carboxilo terminal de un
epitopo peptidico de 8, 9, 10, 11 6 12 restos de acuerdo con la invencién. Como alternativa, en otra realizacion, los
restos de anclaje primarios de un péptido que se une a una molécula de clase Il se espacian entre si, en lugar de en
relacién con los extremos de un péptido, siendo el péptido generalmente de al menos 9 aminoéacidos de longitud. Por
ejemplo, pueden crearse péptidos analogos alterando la presencia o ausencia de restos particulares en las
posiciones de anclaje primarias y/o secundarias. Tales analogos se usan para modular la afinidad de unién y/o
cobertura de la poblacién de un péptido que comprende un motivo o supermotivo de HLA particular.

Los “radiois6topos” incluyen, pero sin limitacion los siguientes (también se exponen usos ejemplares no limitantes):

**Ejemplos de is6topos médicos:

Isétopo Descripcion de uso

Actinio-225 (AC-225) Véase Torio-229 (Th-229)

Actinio-227 (AC-227) Precursor de Radio-223 (Ra-223) que es un emisor alfa usado para tratar metastasis en
el esqueleto resultantes de cancer (es decir, canceres de mama y préstata) y

radioinmunoterapia de cancer

Bismuto-212 (Bi-212) Véase Torio-228 (Th-228)

Bismuto-213 (Bi-213) Véase Torio-229 (Th-229)

Cadmio-109 (Cd-109) Deteccion de cancer

Cobalto-60 (Co-60) Fuente de radiacion para radioterapia de cancer, para irradiadores de alimentos y para

esterilizacién de suministros médicos

Cobre-64 (Cu-64)

Cobre-67 (Cu-67)

Disprosio-166 (Dy-166)
Erbio-169 (Er-169)

Europio-152 (Eu-152)

Europio-154 (Eu-154)

Gadolinio-153 (Gd-153)
Oro-198 (Au-198)

Holmio-166 (Ho-166)

Un emisor de positrones usado para terapia de cancer y formacion de imagenes de
SPECT

Emisor de beta/gamma usado en radioinmunoterapia de cancer y estudios de
diagnostico (es decir, canceres de mama y colon, y linfoma)

Radioinmunoterapia de cancer

Tratamiento de artritis reumatoide particularmente para las articulaciones pequefas
asociadas con dedos

Fuente de radiacion para irradiaciéon de alimentos y para esterilizacién de suministros
médicos

Fuente de radiacion para irradiacion de alimentos y para esterilizacién de suministros
médicos

Deteccion de osteoporosis y dispositivos de garantia de calidad médica nuclear
Implante y terapia intracavitaria de canceres de ovario, de préstata y de cerebro

Tratamiento de mieloma mdltiple en terapia esquelética dirigida, radioinmunoterapia de
cancer, ablacion de médula 6sea y tratamiento de artritis reumatoide
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(continuacion)

Is6topo

Descripcion de uso

Yodo -125 (I-125)

Yodo -131 (I-131)

Iridio-192 (Ir-192)

Lutecio-177 (Lu-177)

Molibdeno-99 (Mo-99)

Osmio-194 (0Os-194)
Paladio-103 (Pd-103)
Platino-195m (Pt-195m)

Fosforo-32 (P-32)

Fosforo-33 (P-33)

Radio-223 (Ra-223)

Renio-186 (Re-186)

Renio-188 (Re-188)

Rodio-105 (Rh-105)
Samario-145 (Sm-145)
Samario-153 (Sm-153)
Escandio-47 (Sc-47)

Selenio-75 (Se-75)

Estroncio-85 (Sr-85)

Deteccion de osteoporosis, formacion de imagenes de diagndstico, farmacos
indicadores, tratamiento de cancer de cerebro, radiomarcadores, formadores de
imagenes de tumores, mapeo de receptores en el cerebro, terapia de radiacion
intersticial, braquiterapia para tratamiento de cancer de préstata, determinacion de tasa
de filtracion glomerular (GFR), determinacién de volumen de plasma, deteccion de
trombosis de vena profunda de las piernas

Evaluacion de la funcion tiroidea, deteccion de enfermedad tiroidea, tratamiento de
cancer de tiroides asi como otras enfermedades de tiroides no malignas (es decir,

enfermedad de Graves, bocio e hipertiroidismo), tratamiento de leucemia, linfoma y
otras formas de cancer (por ejemplo, cancer de mama) usando radioinmunoterapia

Braquiterapia, tratamiento de tumor de la médula espinal y cerebro, tratamiento de
arterias bloqueadas (es decir, arteriosclerosis y reestenosis), e implantes para tumores
de mamay de prostata

Radioinmunoterapia de cancer y tratamiento de arterias bloqueadas (es decir,
arteriosclerosis y reestenosis)

Precursor de Tecnecio-99m (Tc-99m) que se usa para formacion de imagenes del
cerebro, higado, pulmones, corazén y otros 6rganos. En la actualidad, Tc-99m es el
radiois6topo mas ampliamente usado que se usa para formacion de imagenes de
diagndstico de diversos canceres y enfermedades que implican el cerebro, corazén,
higado, pulmones; también se usa en deteccién de trombosis de vena profunda de las
piernas

Radioinmunoterapia de cancer
Tratamiento de cancer de prostata
Estudios de biodistribucion y metabolismo de cisplatino, un farmaco quimioterapéutico

Tratamiento de policitemia rubra vera (enfermedad de células sanguineas) y leucemia,
diagndstico/tratamiento de cancer de hueso; tratamiento de cancer de colon,
pancreatico y de higado; radiomarcaje de acidos nucleicos para investigacion in vitro,
diagnéstico de tumores superficiales, tratamiento de arterias bloqueadas (es decir,
arteriosclerosis y reestenosis), y terapia intracavitaria

Tratamiento de leucemia, diagnéstico/tratamiento de enfermedad 6sea, radiomarcaje y
tratamiento de arterias bloqueadas (es decir, arteriosclerosis y reestenosis)

Véase Actinio-227 (Ac-227)

Alivio del dolor de cancer de hueso, tratamiento de artritis reumatoide y diagnéstico y
tratamiento de linfoma y canceres de hueso, mama, colon e higado usando
radioinmunoterapia

Diagndstico y tratamiento de cancer usando radioinmunoterapia, alivio de dolor de
cancer de hueso, tratamiento de artritis reumatoide y tratamiento de cancer de prostata

Radioinmunoterapia de cancer

Tratamiento de cancer ocular

Radioinmunoterapia de cancer y alivio de dolor de cancer de hueso
Radioinmunoterapia de cancer y alivio de dolor de cancer de hueso

Radioindicador usado en estudios del cerebro, formacion de imagenes de la corteza
suprarrenal por gamma-escintigrafia, localizaciones laterales de tumores que secretan
esteroides, exploracién pancreatica, deteccion de glandulas paratiroideas hiperactivas,
medir la tasa de pérdida de acido biliar del grupo endégeno

Deteccion de cancer de hueso y exploraciones cerebrales
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(continuacion)

Is6topo

Descripcion de uso

Estroncio-89 (Sr-89)

Tecnecio-99m (Tc-99m)

Torio-228 (Th-228)

Torio-229 (Th-229)

Tulio-170 ( Tm-170)

Estafio-117m (Sn-117m)

Tungsteno-188 (W-188)

Xenon-127 (Xe-127)

Iterbio-175 (Yb-175)
Itrio-90 (Y-90)

Itrio-91 (Y-91)

Alivio del dolor de cancer de hueso, tratamiento de mieloma mudltiple y terapia
osteoblastica

Véase Molibdeno-99 (Mo-99)

Precursor de Bismuto-212 (Bi-212) que es un emisor alfa usado en radioinmunoterapia
de céancer

Precursor de Actinio-225 (Ac-225) y precursor previo de Bismuto-213 (Bi-213) que son
emisores alfa usados en radioinmunoterapia de cancer

Fuente de gamma para irradiadores de sangre, fuente de energia para dispositivos
médicos implantados

Inmunoterapia de cancer y alivio de dolor de cancer de huesos

Precursor de Renio-188 (Re-188) que se usa para diagndstico/tratamiento de cancer,
alivio de dolor de cancer de hueso, tratamiento de artritis reumatoide y tratamiento de
arterias bloqueadas (es decir, arteriosclerosis y reestenosis)

Formacion de imagenes neuronales de trastornos del cerebro, estudios de SPECT de
alta resolucion, ensayos de funcion pulmonar y estudios de flujo sanguineo cerebral

Radioinmunoterapia de cancer

Microsemillas obtenidas de irradiacion con Itrio-89 (Y-89) para tratamiento de cancer de
higado

Un marcador emisor de gamma para Itrio-90 (Y-90) que se usa para radioinmunoterapia

de céancer (es decir, linfoma, canceres de mama, de colon, de rifién, de pulmédn, de
ovario, de prostata, pancreatico y de higado inoperable)

Por “aleatorio” o equivalentes gramaticales como se aplican en el presente documento a acidos nucleicos y
proteinas se entiende que cada acido nucleico y péptido consiste en nucleétidos y aminoacidos esencialmente
aleatorios, respectivamente. Estos péptidos aleatorios (0 acidos nucleicos, analizados en el presente documento)
pueden incorporar cualquier nucleétido o aminoacido en cualquier posiciéon. El procedimiento sintético puede
disefiarse para generar proteinas o acidos nucleicos aleatorios, para permitir la formacion de todas o la mayoria de
las combinaciones posibles sobre la longitud de la secuencia, formando de este modo una biblioteca de agentes
proteicos bioactivos candidatos aleatorios.

En una realizacién, una biblioteca es “completamente aleatoria”, sin preferencias de secuencia o constantes en
ninguna posicién. En otra realizacién, a biblioteca es una biblioteca “aleatoria parcial”. Es decir, algunas posiciones
dentro de la secuencia se mantienen constantes, o se seleccionan de un numero limitado de posibilidades. Por
ejemplo, los restos nucleotidicos 0 aminoacidicos se seleccionan de forma aleatoria dentro de una clase definida,
por ejemplo, de aminoacidos hidrofobos, restos hidrofilos, restos estéricamente parciales (grandes o pequefios),
para la creacion de dominios de unién a acido nucleico, la creacion de cisteinas, para reticulacion, prolinas para
dominios de SH-3, serinas, treoninas, tirosinas o histidinas para sitios de fosforilacion, etc., o0 a purinas, etc.

Una molécula de ADN o ARN “recombinante” es una molécula de ADN o ARN que se ha sometido a manipulacion
molecular in vitro.

Los ejemplos no limitantes de moléculas pequefias incluyen compuestos que se unen o interaccionan con PSCA,
ligandos que incluyen hormonas, neuropéptidos, quimiocinas, odorantes, fosfolipidos y equivalentes funcionales de
los mismos que se unen y preferentemente inhiben la funcién de la proteina PSCA. Tales moléculas pequefias no
limitantes preferentemente tienen un peso molecular de menos de aproximadamente 10 kDa, mas preferentemente
por debajo de aproximadamente 9, aproximadamente 8, aproximadamente 7, aproximadamente 6,
aproximadamente 5 o aproximadamente 4 kDa. En ciertas realizaciones, las moléculas pequefias se asocian
fisicamente con, o0 se unen a, proteina PSCA; no se encuentran en rutas metabdlicas de origen natural; y/o son mas
solubles en soluciones acuosas que en no acuosas.

La “rigurosidad” de las reacciones de hibridacion se puede determinar facilmente por un experto en la materia, y
generalmente es un céalculo empirico dependiente de la longitud de la sonda, temperatura de lavado y concentracién
salina. En general, sondas mas largas requieren temperaturas mas altas para hibridacién apropiada, mientras que
sondas mas cortas necesitan temperaturas mas bajas. La hibridacion depende en general de la capacidad de las
secuencias de &cido nucleico desnaturalizadas para volver a hibridar cuando estan presentes hebras
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complementarias en un ambiente por debajo de su temperatura de fusion. Cuanto mayor sea el grado de homologia
deseada entre la sonda y la secuencia hibridable, mayor es la temperatura relativa que puede usarse. Como
resultado, se deduce que temperaturas relativas mas altas tenderian a hacer las condiciones de reaccion mas
rigurosas, mientras que temperaturas mas bajas las harian menos. Para detalles adicionales y explicacion de
rigurosidad de las reacciones de hibridacion, véase Ausubel y col., Current Protocols in Molecular Biology, Wiley
Interscience Publishers, (1995).

Las “condiciones rigurosas” o “condiciones de alta rigurosidad”, como se definen en el presente documento, se
identifican, pero sin limitacion, por las que: (1) emplean fuerza i6nica baja y temperatura alta para lavado, por
ejemplo cloruro sédico 0,015 M/citrato sodico 0,0015 M/dodecil sulfato sédico 0,1 % a 50 °C; (2) emplean durante la
hibridacion un agente desnaturalizante, tal como formamida, por ejemplo, formamida 50 % (v/v) con albumina de
suero bovino 0,1 %/Ficoll 0,1 %/polivinilpirrolidona 0,1 %/tampo6n de fosfato sédico 50 mM a pH 6,5 con cloruro
sédico 750 mM, citrato sédico 75 mM a 42 °C; o (3) emplean formamida al 50 %, SSC 5 x (NaCl 0,75 M, citrato
sédico 0,075 M), fosfato sédico 50 mM (pH 6,8), pirofosfato sédico 0,1 %, solucién de Denhardt 5 x, ADN de
esperma de salmén sonicado (50 pg/ml), SDS 0,1 % y dextran sulfato 10 % a 42 °C, con lavados a 42 °C en SSC 0,2
x (cloruro sédico/citrato sédico) y formamida 50 % a 55 °C, seguido de un lavado de alta rigurosidad que consiste en
SSC 0,1x que contiene EDTA a 55 °C. Las “condiciones moderadamente rigurosas” se describen por, pero sin
limitacion, las de Sambrook y col., Molecular Cloning_: A Laboratory Manual, Nueva York: Cold Spring Harbor Press,
1989, e incluyen el uso de solucion de lavado y condiciones de hibridacion (por ejemplo, temperatura, fuerza iénica y
% de SDS) menos rigurosas que las descritas anteriormente. Un ejemplo de condiciones moderadamente rigurosas
es incubacion durante una noche a 37 °C con una solucién que comprende: formamida 20 %, SSC 5 x (NaCl 150
mM, citrato trisédico 15 mM), fosfato sddico 50 mM (pH 7,6), solucion de Denhardt 5 x, dextran sulfato 10 % y ADN
de esperma de salmoén cortado desnaturalizado 20 mg/ml, seguido de lavado de los filtros en SSC 1 x a
aproximadamente 37-50 °C. El experto en la materia reconocera como ajustar la temperatura, fuerza iénica, etc.
seguln sea necesario para ajustar los factores tales como longitud de sonda y similares.

Como se usa en el presente documento “para tratar” o “terapéutico” y términos gramaticalmente relacionados, se
refieren a cualquier mejora de cualquier consecuencia de enfermedad, tal como supervivencia prolongada, menor
morbidez, y/o una reduccion de los efectos secundarios que son los productos secundarios de una modalidad
terapéutica alternativa; no se requiere completa erradicacion de la enfermedad.

Un “animal transgénico” (por ejemplo, un raton o rata) es un animal que tiene células que contienen un transgén,
habiéndose introducido el transgén en el animal o un antecesor del animal en una etapa prenatal, por ejemplo,
embrionaria. Un “transgén” es un ADN que esta integrado en el genoma de una célula de la que se desarrolla un
animal transgénico.

Como se usa en el presente documento, una “vacuna” de respuesta inmune celular o HLA es una composicion que
contiene o codifica uno o mas péptidos de la invencion. Existen numerosas realizaciones de tales vacunas, tales
como un céctel de uno o mas péptidos individuales; uno o mas péptidos de la invencién comprendidos por un
péptido poliepitdpico; o acidos nucleicos que codifican tales péptidos o polipéptidos individuales, por ejemplo, un
minigen que codifica un péptido poliepitépico. El “uno o mas péptidos” puede incluir cualquier nUmero entero de
unidad completa de 1-150 o mas, por ejemplo, al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145 6 150 o mas péptidos de la
invencion. Los péptidos o polipéptidos pueden opcionalmente modificarse, tal como por lipidacion, adicion de
direccién u otras secuencias. Los péptidos de HLA de clase | de la invencidn pueden mezclarse con, o ligarse con,
péptidos de HLA de clase Il, para facilitar la activacion tanto de linfocitos T citotoxicos como de linfocitos T auxiliares.
Las vacunas de HLA también pueden comprender células presentadoras de antigenos pulsadas con péptidos, por
ejemplo, células dendriticas.

El término “variante” se refiere a una molécula que muestra una variacién de un tipo descrito o norma, tal como una
proteina que tiene uno o mas restos aminoacidicos diferentes en la posicién o posiciones correspondientes de una
proteina especificamente descrita (por ejemplo, la proteina PSCA mostrada en la Figura 2 o Figura 3. Un andlogo es
un ejemplo de una proteina variante. Son ejemplos adicionales de variantes isoformas de corte y empalme y
polimorfismos de nucleétido sencillo (SNP).

Las “proteinas relacionadas con PSCA” incluyen las identificadas especificamente en el presente documento, asi
como variantes alélicas, variantes de sustitucion conservativa, analogos y homaologos que pueden aislarse/generarse
y caracterizarse sin experimentacion indebida siguiendo los procedimientos perfilados en el presente documento o
facilmente disponibles en la técnica. Las proteinas de fusion que combinan partes de diferentes proteinas PSCA o
fragmentos de las mismas, asi como proteinas de fusion de una proteina PSCA y un polipéptido heterélogo también
estan incluidas. Tales proteinas de PSCA se denominan colectivamente proteinas relacionadas con PSCA, las
proteinas de la invencibn o PSCA. La expresion “proteina relacionada con PSCA” se refiere a un fragmento
polipeptidico o una secuencia de proteina de PSCA de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, o més de 25 aminoéacidos; o, al menos 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 80, 85, 90, 95, 100, 105,
110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185, 190, 195, 200, 225, 250, 275, 300,
325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500, 525, 550, 575 6 576 0 mas aminoacidos.
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Polinucleétidos de PSCA

Como se ha indicado anteriormente en el presente documento, los polinucleétidos de PSCA de interés en relaciéon
con la presente invencion son el grupo que consiste en

(a) un polinucleétido que comprende la secuencia de SEC ID N°: 11, desde el resto nucleotidico nimero 424 al
993;

(b) un polinucleétido que comprende la secuencia de SEC ID N°: 11, desde el resto nucleotidico nimero 424 al
993, en el que el resto nucleotidico en 521 es T;

(c) un polinucledtido que comprende la secuencia de SEC ID N°; 11, desde el resto nucleotidico nUmero 424 al
993, en el que el resto nucleotidico en 578 es C;

(d) un polinucleétido que comprende la secuencia de SEC ID N°: 11, desde el resto nucleotidico niUmero 424 al
993, en el que el resto nucleotidico en 649 es G;

(e) un polinucleétido que comprende la secuencia de SEC ID N°: 11, desde el resto nucleotidico nimero 424 al
993, en el que el resto nucleotidico en 653 es T;

(f) un polinucledtido que comprende la secuencia de SEC ID N°: 11, desde el resto nucleotidico niUmero 424 al
993, en el que el resto nucleotidico en 721 es A;

(9) un polinucleétido que comprende la secuencia de SEC ID N°: 11, desde el resto nucleotidico niUmero 424 al
993, en el que el resto nucleotidico en 781 es A;

(h) un polinucleétido que comprende la secuencia de SEC ID N°: 11, desde el resto nucleotidico niUmero 424 al
993, en el que el resto nucleotidico en 788 es G;

(i) un polinucleétido que comprende la secuencia de SEC ID N°: 11, desde el resto nucleotidico nimero 424 al
993, en el que el resto nucleotidico en 989 es A; y

() un polinucleétido completamente complementario de un polinucleétido de una cualquiera de (a) a (i);

Estos se corresponden con la variante de transcrito PSCA v.4 (véase Figura 2D), variantes de nucle6tidos sencillo
de las mismas como se identifica en la Figura 2H y los complementos de la misma.

El gen de PSCA humano se mapea en la localizacién cromosOmica expuesta en el ejemplo titulado “Mapeo
Cromosomico de PSCA”". Por ejemplo, debido a que el gen de PSCA se mapea en este cromosoma, los
polinucleétidos que codifican diferentes regiones de las proteinas PSCA se usan para caracterizar anomalias
citogenéticas de esta localizacion cromosémica, tales como anomalias que se identifican como asociadas con
diversos canceres. En ciertos genes, se ha identificado una diversidad de anomalias cromosémicas incluyendo
reordenamientos como anomalias citogenéticas frecuentes en varios canceres diferentes (véase, por ejemplo,
Krajinovic, y col., Mutat. Res. 382(3-4): 81-83 (1998); Johansson, y col., Blood 86(10): 3905-3914 (1995) y Finger, y
col., P.N.A.S. 85(23): 9158-9162 (1988)). Por lo tanto, los polinucle6tidos que codifican regiones especificas de las
proteinas PSCA proporcionan nuevas herramientas que pueden usarse para delinear, con mayor precision de lo que
era posible previamente, anomalias citogenéticas en la region cromosémica que codifica PSCA que pueden
contribuir al fenotipo maligno. En este contexto, estos polinucleétidos satisfacen una necesidad de la técnica para
expandir la sensibilidad de exploracion cromosémica para identificar anomalias cromosémicas mas sutiles y menos
habituales (véase, por ejemplo, Evans y col., Am. J. Obstet. Gynecol 171(4): 1055-1057 (1994)).

Como se ha observado anteriormente, puesto que se mostré que PSCA se expresaba en gran medida en prostata y
otros canceres, se usan polinucleétidos de PSCA en procedimientos que evallan el estado de los productos génicos
de PSCA en tejidos cancerosos frente a normales. Tipicamente, los polinucledtidos que codifican regiones
especificas de las proteinas PSCA se usan para evaluar la presencia de perturbaciones (tales como deleciones,
inserciones, mutaciones puntuales o alteraciones que dan como resultado pérdida de un antigeno, etc.) en regiones
especificas del gen de PSCA, tales como regiones que contienen uno 0 mas motivos. Los ensayos ejemplares
incluyen ensayos de RT-PCR asi como analisis de polimorfismo de conformacion monocatenaria (SSCP) (véase, por
ejemplo, Marrogi, y col., J. Cutan. Pathol. 26(8): 369-378 (1999), ambos de los cuales utilizan polinucleétidos que
codifican regiones especificas de una proteina para examinar estas regiones dentro de la proteina.

Cebadores y pares de cebadores

Pueden usarse cebadores y pares de cebadores para amplificar polinucleétidos para deteccién de acuerdo con la
invencion. Pueden marcarse sondas para dicha deteccion con un marcador detectable, tal como, por ejemplo, un
radioisotopo, compuesto fluorescente, compuesto bioluminiscente, un compuesto quimioluminiscente, quelante
metdlico o enzima. Tales sondas y cebadores se usan para detectar la presencia de un polinucleétido de PSCA en
una muestra 'y como medio para detectar una célula que expresa una proteina PSCA.

Los ejemplos de tales sondas incluyen polinucleétidos que comprenden toda o parte de la secuencia de ADNc de
PSCA humana mostrada en la Figura 2. Los ejemplos de pares de cebadores capaces de amplificar especificamente
ARNmM de PSCA también se describen en los ejemplos. Como se entendera por el experto en la materia, pueden
prepararse muchos cebadores y sondas diferentes basandose en las secuencias proporcionadas en el presente
documento y usarse de forma eficaz para amplificar y/o detectar un ARNm de PSCA.
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Aislamiento de moléculas de acido nucleico gue codifican PSCA.

Las secuencias de ADNc de PSCA descritas en el presente documento permiten el aislamiento de otros
polinucleétidos que codifican producto o productos génicos de PSCA, asi como el aislamiento de polinucleétidos que
codifican homélogos del producto génico de PSCA, isoformas de corte y empalme alternativo, variantes alélicas y
formas mutantes de un producto génico de PSCA asi como polinucleétidos que codifican analogos de proteinas
relacionadas con PSCA. Se conocen bien diversos procedimientos de clonacién molecular que pueden emplearse
para aislar ADNc de longitud completa que codifican un gen de PSCA (véase, por ejemplo, Sambrook, J. y col.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicion, Cold Spring Harbor Press, Nueva York, 1989; Current Protocols
in Molecular Biology. Ausubel y col., Eds., Wiley y Sons, 1995). Por Ejemplo, pueden emplearse de forma
conveniente metodologias de clonacion de fago lambda, usando sistemas de clonacion disponibles en el mercado
(por ejemplo, Lambda ZAP Express, Stratagene). Pueden identificarse clones de fagos que contienen ADNc del gen
de PSCA explorando con un ADNc de PSCA marcado o un fragmento del mismo. Por ejemplo, en una realizacién,
puede sintetizarse un ADNc de PSCA (por ejemplo, Figura 2) o una parte del mismo y usarse como una sonda para
recuperar ADNc de longitud completa y solapantes correspondientes a un gen de PSCA. Un gen de PSCA en si
mismo puede aislarse por exploracién de bibliotecas de ADN gendmico, bibliotecas de cromosomas artificiales de
bacterias (BAC), bibliotecas de cromosomas artificiales de levadura (YAC), y similares, con sondas o cebadores de
ADN de PSCA.

Proteinas relacionadas con PSCA

Como se ha indicado anteriormente en el presente documento, las proteinas relacionadas con PSCA de interés en
relacién con la presente invencion son el grupo representado por las secuencias de SEC ID N°: 14, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27 y 28 (véase Figura 3C y Figuras 3E y 3L).

Pueden generarse proteinas relacionadas con PSCA usando tecnologia de sintesis peptidica convencional o usando
procedimientos de escision quimica bien conocidos en la materia. Como alternativa, pueden usarse procedimientos
recombinantes para generar moléculas de acido nucleico que codifican una proteina relacionada con PSCA.

Una diversidad de referencias refleja la técnica con respecto a la identificacion de epitopos en una proteina de
interés. Véase, por ejemplo, documento WO 97/33602 de Chesnut, y col.; Sette, Immunogenetics 1999 50(3-4): 201-
212; Sette, y col., J. Immunol. 2001 166(2): 1389-1397; Sidney y col., Hum. Immunol. 1997 58(1): 12-20; Kondo y
col., Immunogenetics 1997 45(4): 249-258; Sidney y col., J. Immunol. 1996 157(8): 3480-90; y Falk y col., Nature
351: 290-6 (1991); Hunt y col., Science 255: 1261-3 (1992); Parker y col., J. Immunol. 149:3580-7 (1992); Parker y
col., J. Immunol. 152:163-75 (1994)); Kast y col., 1994 152(8): 3904-12; Borras-Cuesta y col., Hum. Immunol. 2000
61(3): 266-278; Alexander y col., J. Immunol. 2000 164(3); 164(3): 1625-1633; Alexander y col., PMID: 7895164, UI:
95202582; O’Sullivan, y col., J. Immunol. 1991 147(8): 2663-2669; Alexander y col., Immunity 1994 1(9): 751-761 y
Alexander y col., Immunol. Res. 1998 18(2): 79-92.

Usos de proteinas relacionadas con PSCA

Puesto que PSCA esta altamente expresado en préstata y otros canceres, se usan proteinas relacionadas con
PSCA como se ha observado anteriormente en procedimientos que evallan el estado de los productos génicos de
PSCA en tejidos cancerosos frente a normales, elucidando de este modo el fenotipo maligno. Tipicamente, se usan
polipéptidos de regiones especificas de una proteina de PSCA para evaluar la presencia de perturbaciones (tales
como deleciones, inserciones, mutaciones puntuales, etc.) en esas regiones (tales como regiones que contienen uno
0 mas motivos). Ensayos ejemplares utilizan anticuerpos.

Los fragmentos/subsecuencias de proteina PSCA son particularmente Utiles en la generacion y caracterizaciéon de
anticuerpos especificos de dominio (por ejemplo, anticuerpos que reconocen un epitopo extracelular o intracelular de
una proteina PSCA), para identificar agentes o factores celulares que se unen a PSCA o un dominio estructural
particular del mismo, y en diversos contextos terapéuticos y de diagnostico, incluyendo pero sin limitacion, ensayos
de diagndstico, vacunas de cancer y procedimientos para preparar tales vacunas.

Las proteinas codificadas por los genes de PSCA, o por andlogos, homélogos o fragmentos de los mismos, tienen
un diversidad de usos, incluyendo pero sin limitacion generar anticuerpos y en procedimientos para identificar
ligandos y otros agentes y constituyentes celulares que se unen a producto génico de PSCA. Los anticuerpos
inducidos contra una proteina PSCA o fragmentos de la misma son Utiles en los ensayos de diagnéstico y
pronostico, y las metodologias de formacién de imagenes en el tratamiento de canceres humanos caracterizados por
expresion de proteina PSCA, tales como los enumerados en la Tabla I. Tales anticuerpos pueden expresarse de
forma intracelular y usarse en procedimientos para tratar pacientes con tales canceres. También se usan proteinas o
acidos nucleicos relacionados con PSCA en la generacion de respuestas HTL o CTL.

Se usan diversos ensayos inmunoldgicos Utiles para la deteccion de proteinas PSCA, incluyendo pero sin limitacién
diversos tipos de radioinmunoensayos, ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzima (ELISA), ensayos
inmunofluorescentes ligados a enzima (ELIFA), procedimientos inmunocitoquimicos y similares. Los anticuerpos
pueden marcarse y usarse como reactivos de formacion de imagenes inmunoldgicas capaces de detectar células
que expresan PSCA (por ejemplo en procedimientos de formacion de imagenes radioescintigraficas). También son
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particularmente utiles proteinas PSCA en la generacién de vacunas de cancer, como se describe adicionalmente en
el presente documento.

Anticuerpos de PSCA

Los anticuerpos de interés en relacion con presente invencion se unen especificamente a PSCA v.4 o una variante
de la misma como se ha observado anteriormente y no se unen (o se unen débilmente) a péptidos o proteinas que
no son proteinas relacionadas con PSCA en condiciones fisiolégicas. En este contexto, los ejemplos de condiciones
fisiolégicas incluyen: 1) solucion salina tamponada con fosfato; 2) solucién salina tamponada con Tris que contiene
Tris 25 mM y NaCl 150 mM, o solucién salina normal (NaCl 0,9 %); 4) suero animal tal como suero humano; o 5) una
combinacién de cualquiera de 1) a 4); teniendo lugar preferentemente estas reacciones a pH 7,5, como alternativa
en un intervalo de pH de 7,0 a 8,0 o como alternativa en un intervalo de pH de 6,5 a 8,5; teniendo lugar ademas
estas reacciones a una temperatura entre 4 °C y 37 °C.

Los anticuerpos de PSCA son particularmente Utiles en ensayos de pronoésticos y diagndstico de cancer (véase, por
ejemplo, Tabla I), y metodologias de formacién de imagenes.

Los ensayos inmunologicos de acuerdo con la invencion pueden comprender uno o mas anticuerpos de PSCA
capaces de reconocer y unir una proteina relacionada con PSCA, segln sea apropiado. Estos ensayos se realizan
dentro de diversos formatos de ensayo inmunoldgicos bien conocidos en la técnica, incluyendo pero sin limitaciéon
diversos tipos de radioinmunoensayos, ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzima (ELISA), ensayos
inmunofluorescentes ligados a enzima (ELIFA), y similares.

Ademas, también se proporcionan procedimientos de formacién de imagenes inmunoldgicas capaces de detectar
cancer de prostata y otros canceres que expresan PSCA por la invencion, incluyendo pero sin limitacién
procedimientos de formacion de imagenes radioescintigraficas usando anticuerpos de PSCA marcados. Tales
ensayos son clinicamente Utiles en la deteccién, control y prondstico de canceres que expresan PSCA tales como
cancer de prostata.

También se usan anticuerpos de PSCA en procedimientos para purificar una proteina relacionada con PSCA y para
aislar homélogos de PSCA y moléculas relacionadas. Por ejemplo, un procedimiento para purificar una proteina
relacionada con PSCA comprende incubar un anticuerpo de PSCA, que se ha acoplado a una matriz sélida, con un
lisado u otra solucién que contenga una proteina relacionada con PSCA en condiciones que permitan al anticuerpo
de PSCA unirse a la proteina relacionada con PSCA; lavar la matriz sélida para eliminar impurezas; y eluir la
proteina relacionada con PSCA del anticuerpo acoplado. Otros usos de anticuerpos de PSCA incluyen generar
anticuerpos antiidiotipicos que imitan una proteina de PSCA.

Se conocen bien en la técnica diversos procedimientos para la preparacién de anticuerpos. Por ejemplo, pueden
prepararse anticuerpos inmunizando un huésped mamifero adecuado usando una proteina relacionada con PSCA,
péptido o fragmento en forma aislada o inmunoconjugada (Antibodies: A Laboratory Manual, CSH Press, Eds.,
Harlow y Lane (1988); Harlow, Antibodies, Cold Spring Harbor Press, NY (1989)). Ademas, también pueden usarse
proteinas de fusién de PSCA, tales como una proteina de fusién de PSCA con GST. En una realizacién particular, se
produce una proteina de fusion de GST que comprende toda o la mayoria de la secuencia de aminoacidos de la
Figura 2 o Figura 3, después se usa como un inmundgeno para generar anticuerpos apropiados. En otra realizacion,
se sintetiza y se usa una proteina relacionada con PSCA como un inmundégeno.

Ademas, se usan técnicas de inmunizacion de ADN desnudo conocidas en la materia (con o sin proteina relacionada
con PSCA purificada o células que expresan PSCA) para generar una respuesta inmune al inmunégeno codificado
(para revision, véase Donnelly y col., 1997, Ann. Rev. Immunol. 15: 617-648).

La secuencia de aminoacidos de una proteina PSCA como se muestra en la Figura 2 o Figura 3 puede analizarse
para seleccionar regiones especificas de la proteina PSCA para generar anticuerpos. Por ejemplo, se usan analisis
de hidrofobicidad e hidrofilia de una secuencia de aminoacidos de PSCA para identificar regiones hidrdfilas en la
estructura de PSCA. Las regiones de una proteina PSCA que muestran estructura inmunogénica, asi como otras
regiones y dominios, pueden identificarse facilmente usando otros procedimientos diversos conocidos en la técnica,
tales como analisis de Chou-Fasman, Garnier-Robson, Kyte-Doolittle, Eisenberg, Karplus-Schultz o Jameson-Wolf.
Pueden generarse perfiles de hidrofilia usando el procedimiento de Hopp, T.P. y Woods, K.R., 1981, Proc. Natl.
Acad Sci. U.S.A. 78:3824-3828. Pueden generarse perfiles hidropaticos usando el procedimiento de Kyte, J. y
Doolittle, R.F., 1982, J. Mol. Biol. 157:105-132. Pueden generarse perfiles de porcentaje (%) de restos accesibles
usando el procedimiento de Janin J., 1979, Nature 277:491-492. Pueden generarse perfiles de flexibilidad media
usando el procedimiento de Bhaskaran R., Ponnuswamy P.K., 1988, Int. J Pept. Protein Res. 32:242-255. Pueden
generarse perfiles de giro beta usando el procedimiento de Deleage, G., Roux B., 1987, Protein Engineering 1:289-
294. Por lo tanto, cada region identificada por cualquiera de estos programas o procedimientos esta dentro del
alcance de la presente invencion. Los procedimientos para la generacién de anticuerpos de PSCA se ilustran
adicionalmente por medio de los ejemplos proporcionados en el presente documento. Se conocen bien en la técnica
procedimientos para preparar una proteina o polipéptido para su uso como un inmundgeno. También se conocen
bien en la técnica procedimientos para preparar conjugados inmunogénicos de una proteina con un vehiculo, tal
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como BSA, KLH u otra proteina vehiculo. En algunas circunstancias, se usa conjugacion directa usando, por
ejemplo, reactivos de carbodiimida; en otros casos son eficaces reactivos de ligacién tales como los proporcionados
por Pierce Chemical Co., Rockford, IL. La administracién de un inmunégeno de PSCA con frecuencia se realiza por
inyeccion durante un periodo de tiempo adecuado y con uso de un adyuvante adecuado, como se entiende en la
técnica. Durante el programa de inmunizacioén, pueden tomarse las titulaciones de anticuerpos para determinar la
adecuacion de la formacion de anticuerpos.

Pueden producirse anticuerpos monoclonales de PSCA por diversos medios bien conocidos en la técnica. Por
ejemplo, se preparan lineas celulares inmortalizadas que secretan un anticuerpo monoclonal deseado usando la
tecnologia de hibridoma convencional de Kohler y Milstein o modificaciones que inmortalizan los linfocitos B
productores de anticuerpos, como se conoce generalmente. Las lineas celulares inmortalizadas que secretan los
anticuerpos deseados se exploran mediante inmunoensayo en el que el antigeno es una proteina relacionada con
PSCA. Cuando se identifica el cultivo celular inmortalizado apropiado, las células pueden expandirse y pueden
producirse anticuerpos a partir de cultivos in vitro o de fluido ascitico.

Los anticuerpos o fragmentos para su uso de acuerdo con la invenciéon también pueden producirse por medios
recombinantes. También pueden producirse regiones que se unen especificamente a la regiones deseadas de una
proteina PSCA en el contexto de anticuerpos a los que se ha injertado regién determinante de complementariedad
(CDR) o quiméricos de origen de mdultiples especies. También pueden producirse anticuerpos de PSCA
humanizados o humanos y se prefieren para su uso en contextos terapéuticos. Se conocen bien procedimientos
para humanizar anticuerpos murinos u otros no humanos, sustituyendo secuencias de anticuerpos humanos
correspondientes con una o0 mas CDR de anticuerpo no humano (véase por ejemplo, Jones y col., 1986, Nature 321:
522-525; Riechmann y col., 1988, Nature 332: 323-327; Verhoeyen y col., 1988, Science 239: 1534-1536). Véase
también, Carter y col., 1993, Proc. Natl. Acad Sci. USA 89: 4285 y Sims y col., 1993, J. Immunol. 151: 2296.

Los procedimientos para producir anticuerpos monoclonales completamente humanos incluyen procedimientos de
presentaciéon de fagos y transgénicos (para revision, véase Vaughan y col., 1998, Nature Biotechnology 16: 535-
539). Pueden generarse anticuerpos monoclonales de PSCA completamente humanos usando tecnologias de
clonacion que emplean grandes bibliotecas combinatorias de genes de Ig humanos (es decir, presentacion de 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 in Man, Clark, M. (Ed.),
Nottingham Academic, pag. 45-64 (1993); Burton y Barbas, Human Antibodies from combinatorial libraries. Id., pag.
65-82). También pueden producirse anticuerpos monoclonales de PSCA completamente humanos usando ratones
transgénicos modificados por ingenieria genética para contener loci de genes de inmunoglobulina humana como se
describe en la Solicitud de Patente de PCT WO 98/24893, Kucherlapati y Jakobovits y col., publicada el 3 de
diciembre de 1997 (véase también, Jakobovits, 1998, Exp. Opin. Invest. Drugs 7(4): 607-614; Patentes de Estados
Unidos 6.162.963 presentada el 19 de diciembre de 2000; 6.150.584 presentada el 12 de noviembre de 2000; y
6.114.598 presentada el 5 de septiembre de 2000). Este procedimiento evita la manipulacién in vitro requerida con
tecnologia de presentacion de fagos y produce eficazmente anticuerpos humanos auténticos de alta afinidad.

La reactividad de anticuerpos de PSCA con una proteina relacionada con PSCA puede establecerse por varios
medios bien conocidos, incluyendo transferencia de Western, inmunoprecipitaciéon, andlisis de ELISA y FACS
usando, segln sea apropiado, proteinas relacionadas con PSCA, células que expresan PSCA o extractos de las
mismas. Puede marcarse un anticuerpo de PSCA o fragmento del mismo con un marcador detectable o conjugarse
con una segunda molécula. Los marcadores detectables adecuados incluyen, pero sin limitacién, un radioisétopo, un
compuesto fluorescente, un compuesto bioluminiscente, compuesto quimioluminiscente, un quelante metalico o una
enzima. Ademas, se generan anticuerpos biespecificos especificos para dos o0 mas epitopos de PSCA usando
procedimientos generalmente conocidos en la técnica. También pueden generarse anticuerpos homodiméricos por
técnicas de entrecruzamiento conocidas en la materia (por ejemplo, Wolff y col., Cancer Res. 53: 2560-2565).

Procedimientos para la deteccién de PSCA

El perfil de expresion de PSCA lo hace un marcador de diagnostico para enfermedad metastatizada. En
consecuencia, el estado de productos génicos de PSCA proporciona informacion util para predecir una diversidad de
factores incluyendo susceptibilidad a enfermedad de etapa avanzada, tasa de progresion y/o agresividad del tumor.
Como se ha analizado en detalle en el presente documento, el estado de los productos génicos de PSCA en las
muestras de los pacientes puede analizarse por una diversidad de protocolos que se conocen bien en la técnica
incluyendo analisis inmunohistoquimico, la diversidad de técnicas de transferencia de Northern incluyendo
hibridacion in situ, analisis de RT-PCR (por ejemplo en muestras microdiseccionadas de captura de laser), analisis
de transferencia de Western y analisis de matriz tisular.

Mas particularmente, la invencion proporciona ensayos para la deteccion de polinucleétidos de PSCA en una
muestra biologica, tal como suero, hueso, préstata y otros tejidos, orina, semen, preparaciones celulares y similares.
Los polinucledtidos de PSCA detectables incluyen, por ejemplo, un gen de PSCA o fragmento del mismo, ARNm de
PSCA, ARNm de PSCA variante de corte y empalme alternativo y moléculas de ADN o ARN recombinantes que
contienen un polinucledtido de PSCA. Se conocen bien en la técnica varios procedimientos para amplificar y/o
detectar la presencia de polinucledtidos de PSCA y pueden emplearse en la practica de este aspecto de la
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invencion.

En una realizacién, un procedimiento para detectar un ARNm de PSCA en una muestra biolégica comprende
producir ADNc de la muestra por transcripcion inversa usando al menos un cebador; amplificar el ADNc producido
de este modo usando un polinucleétido de PSCA como cebadores sentido y antisentido para amplificar ADNc de
PSCA en el mismo; y detectar la presencia del ADNc de PSCA amplificado. Opcionalmente, puede determinarse la
secuencia del ADNc de PSCA amplificado.

En otra realizacién, un procedimiento para detectar un gen de PSCA en una muestra bioldgica comprende primero
aislar ADN genomico de la muestra; amplificar el ADN gendmico aislado usando polinucleétidos de PSCA como
cebadores sentido y antisentido; y detectar la presencia del gen de PSCA amplificado. Puede disefiarse cualquier
variedad de combinaciones de sonda sentido y antisentido apropiadas a partir de una secuencia de nucledtidos de
PSCA (véase, por ejemplo, Figura 2) y usarse para este fin.

La invencién también proporciona ensayos para detectar la presencia de una proteina de PSCA en un tejido u otra
muestra bioloégica tal como suero, semen, hueso, préstata, orina, preparaciones celulares y similares. Los
procedimientos para detectar una proteina relacionada con PSCA también se conocen bien e incluyen, por ejemplo,
inmunoprecipitacién, analisis inmunohistoquimico, andlisis de transferencia de Western, ensayos de union
molecular, ELISA, ELIFA y similares. Por ejemplo, un procedimiento para detectar la presencia de una proteina
relacionada con PSCA en una muestra biolégica comprende primero poner en contacto la muestra con un anticuerpo
de PSCA, un fragmento sensible a PSCA del mismo, o una proteina recombinante que contiene una regién de unién
a antigeno de un anticuerpo de PSCA; y después detectar la union de proteina relacionada con PSCA en la muestra.

Los procedimientos para identificar una célula que expresa PSCA también estan dentro del alcance de la invencion.
En una realizaciéon, un ensayo para identificar una célula que expresa un gen de PSCA comprende detectar la
presencia de ARNm de PSCA en la célula. Se conocen bien procedimientos para la deteccion de ARNm particulares
e incluyen, por ejemplo, ensayos de hibridaciéon que usan sondas de ADN complementario (tal como hibridacion in
situ usando ribosondas de PSCA marcadas, transferencia de Northern y técnicas relacionadas) y diversos ensayos
de amplificacion de acido nucleico (tales como RT-PCR usando cebadores complementarios especificos para PSCA
y otros procedimientos de deteccion de tipo amplificacion, tales como, por ejemplo, ADN ramificado, SISBA, TMA y
similares. Como alternativa, un ensayo para identificar una célula que expresa un gen de PSCA comprende detectar
la presencia de proteina relacionada con PSCA y en la célula o secretada por la célula. Se conocen bien en la
técnica diversos procedimientos para la deteccion de proteinas y se emplean para la deteccién de proteinas
relacionadas con PSCA y células que expresan proteinas relacionadas con PSCA.

El andlisis de expresion de PSCA también es atil como una herramienta para identificar y evaluar agentes que
modulan la expresién génica de PSCA. Por ejemplo, la expresién de PSCA se regula positivamente de forma
significativa en cancer de préstata, y se expresa en canceres de los tejidos enumerados en la Tabla I. La
identificacion de una molécula o agente biolégico que inhibe la expresion de PSCA o su sobrexpresion en células
cancerosas es de valor terapéutico. Por ejemplo, un agente tal puede identificarse usando una exploraciéon que
cuantifica expresion de PSCA por RT-PCR, hibridacién de acidos nucleicos o unién de anticuerpos.

Procedimientos para Controlar el Estado de Genes relacionados con PSCA y Sus Productos

Se sabe que la oncogénesis es un proceso multietapa en el que el crecimiento celular se desregula progresivamente
y las células progresan de un estado fisioldgico normal a un estado precanceroso y después canceroso (véase, por
ejemplo, Alers y col., Lab Invest. 77(5): 437-438 (1997) e Isaacs y col., Cancer Surv. 23: 19-32 (1995)). En este
contexto, la examinacion de una muestra bioldgica con respecto a pruebas de crecimiento celular desregulado (tal
como expresion de PSCA aberrante en canceres) permite deteccién temprana de una fisiologia aberrante tal, antes
de que un estado patolégico tal como cancer haya progresado a una etapa en la que las opciones terapéuticas son
mas limitadas y/o el pronéstico es peor. En tales examinaciones, el estado de PSCA en una muestra biologica de
interés puede compararse, por ejemplo, con el estado de PSCA en una muestra normal correspondiente (por
ejemplo, una muestra de ese individuo o como alternativa otro individuo que no esta afectado por una patologia).
Una alteracion en el estado de PSCA en la muestra biolégica (en comparacion con la muestra normal) proporciona
pruebas de crecimiento celular desregulado. Ademas de usar una muestra biolodgica que no esta afectada por una
patologia como una muestra normal, también puede usarse un valor normativo predeterminado tal como un nivel
normal predeterminado de expresion de ARNm (véase, por ejemplo, Grever y col., J. Comp. Neurol. 1996 9 Dic;
376(2): 306-14 y Patente de Estados Unidos N° 5.837.501) para comparar el estado de PSCA en una muestra.

El término “estado” en este contexto se usa de acuerdo con su significado aceptado en la técnica y se refiere a la
condicién o estado de un gen y sus productos. Tipicamente, los expertos en la materia usan varios parametros para
evaluar la condicién o estado de un gen y sus productos. Estos incluyen, pero sin limitacion la localizacion de
productos génicos expresados (incluyendo la localizacion de células que expresan PSCA) asi como el nivel, y
actividad biolégica de productos génicos expresados (tales como ARNm, polinucleétidos y polipéptidos de PSCA).
Tipicamente, una alteracion en el estado de PSCA comprende un cambio en la localizacion de PSCA y/o células que
expresan PSCA y/o un aumento de la expresion de ARNm y/o proteinas de PSCA.
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El estado de PSCA en una muestra puede analizarse por varios medios bien conocidos en la técnica, incluyendo sin
limitacion, analisis inmunochistoquimico, hibridacién in situ, analisis de RT-PCR en muestras microdiseccionadas por
captura de laser, analisis de transferencia de Western y analisis de matriz tisular. Se encuentran protocolos tipicos
para evaluar el estado de un gen de PSCA y productos génicos, por ejemplo en Ausubel y col. eds., 1995, Current
Protocols In Molecular Biology, unidades 2 (Transferencia de Northern), 4 (Transferencia de Southern), 15
(Inmunotransferencia) y 18 (Analisis de PCR). Por lo tanto, el estado de PSCA en una muestra bioldgica se evalla
por diversos procedimientos utilizados por los expertos en la materia incluyendo, pero sin limitacion analisis
gendmico de Southern (para examinar, por ejemplo perturbaciones en un gen de PSCA), andlisis de Northern y/o
analisis de PCR de ARNm de PSCA (para examinar, por ejemplo alternaciones en las secuencias polinuclectidicas o
niveles de expresion de ARNm de PSCA), y analisis inmunohistoquimicos y/o de Western (para examinar, por
ejemplo, alteraciones en secuencias polipeptidicas, alteraciones en la localizacién de los polipéptidos dentro de una
muestra, alteraciones en los niveles de expresion de proteinas de PSCA y/o asociaciones de proteinas de PSCA con
compafieros de unién polipeptidicos). Los polinucleétidos de PSCA detectables incluyen, por ejemplo, un gen de
PSCA o fragmento del mismo, ARNm de PSCA, variantes de corte y empalme alternativo, ARNm de PSCA y
moléculas de ADN o ARN recombinantes que contienen un polinucleétido de PSCA.

El perfil de expresion de PSCA lo hace un marcador de diagndstico para enfermedad local y/o metastatizada, y
proporciona informacion sobre el crecimiento o el potencial oncogénico de una muestra biol6gica. En particular, el
estado de PSCA proporciona informacion util para predecir susceptibilidad a etapas de enfermedad particulares,
progresion y/o agresividad tumoral. La invencién proporciona procedimientos y ensayos para determinar el estado
de PSCA y diagnosticar canceres que expresen PSCA, tales como canceres de los tejidos enumerados en la Tabla
I. Por ejemplo, debido a que el ARNm de PSCA esta tan altamente expresado en préstata y otros canceres en
relacién con tejido protatico normal, pueden usarse ensayos que evallen los niveles de transcritos de ARNm o
proteinas de PSCA en una muestra bioldgica para diagnosticar una enfermedad asociada con desregulacion de
PSCA y pueden proporcionar informacién de prondstico Util en la definicion de opciones terapéuticas apropiadas.

El estado de expresion de PSCA proporciona informacion que incluye la presencia, etapa y localizacion de células
displasicas, precancerosas y cancerosas, que predicen la susceptibilidad a diversas etapas de enfermedad, y/o para
calibrar la agresividad del tumor. Ademas, el perfil de expresion lo hace util como un reactivo de formacion de
imagenes para enfermedad metastatizada. En consecuencia, un aspecto de la invencion se refiere a los diversos
procedimientos de prondstico y diagnostico moleculares para examinar el estado de PSCA en muestras biologicas
tales como las de individuos que padecen, o se sospecha que padecen, una patologia caracterizada por crecimiento
celular desregulado, tal como cancer.

Como se ha descrito anteriormente, el estado de PSCA en una muestra bioldgica puede examinarse por varios
procedimientos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, el estado de PSCA en una muestra biolégica tomada de
una localizacién especifica en el cuerpo puede examinarse evaluando la muestra con respecto a la presencia o
ausencia de células que expresan PSCA (por ejemplo, las que expresan proteinas o ARNm de PSCA). Esta
examinacion puede proporcionar pruebas de crecimiento celular desregulado, por ejemplo, cuando se encuentran
células que expresan PSCA en una muestra biolégica que normalmente no contiene tales células (tal como un
ganglio linfatico), debido a que tales alteraciones en el estado de PSCA en una muestra bioldgica con frecuencia se
asocian con crecimiento celular desregulado. Especificamente, un indicador de crecimiento desregulado es la
metéastasis de células cancerosas desde un érgano de origen (tal como la préstata) a un area diferente del cuerpo
(tal como un ganglio linfatico). En este contexto, las pruebas de crecimiento celular desregulado son importantes por
ejemplo porque pueden detectarse metastasis de ganglios linfaticos ocultas en una proporciéon sustancial de
pacientes con cancer de préstata y tales metastasis se asocian con predictores conocidos de progresion de
enfermedad (véase, por ejemplo, Murphy y col., Prostate 42(4): 315-317 (2000); Su y col., Semin. Surg. Oncol.
18(1): 17-28 (2000) y Freeman y col., J Urol ago 195 154(2 Pt 1): 474-8).

En un aspecto, la invencién proporciona procedimientos para controlar los productos génicos de PSCA
determinando el estado de los productos génicos de PSCA expresados por células de un individuo sospechoso de
tener una enfermedad asociada con crecimiento celular desregulado (tal como hiperplasia o cancer) y comparando
después el estado determinado de este modo con el estado de productos génicos de PSCA en una muestra normal
correspondiente. La presencia de productos génicos de PSCA aberrantes en la muestra de ensayo en relacion con
la muestra normal proporciona un indicio de la presencia de crecimiento celular desregulado dentro de las células
del individuo.

De forma mas general como se ha indicado anteriormente en el presente documento, la invencién proporciona
ensayos Utiles para determinar la presencia de cancer en un individuo, que comprende detectar un aumento
significativo de la expresion de proteina o ARNm de PSCA en una muestra tisular o celular de ensayo en relacién
con los niveles de expresion en el tejido o célula normal correspondiente. La presencia de ARNm de PSCA puede,
por ejemplo, evaluarse en tejidos incluyendo pero sin limitacion los enumerados en la Tabla |. La presencia de
expresion de PSCA significativa en cualquiera de estos tejidos es Util para indicar la aparicién, presencia y/o
gravedad de un cancer, puesto que los tejidos normales correspondientes no expresan ARNm de PSCA o lo
expresan a niveles mas bajos.
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En una realizacion relacionada, el estado de PSCA se determina en el nivel proteico en lugar de en el nivel de acido
nucleico. Por ejemplo, un procedimiento tal comprende determinar el nivel de proteina PSCA expresada por células
en una muestra de tejido de ensayo y comparar el nivel determinado de este modo con el nivel de PSCA expresado
en una muestra normal correspondiente. En una realizacion, la presencia de proteina PSCA se evalla, por ejemplo,
usando procedimientos inmunohistoquimicos. Los anticuerpos de PSCA o compafieros de unién capaces de
detectar expresion de proteina PSCA se usan en una diversidad de formatos de ensayo bien conocidos en la técnica
para este fin.

Adicionalmente, puede examinarse el estado de metilacion de un gen de PSCA en una muestra biolégica. Con
frecuencia se produce desmetilacion y/o hipermetilacién aberrante de islas de CpG en regiones reguladoras génicas
5’ en células inmortalizadas y transformadas, y puede dar como resultado expresion alterada de diversos genes. Por
ejemplo, la hipermetilacion del promotor de la glutation S-transferasa de clase pi (una proteina expresada en
prostata normal pero no expresada en >90 % de carcinomas de préstata) parece silenciar de forma permanente la
transcripcion de este gen y es la alteracion genémica mas frecuentemente detectada en carcinomas de prostata (De
Marzo y col., Am. J. Pathol. 155(6): 1985-1992 (1999)). Ademas, esta alteracion esta presente en al menos el 70 %
de los casos de neoplasia intraepitelial prostatica de alto grado (PIN) (Brooks y col., Cancer Epidemiol. Biomarkers
Prev., 1998, 7: 531-536). En otro ejemplo, la expresion del gen especifico de tumor LAGE-I (qQue no se expresa en
préstata normal pero se expresa en 25-50 % de canceres de préstata) se induce por desoxiazacitidina en células
linfoblastoides, lo que siguiere que la expresion tumoral se debe a desmetilacion (Lethe y col., Int. J. Cancer 76(6):
903-908 (1998)). Se conoce hien en la técnica una diversidad de ensayos para examinar el estado de metilacién de
un gen. Por ejemplo, se puede utilizar, en enfoques de hibridacién de Southern, enzimas de restriccion sensibles a
metilacion que no pueden escindir secuencias que contienen sitios CpG metilados para evaluar el estado de
metilacion de islas CpG. Ademas, la MSP (PCR especifica de metilacion) puede perfilar rApidamente el estado de
metilacion de todos los sitios CpG presentes en una isla de CpG de un gen dado. Este procedimiento implica
modificacién inicial de ADN por bisulfito sédico (que convertira todas las citosinas no metiladas a uracilo) seguido de
amplificaciéon usando cebadores especificos para ADN no metilado frente a metilado. Pueden encontrarse protocolos
que implican interferencia de metilacion por ejemplo en Current Protocols In Molecular Biology, unidad 12, Frederick
M. Ausubel y col. eds., 1995.

La amplificacién génica es un procedimiento adicional para evaluar el estado de PSCA. La amplificacién génica se
mide en una muestra directamente, por ejemplo, por transferencia de Northern o transferencia de Southern
convencional para cuantificar la transcripcion de ARNm (Thomas, 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:5201-5205),
transferencia puntual (analisis de ADN), o hibridacion in situ, usando una sonda marcada de forma apropiada,
basandose en las secuencias proporcionadas en el presente documento. Como alternativa, se emplean anticuerpos
que reconocen dobles cadenas especificas, incluyendo dobles cadenas de ADN, dobles cadenas de ARN y dobles
cadenas hibridas de ADN-ARN o dobles cadenas de ADN-proteina. Los anticuerpos a su vez se marcan y el ensayo
se lleva a cabo cuando la doble cadena esta unida a una superficie de modo que tras la formacion de la doble
cadena en la superficie, la presencia de anticuerpo unido a la doble cadena puede detectarse.

Puede ensayarse convenientemente tejido biopsiado o sangre periférica con respecto a la presencia de células
cancerosas usando por ejemplo, analisis de Northern, transferencia puntual o RT-PCR para detectar expresion de
PSCA. La presencia de ARNm de PSCA amplificable por RT-PCR proporciona un indicio de la presencia de cancer.
Los ensayos de RT-PCR se conocen bien en la técnica. Los ensayos de deteccion de RT-PCR para células
tumorales en sangre periférica se estan evaluando actualmente para su uso en el diagnostico y tratamiento de varios
tumores sélidos humanos. En el campo de cancer de prostata, estos incluyen ensayos de RT-PCR para la deteccion
de células que expresan PSA y PSM (Verkaik y col., 1997, Urol. Res. 25: 373-384; Ghossein y col., 1995, J. Clin.
Oncol. 13:1195-2000; Heston y col., 1995, Clin. Chem. 41:1687-1688).

Un aspecto adicional de la invencién es una evaluacion de la susceptibilidad que un individuo tiene para desarrollar
cancer. En una realizacién, un procedimiento para predecir la susceptibilidad de cancer comprende detectar ARNm
de PSCA o proteina de PSCA en una muestra tisular, indicando su presencia susceptibilidad a cancer, en el que el
grado de expresion de ARNm de PSCA se correlaciona con el grado de susceptibilidad. En una realizacién
especifica, la presencia de PSCA en prostata u otro tejido se examina, proporcionando la presencia de PSCA en la
muestra un indicio de susceptibilidad a cancer de prostata (o la aparicién o existencia de un tumor prostatico). De
forma similar, se puede evaluar la integridad de secuencias de nucleétidos y aminoacidos de PSCA en una muestra
bioldgica, para identificar perturbaciones en la estructura de estas moléculas tales como inserciones, deleciones,
sustituciones y similares. La presencia de una o mas perturbaciones en los productos génicos de PSCA en la
muestra es un indicio de susceptibilidad a cancer (o la aparicion o existencia de un tumor).

La invencion también comprende procedimientos para calibrar la agresividad del tumor. En una realizacién, un
procedimiento para calibrar la agresividad de un tumor comprende determinar el nivel de ARNm de PSCA o proteina
de PSCA expresada por células tumorales, comparar el nivel determinado de este modo con el nivel de ARNm de
PSCA o proteina de PSCA expresada en un tejido normal correspondiente tomado del mismo individuo o una
muestra de referencia de tejido normal, en el que el grado de expresion de ARNm de PSCA o proteina de PSCA en
la muestra tumoral en relacién con la muestra normal indica el grado de agresividad. En una realizacion especifica,
la agresividad de un tumor se evalla determinando el grado en que se expresa PSCA en las células tumorales,
indicando los niveles de expresion mas altos tumores mas agresivos. Otra realizacion es la evaluacion de la

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2384 622 T3

integridad de las secuencias de aminoéacidos y nucledtidos de PSCA en una muestra biolégica, para identificar
perturbaciones en la estructura de estas moléculas tales como inserciones, deleciones, sustituciones y similares. La
presencia de una o mas perturbaciones indica tumores mas agresivos.

Otra realizacion de la invencion se refiere a procedimientos para observar la progresién de un tumor maligno en un
individuo a lo largo del tiempo. En una realizacion, los procedimientos para observar la progresion de un tumor
maligno en un individuo a lo largo del tiempo comprenden determinar el nivel de ARNm de PSCA o proteina de
PSCA expresado por células en una muestra del tumor, comparar el nivel determinado de este modo con el nivel de
ARNmM de PSCA o proteina de PSCA expresado en una muestra tisular equivalente tomada del mismo individuo en
un momento diferente, en los que el grado de expresién de ARNm de PSCA o proteina de PSCA en la muestra
tumoral a lo largo del tiempo proporciona informacion sobre la progresion del cancer. En una realizacion especifica,
la progresion de un cancer se evallla determinando la expresion de PSCA en las células tumorales a lo largo del
tiempo, indicando un aumento de la expresion a lo largo del tiempo una progresion del cancer. Ademas, se puede
evaluar la integridad de las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de PSCA en una muestra biol6gica para
identificar perturbaciones en la estructura de estas moléculas de estas moléculas tales como inserciones,
deleciones, sustituciones y similares, indicando la presencia de una o mas perturbaciones una progresion del
cancer.

Los enfoques de diagndstico anteriores pueden combinarse con uno cualquiera de una amplia diversidad de
protocolos de prondstico y diagnéstico conocidos en la materia. Por ejemplo, otra realizacion de la invencion se
refiere a procedimientos para observar una coincidencia entre la expresion de productos génicos de PSCA y gen de
PSCA (o perturbaciones en el gen de PSCA y productos génicos de PSCA) y un factor que se asocia con tumor
maligno, como medio para diagnosticar y pronosticar el estado de una muestra tisular. Puede utilizarse una amplia
diversidad de factores asociados con tumores malignos, tales como la expresion de genes asociados con tumor
maligno (por ejemplo expresion de PSA, PSCA y PSM para cancer de prostata, etc.) asi como observaciones
citologicas globales (véase, por ejemplo, Bocking y col., 1984, Anal. Quant Cytol. 6(2): 74-88; Epstein, 1995, Hum.
Pathol. 26 (2): 223-9; Thorson y col., 1998, Mod Pathol. 11(6): 543-51; Baisden y col., 1999, Am. J. Surg. Pathol.
23(8): 918-24). Los procedimientos para observar una coincidencia entre la expresién de gen de PSCA y productos
génicos de PSCA (o perturbaciones en el gen de PSCA y productos génicos de PSCA) y otro factor que se asocia
con tumor maligno son Utiles, por ejemplo, porque la presencia de un conjunto de factores especificos que coinciden
con enfermedad proporciona informacién crucial para diagnosticar y pronosticar el estado de una muestra tisular.

En una realizacién, los procedimientos para observar una coincidencia entre la expresién de gen de PSCA y
productos génicos de PSCA (o perturbaciones en gen de PSCA y productos génicos de PSCA) y de otro factor
asociado con tumor maligno implican detectar la sobreexpresion de ARNm o proteina de PSCA en una muestra
tisular, detectar la sobreexpresion de ARNm o proteina de PSA en una muestra tisular (0 expresién de PSCA o
PSM) y observar una coincidencia de sobreexpresion de ARNm o proteina de PSCA y ARNm o proteina de PSA (o
expresion de PSCA o PSM). En una realizacion especifica, la expresién de ARNm de PSA y PSCA en tejido de
prostata se examina, indicando la coincidencia de sobreexpresion de ARNm de PSCA y PSA en la muestra la
existencia de cancer de prostata, susceptibilidad a cancer de préstata o la aparicion o estado de un tumor prostatico.

Se describen en el presente documento procedimientos para detectar y cuantificar la expresion de ARNm o proteina
de PSCA y se conocen bien en la técnica tecnologias de deteccién y cuantificacion de proteinas y acidos nucleicos
convencionales. Los procedimientos convencionales para la deteccién y cuantificacion de ARNm de PSCA incluyen
hibridacién in situ usando ribosondas de PSCA marcadas, transferencia de Northern y técnicas relacionadas usando
sondas de polinucleétidos de PSCA, andlisis de RT-PCR usando cebadores especificos para PSCA y otros
procedimientos de deteccion de tipo amplificacion, tales como, por ejemplo, ADN ramificado, SISBA, TMA y
similares. En una realizacion especifica, se usa RT-PCR semicuantitativa para detectar y cuantificar la expresion de
ARNm de PSCA. Puede usarse cualquier variedad de cebadores capaces de amplificar PSCA para este fin,
incluyendo pero sin limitacion los diversos conjuntos de cebadores especificamente descritos en el presente
documento. En una realizacion especifica, pueden usarse anticuerpos policlonales o monoclonales especificamente
reactivos con la proteina de PSCA de tipo silvestre en un ensayo inmunohistoquimico de tejido biopsiado.

Realizaciones de diagndstico y prondstico de PSCA.

Como se desvela en el presente documento, los polinucleétidos, polipéptidos y anticuerpos antipolipéptidos de
PSCA se usan en ensayos de diagnostico bien conocidos que examinan las condiciones asociadas con crecimiento
celular desregulado tal como cancer, en particular los canceres enumerados en la Tabla | (véase, por ejemplo, tanto
su patron especifico de expresion tisular como su sobrexpresion en ciertos canceres cono se describe por ejemplo
en el ejemplo titulado “andlisis de expresién de PSCA en tejidos normales y muestras de ensayo de pacientes”).

Puede realizarse analogia de PSCA con un antigeno asociado a prostata PSA, el marcador arquetipico que se ha
usado por los practicantes médicos durante afios para identificar y controlar la presencia de cancer de prostata
(véase, por ejemplo, Merrill y col., J. Urol. 163(2): 503-5120 (2000); Polascik y col., J. Urol. Aug; 162(2): 293-306
(1999) y Fortier y col., J. Nat. Cancer Inst. 91 (19): 1635-1640(1999)). También se usa una diversidad de otros
marcadores de diagndstico en contextos similares incluyendo p53 y K-ras (véase, por ejemplo, Tulchinsky y col., Int
J Mol Med 4 Jul 1999 (1): 99-102 y Minimoto y col., Cancer Detect Prev 2000; 24(1): 1-12). Por lo tanto, la presente
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divulgacion de polinucleétidos y polipéptidos de PSCA (asi como sondas polinucleotidicas de PSCA y anticuerpos
anti-PSCA usados para identificar la presencia de estas moléculas) y sus propiedades permite a los expertos en la
materia utilizar estas moléculas en procedimientos que son analogos a los usados, por ejemplo, en una diversidad
de ensayos de diagndstico dirigidos a examinar afecciones asociadas con cancer.

Las realizaciones tipicas de procedimientos de diagnéstico que utilizan los polinucleétidos, polipéptidos, linfocitos T
sensibles y anticuerpos de PSCA son andlogas a los procedimientos de ensayos de diagnéstico bien establecidos,
que emplean, por ejemplo, polinucledtidos, polipéptidos, linfocitos T sensibles y anticuerpos de PSA. Por ejemplo, al
igual que se usan polinucleétidos de PSA como sondas (por ejemplo en analisis de Northern, véase, por ejemplo,
Sharief y col., Biochem. Mol. Biol. Int. 33(3): 567-74(1994)) y cebadores (por ejemplo en analisis de PCR, véase, por
ejemplo Okegawa y col., J. Urol. 163(4): 1189-1190 (2000)) para observar la presencia y/o el nivel de ARNm de PSA
en procedimientos de control de la sobrexpresion de PSA o la metastasis de canceres de prostata, los
polinucleétidos de PSCA descritos en el presente documento pueden utilizarse de la misma manera para detectar
sobreexpresion de PSCA o la metastasis de canceres de prostata y otros que expresan este gen. Como alternativa,
al igual que se usan polipéptidos de PSA para generar anticuerpos especificos para PSA que después pueden
usarse para observar la presencia y/o el nivel de proteinas de PSA en procedimientos para controlar la
sobreexpresion de proteina de PSA (Stephan y col., Urology 55(4): 560-3 (2000)) o la metastasis de células de
préstata (véase, por ejemplo, Alanen y col., Pathol. Res. Pract. 192(3): 233-7 (1996)), los polipéptidos de PSCA
descritos en el presente documento pueden utilizarse para generar anticuerpos para su uso en la deteccion de
sobreexpresion de PSCA o la metastasis de células de préstata y células de otros canceres que expresan este gen.

Especificamente, debido a que las metastasis implican el movimiento de células cancerosas de un 6rgano de origen
(tal como el pulmén o la glandula prostatica, etc.) a un area diferente del cuerpo (tal como un ganglio linfatico),
pueden usarse ensayos que examinan una muestra biolégica con respecto a la presencia de células que expresan
polinucleétidos y/o polipéptidos de PSCA para proporcionar pruebas de metastasis. Por ejemplo, cuando se
descubre que una muestra biologica de tejido que normalmente no contiene células que expresan PSCA (ganglio
linfatico) contiene células que expresan PSCA tal como la expresion de PSCA vista en LAPC4 y LAPCY,
xenotransplantes aislados de ganglio linfatico y metastasis de hueso, respectivamente, este hallazgo es indicativo de
metéstasis.

Como alternativa, pueden usarse polinucleétidos y/o polipéptidos de PSCA para proporcionar pruebas de cancer,
por ejemplo, cuando se descubre que células en una muestra bioldgica que normalmente no expresa PSCA o
expresa PSCA a nivel diferente expresan PSCA o tienen una expresion aumentada de PSCA (véase, por ejemplo, la
expresion de PSCA en los canceres enumerados en la Tabla | y en muestras de paciente, etc. mostrada en las
Figuras adjuntas). En tales ensayos, los expertos pueden desear generar adicionalmente pruebas complementarias
de metéstasis ensayando la muestra bioldgica con respecto a la presencia de un segundo marcador restringido a
tejido (ademas de PSCA) tal como PSA, PSCA etc. (véase, por ejemplo, Alanen y col., Pathol. Res. Pract. 192(3):
233-237 (1996)).

El uso de inmunohistoquimica para identificar la presencia de un polipéptido de PSCA dentro de una seccion tisular
puede indicar un estado alterado de ciertas células dentro de ese tejido. Se entiende bien en la técnica que la
capacidad de un anticuerpo para localizarse en un polipéptido que se expresa en células cancerosas es una manera
de diagnosticar presencia de enfermedad, etapa de enfermedad, progresion y/o agresividad del tumor. Un
anticuerpo tal también puede detectar una distribucion alterada del polipéptido dentro de las células cancerosas, en
comparacion con tejido no maligno correspondiente.

El polipéptido de PSCA y las composiciones inmunogénicas también son Utiles a la vista de los fendbmenos de
localizacién de proteina subcelular alterada en patologias. La alteracion de células de estado normal a enfermo
provoca cambios en la morfologia celular y con frecuencia se asocia con cambios de la localizacién/distribucion de
proteinas subcelulares. Por ejemplo, las proteinas de membrana celular que se expresan de una manera polarizada
en células normales pueden alterarse en enfermedad, dando como resultado distribucién de la proteina de una
manera no polar sobre la superficie celular completa.

El fenédmeno de localizacién de proteinas subcelulares alteradas en una patologia se ha demostrado con expresion
de proteina MUC1 y Her2 mediante el uso de medios inmunohistoquimicos. Las células epiteliales normales tienen
una distribucion apical tipica de MUC1, ademas de cierta localizacién supranuclear de la glucoproteina, mientras que
las lesiones malignas con frecuencia demuestran un patrén de tincién apolar (Diaz y col, The Breast Journal, 7; 40-
45 (2001); Zhang y col, Clinical Cancer Research, 4; 2669-2676 (1998): Cao, y col, The Journal of Histochemistry
and Cytochemistry, 45: 1547-1557 (1997)). Ademas, el epitelio de mama normal es negativo para proteina Her2 o
muestra solamente una distribucién basolateral mientras que las células malignas pueden expresar la proteina sobre
la superficie celular completa (De Potter, y col, International Journal of Cancer, 44; 969-974 (1989): McCormick, y
col, 117; 935-943 (2002)). Como alternativa, la distribucion de la proteina puede alterarse de una localizacién
solamente en superficie hasta incluir expresién citoplasmica difusa en el estado enfermo. Un ejemplo tal puede verse
con MUCL1 (Diaz, y col, The Breast Journal, 7: 40-45 (2001)).

La alteracion de la localizacion/distribucion de una proteina en la célula, como se detecta por procedimientos
inmunohistoquimicos, también puede proporcionar informacién valiosa con respecto a la conveniencia de ciertas
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modalidades de tratamiento. Este Ultimo punto se ilustra por una situacidon en la que una proteina puede ser
intracelular en tejido normal, pero de superficie celular en células malignas; la localizacién en superficie celular hace
a las células favorablemente susceptibles a regimenes de tratamiento y diagnostico basado en anticuerpos. Cuando
se produce una alteracion tal de la localizacion de la proteina para PSCA, la proteina PSCA y las respuestas
inmunes relacionadas con la misma son muy Utiles. En consecuencia, la capacidad para determinar si la alteracion
de la localizacion de proteina subcelular se produjo para 24P4C12 hace a la proteina PSCA y respuestas inmunes
relacionadas con la misma muy utiles. El uso de las composiciones de PSCA permite a los expertos en la materia
realizar importantes decisiones de diagnéstico y terapéuticas.

Los reactivos inmunohistoquimicos especificos para PSCA también son Utiles para detectar metastasis de tumores
que expresan PSCA cuando el polipéptido aparece en tejidos en los que normalmente no se produce PSCA.

Al igual que los fragmentos de polinucleétidos de PSA y variantes de polinucledtidos se emplean por los expertos en
la materia para su uso en procedimientos para controlar PSA, se usan fragmentos de polinucledtidos y variantes de
polinucleétidos de PSCA de una manera analoga. En particular, los polinucleétidos de PSA tipicos usados en
procedimientos para controlar PSA son sondas o cebadores que consisten en fragmentos de la secuencia de ADNc
de PSA. llustrando esto, los cebadores usados para amplificar por PCR un polinucleétido de PSA deben incluir
menos de la secuencia de PSA completa para actuar en la reaccion en cadena de la polimerasa. En el contexto de
dichas reacciones de PCR, los expertos en la materia generalmente crean una diversidad de fragmentos
polinucleotidicos diferentes que pueden usarse como cebadores para amplificar diferentes partes de un
polinucleétido de interés o para optimizar las reacciones de amplificacion (véase, por ejemplo, Caetano-Anolles, G.
Biotechniques 25(3): 472-476, 478-480 (1998); Robertson y col., Methods Mol. Biol. 98: 121-154 (1998)). Una
ilustracion adicional del uso de tales fragmentos se proporciona en el ejemplo titulado “Analisis de expresion de
PSCA en tejidos normales y muestras de ensayo de pacientes”, en el que se usa un fragmento de polinucleétido de
PSCA como una sonda para mostrar la expresién de ARN de PSCA en células cancerosas. Ademas, se usan
tipicamente secuencias polinucleotidicas variantes como cebadores y sondas para los ARNm correspondientes en
PCR y analisis de Northern (véase, por ejemplo, Sawai y col., Fetal Diagn. Ther. Nov-Dic 1996 11(6): 407-13 y
Current Protocols In Molecular Biology, Volumen 2, Unidad 2, Frederick M. Ausubel y col. eds., 1995)). Los
fragmentos de polinucledtidos y variantes son (tiles en este contexto cuando son capaces de unirse a una secuencia
polinucleotidica diana (por ejemplo, un polinucleétido de PSCA mostrado en la Figura 2 o una variante del mismo) en
condiciones de alta rigurosidad.

Ademas, los polipéptidos de PSA que contienen un epitopo que puede reconocerse por un anticuerpo o linfocito T
gue se une especificamente a ese epitopo se usan en procedimientos para controlar PSA. Los fragmentos de
polipéptidos y analogos de polipéptidos de PSCA o variantes también pueden usarse de una manera analoga. Esta
practica de usar fragmentos polipeptidicos o variantes polipeptidicas para generar anticuerpos (tales como
anticuerpos anti-PSA o linfocitos T) es tipica en la técnica usandose una amplia diversidad de sistemas tales como
proteinas de fusién por los practicantes (véase, por ejemplo, Current Protocols In Molecular Biology, Volumen 2,
Unidad 16, Frederick M. Ausubel y col. eds., 1995). En este contexto, cada epitopo actia para proporcionar la
arquitectura con la que es reactivo un anticuerpo o linfocito T. Tipicamente, los expertos en la materia crean una
diversidad de diferentes fragmentos polipeptidicos que pueden usarse para generar respuestas inmunes especificas
para diferentes partes de un polipéptido de interés (véase, por ejemplo, Patente de Estados Unidos N° 5.840.501 y
Patente de Estados Unidos N° 5.939.533). Por ejemplo puede ser preferible utilizar un polipéptido que comprende
uno de los motivos hioldgicos de PSCA analizados en el presente documento o una subsecuencia que porta motivo
que se identifica facilmente por un experto en la materia basandose en motivos disponibles en la técnica. Los
fragmentos, variantes o analogos de polipéptidos son tipicamente Utiles en este contexto siempre que comprendan
un epitopo capaz de generar un anticuerpo o un linfocito T especifico para una secuencia polipeptidica diana (por
ejemplo, un polipéptido de PSCA mostrado en la Figura 3).

Como se muestra en el presente documento, los polinucleétidos y polipéptidos de PSCA (asi como las sondas
polinucleotidicas de PSCA y anticuerpos anti-PSCA o linfocitos T usados para identificar la presencia de estas
moléculas) muestran propiedades especificas que los hacen Utiles en el diagnostico de canceres tales como los
enumerados en la Tabla I. Los ensayos de diagnéstico que miden la presencia de productos génicos de PSCA, para
evaluar la presencia o aparicion de una enfermedad descrita en el presente documento, tal como cancer de préstata,
se usan para identificar pacientes con respecto a medidas preventivas o control adicional, como se ha hecho de
forma exitosa con PSA. Ademas, estos materiales satisfacen una necesidad de la técnica de moléculas que tengan
caracteristicas similares o complementarias a PSA en situaciones en las que, por ejemplo, no pueda realizarse un
diagndstico definitivo de metastasis de origen prostatico basandose en un ensayo solamente para PSA (véase, por
ejemplo, Alanen y col.,, Pathol. Res. Pract. 192(3): 233-237 (1996)), y en consecuencia, necesitan emplearse
materiales tales como polinucledtidos y polipéptidos de PSCA (asi como las sondas polinucleotidicas de PSCA y
anticuerpos anti-PSCA usados para identificar la presencia de estas moléculas) para confirmar una metastasis de
origen prostatico.

Finalmente, ademas de su uso en ensayos de diagndstico, los polinucleétidos de PSCA desvelados en el presente
documento tienen varias otras utilidades tales como su uso en la identificacion de anomalias cromosémicas
asociadas oncogenéticas en la region cromos6mica en la que se mapea el gen de PSCA (véase el Ejemplo titulado
“Mapeo Cromosémico de PSCA” posteriormente). Ademas, aparte de su uso en ensayos de diagnéstico, los
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polinucleétidos y proteinas relacionadas con PSCA desveladas en el presente documento tienen otras utilidades
tales como su uso en el analisis forense de tejidos de origen desconocido (véase, por ejemplo, Takahama K
Forensic Sci Int 1996 Jun 28;80(1-2): 63-9).

Kits

Para llevar a cabo un procedimiento de diagnéstico de la invencién, puede proporcionarse un kit. Tales kits pueden
comprender un vehiculo, envase, o recipiente que estd compartimentalizado para recibir uno o mas recipientes tales
como frascos, tubos, y similares, comprendiendo cada uno de los recipientes uno de los elementos separados para
usar en el procedimiento, junto con una etiqueta o prospecto que comprende instrucciones para su uso, tal como un
uso descrito en el presente documento. Por ejemplo, el recipiente o recipientes pueden comprender una sonda que
esta marcada o puede marcarse de forma detectable. Dicha sonda puede ser un anticuerpo o polinucleétido
especifico de una proteina o un gen o mensaje de la invencion, respectivamente. Cuando el procedimiento utiliza
hibridaciéon de acido nucleico para detectar el acido nucleico diana, el kit también puede tener recipientes que
contienen nucledtido o nucleétidos para amplificacién de la secuencia de acido nucleico diana. Los kits pueden
comprender un recipiente que comprende un indicador, tal como una proteina de unién a biotina, tal como avidina o
estreptavidina unida a una molécula indicadora, tal como un marcador enzimatico, fluorescente o radiois6topo;
puede usarse un indicador tal con, por ejemplo, un acido nucleico o anticuerpo. El kit puede incluir todas o parte de
las secuencias de aminoacidos apropiadas de la Figura 2 o Figura 3, o una molécula de acido nucleico que codifique
tales secuencias de aminoacidos.

Un kit comprendera tipicamente el recipiente descrito anteriormente y uno 0 mas otros recipientes asociados con el
mismo que comprenden materiales deseables desde un punto de vista comercial y del usuario, incluyendo por
ejemplo, tampones, diluyentes, etiquetas de tubo que enumeran los contenidos y/o instrucciones de uso, Yy
prospectos con instrucciones de uso.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustran la invencién en la medida en que se refiere a PSCA v.4 y procedimientos de
diagnostico como se reivindican ahora.

Ejemplo 1: Aislamiento Generado por SSH de Fragmentod e ADNc del Gen de PSCA
Omitido intencionalmente

Ejemplo 2: Aislamiento de ADNc que Codifica PSCA de Lo  ngitudinal Completa
Omitido intencionalmente

Ejemplo 3: Mapeo Cromosémico de PSCA

Omitido intencionalmente

Ejemplo 4:

Anadlisis de Expresion de Variantes de PSCA en Tejidos Normales y Muestras de Ensayo de Pacientes

Previamente, PSCA, denominado en el presente documento PSCA v.1, se identific6 como un antigeno expresado en
cancer de prostata. Su expresion se detectdé en mas del 80 % de canceres de préstata primarios y la mayoria de
metastasis de préstata. También se ha mostrado que se expresa en cancer de vejiga, cancer de ovario y cancer
pancreatico; estos canceres se enumeran en la Tabla I. Por andlisis inmunohistoquimicos se ha mostrado que PSCA
se sobreexpresa en la superficie celular de la mayoria de carcinomas transicionales uroteliales, y en el 60 % de los
adenocarcinomas pancreaticos primarios. Los datos de expresion de PSCA se han presentado en publicaciones de
patente (PCT/US98/04664, PCT/US/28883, PCT/US00/19967) y en articulos con revision por pares (Saffran y col.,
Proc Natl Acad Sci USA. 27 Feb 2001; 98(5): 2658-2663; Amara y col., Cancer Res. 15 Jun 2001; 61(12): 4660-65;
Reiter y col., Proc Natl Acad Sci USA. 17 Feb 1998; 95(4): 1735-40; Argani y col., Cancer Res. 1 Jun 2001; 61(11):
4320-24).

La expresion especifica de diferentes variantes de PSCA se estudié en muestras de ensayo de pacientes de cancer
y normales (Figura 14 y Figura 15). Se disefiaron cebadores para diferenciar entre PSCA v.1/v.2/v.4, PSCA v.3 y
PSCA v.5. PSCA v.1/v.2/v.4 conducen a un producto de PCR de 425 pb, PSCA v.3 conduce a un producto PCR de
300 pb, mientras que PSCA v.5 conduce a un producto de PCR de 910 pb de tamafio (Figura 14A).

Se prepar6 ADNc de primera cadena a partir de vejiga, cerebro, corazon, rifién, higado, pulmén, préstata, bazo,
musculo esquelético, testiculo, pancreas, colon, estbmago normal, grupos de cancer de prostata, cancer de vejiga,
cancer de rifién, cancer de colon, cancer de pulmon, cancer de ovario, cancer de mama, metastasis de cancer y
cancer de pancreas (Figura 14B). Se realizé normalizacién por PCR usando cebadores para actina. Se realiz6 PCR
semicuantitativa, usando los cebadores especificos de variantes a 30 ciclos de amplificacion.
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Los resultados muestran expresion de PSCA v.5 principalmente en cancer de mama, metastasis de cancer y cancer
de pancreas, y a nivel mas bajo en cancer de colon y cancer de pulmén. Se detecté producto de PCR de PSCA
v.1/v.2/v.4 en cancer de préstata, cancer de vejiga, cancer de rifion, cancer de colon, cancer de pulmén, cancer de
ovario, cancer de mama, metastasis de cancer y cancer de pancreas. Entre los tejidos normales, se detectd
producto de PCR de PSCA v.1/v.2/v.4 solamente en pr@stata, estbmago y a nivel mas bajo en rifion y pulmén,
mientras que no se detectd PSCA v.5 en ningun tejido normal. No se detectd producto detectado por PCR de PSCA
v.3 en ninguna de las muestras ensayadas.

Se disefiaron cebadores para diferenciar entre PSCA v.4 y PSCA v.5 (Figura 15A). PSCA v.4 conduce a un producto
de PCR de 460 pb, mientras que PSCA v.5 conduce a un producto de PCR de 945 pb de tamafio.

Se prepardé ADNc de primera cadena de vejiga, cerebro, corazon, rifién, higado, pulmon, prostata, bazo, masculo
esquelético, testiculo, pancreas, colon, estbmago normal, grupos de cancer de préstata, cancer de vejiga y grupo de
multixenotransplante (xenotransplantes de cancer de préstata, cancer de rifién y cancer de vejiga) (Figura 15B). Se
realiz6 normalizacion por PCR usando cebadores para actina. Se realizd6 PCR semicuantitativa, usando los
cebadores especificos variantes a 30 ciclos de amplificacion.

Los resultados muestran expresion de PSCA v.4 en cancer de préstata, cancer de vejiga y grupo
multixenotransplante, rifién y prdstata normales. Se detectd PSCA v.5 solamente en prostata normal y cancer de
vejiga.

La expresion restringida de variantes de PSCA en tejidos normales y la expresion detectada en muestras de ensayo
de pacientes de cancer indican que las variantes de PSCA son dianas terapéuticas, de prondstico, de laboratorio,
profilacticas y de diagndstico para canceres humanos.

Ejemplo 5: Variantes de Transcrito de PSCA

Como se usa en el presente documento, el término variante incluye variantes de transcrito y polimorfismos de
nucleétido sencillo (SNP). Las variantes de transcrito son variantes de ARNm maduro del mismo gen que surgen por
transcripcion alternativa o corte y empalme alternativo. Los transcritos alternativos son transcritos del mismo gen
pero inician la transcripcién en puntos diferentes. Las variantes de corte y empalme son variantes de ARNm
cortadas y empalmadas de forma diferente a partir del mismo transcrito. En eucariotas, cuando se transcribe un gen
multiexénico a partir de ADN gendmico, el ARN inicial se corta y empalma para producir ARNm funcional, que
solamente tiene exones y se usa para traduccion en una secuencia de aminoacidos. En consecuencia, un gen dado
puede tener de cero a muchos transcritos alternativos y cada transcrito puede tener de cero a muchas variantes de
corte y empalme. Cada variante de transcrito tiene una composicion exdnica Unica y puede tener diferentes partes
codificantes y/o no codificantes (extremo 5’ o 3’), del transcrito original. Las variantes de transcrito pueden codificar
las mismas, similares o diferentes proteinas, teniendo dichas proteinas la misma o una funcién similar o una funcién
diferente. Las proteinas variantes pueden expresarse en el mismo tejido a la vez, en un tejido diferente a la vez 0 en
el mismo tejido en momentos diferentes o en un tejido diferente en un momento diferente. Las proteinas codificadas
por una variante de transcrito pueden tener localizaciones subcelulares o extracelulares similares o diferentes (por
ejemplo, secretada frente a intracelular).

Se identifican variantes de transcrito por una diversidad de procedimientos aceptados en la técnica. Por ejemplo, se
identifican transcritos alternativos y variantes de corte y empalme por clonacion de longitud completa o mediante el
uso de transcrito de longitud completa y secuencias de EST. En primer lugar todos los EST humanos se agruparon
en grupos que muestran identidad directa o indirecta entre si. En segundo lugar, los EST en el mismo grupo se
agruparon adicionalmente en subgrupos y se ensamblaron en una secuencia consenso. La secuencia génica original
se compara con la secuencia 0 secuencias consenso u otras secuencias de longitud completa. Cada secuencia
consenso es una variante de corte y empalme potencial para ese gen. Se conocen en la técnica varias modalidades
de confirmacion, tales como identificacion de la variante por analisis de Northern, clonacién de longitud completa o
mediante el uso de bibliotecas de sondas, etc. Incluso cuando se identifica una variante que no es aun un clon de
longitud completa, esa parte de la variante es muy Gtil como una herramienta de investigacion, por ejemplo, para
generacion de antigenos o para clonacion adicional de la variante de corte y empalme de longitud completa, usando
técnicas conocidas en la materia.

Ademas, estan disponibles en la técnica programas informaticos que identifican variantes de transcrito basandose
en secuencias genomicas. Los programas de identificacién de variantes de transcritos con base gendmica incluyen
FgenesH (A. Salamov y V. Solovyev, "Ab initio gene finding in Drosophila genomic DNA," Genome Research. Abril
de 2000; 10(4): 516-22); Grail (URL compbio. ornl.gov/Grail-bin/EmptyGrailForm) y GenScan (LTRI,
genes.mit.edu/GENSCAN.html). Para un andlisis general de protocolos de identificacion de variantes de corte y
empalme véase, por ejemplo, Southan, C., A genomic perspective on human proteases, FEBS Lett. 8 Jun 2001,
498(2-3): 214-8; de Souza, S.J., y col., Identification of human chromosome 22 transcribed sequences with ORF
expressed sequence tags, Proc. Natl Acad Sci USA. 7 Nov 2000; 97(23): 12690-3.

Para confirmar adicionalmente los parametros de una variante de transcrito, estan disponibles en la materia una
diversidad de técnicas, tales como clonacion de longitud completa, validacién proteémica, validacién basada en PCR

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2384 622 T3

y validacién de RACE 5, etc. (véase por ejemplo, Validacion Proteémica: Brennan, S.O., y col., Albumin banks
peninsula: a new termination variant characterized by electrospray mass spectrometry, Biochem Biophys Acta. 17
Ago 1999;1433(1-2): 321-6; Ferranti P, y col., Differential splicing of premessenger RNA produces multiple forms of
mature caprine alpha(sl)-casein, EurJBiochem. 1997 Oct 1;249(1):1-7. Para validacién basada en PCR: Wellmann
S, y col., Specific reverse transcription-PCR quantification of vascular endothelial growth factor (VEGF) splice
variants by LightCycler technology, Clin Chem. Abr 2001;47(4): 654-60; Jia, H.P., y col., Discovery of new human
beta-defensins using a genomics-based approach, Gene. 24 Ene 2001; 263(1-2): 211-8. Para validacion basada en
PCR y de RACE 5': Validation: Brigle, K.E., y col., Organization of the murine reduced folate carrier gene and
identification of variant splice forms, Biochem Biophys Acta. 7 Ago 1997; 1353(2): 191-8).

Se conoce en la técnica que las regiones gendémicas estan moduladas en canceres. Cuando la region genémica en
la que se mapea un gen estd modulada en un cancer particular, los transcritos alternativos o las variantes de corte y
empalme del gen también se modulan. Se desvela en el presente documento que PSCA tiene un perfil de expresion
particular en relaciéon con cancer (véase, por ejemplo, Tabla I). También estan implicados transcritos alternativos y
variantes de corte y empalme de PSCA en canceres, por ejemplo en uno o mas de estos tejidos y también en ciertos
tejidos adicionales. Las variantes actian por lo tanto como marcadores/antigenos asociados con tumor.

Usando el gen de PSCA de longitud completa junto con secuencias de EST, se identificaron cuatro variantes de
transcrito adicionales, designadas PSCA v.2, v.3, v.4 y v.5. Los limites de los exones en el transcrito original, PSCA
v.1 se mostraron en la Tabla IV. Las estructuras esquematicas de las secuencias de acidos nucleicos variantes del
transcrito se muestran en la Figura 10. En la Figura 10, las barras con el mismo patrdn grafico representan tramos
de material génico contiguo, por ejemplo, las barras negras designan secuencia genémica hallada en la variante 1.

Tablas V(a) - (d) a VllI(a) - (d) se exponen variante a variante. V(a) - (d) muestra las secuencias de nucleétidos de
las variantes de transcrito. La Tabla VI(a) - (d) muestra el alineamiento de las variantes de transcrito con secuencia
de &cido nucleico de PSCA v.1 (para v.2 solamente) o con PSCA v.2 (para todas las otras variantes). La Tabla Vli(a)
- (d) presenta la traduccion de aminoacidos de las variantes de transcrito para la orientacion de fase de lectura
identificada. La Tabla Vlli(a) - (d) presenta alineamientos de la secuencia de aminoacidos codificada por la variante
de corte y empalme con la de PSCA v.1.

Ejemplo 6: Polimorfismos de Nucle6tidos Sencillo de P SCA

Un Polimorfismo de Nucledtido Sencillo (SNP) es una variacion de par de bases sencillo en una secuencia de
nucleétidos en una localizacién especifica. En cualquier punto dado del genoma, hay cuatro posibles pares de bases
nucleotidicas: A/T, C/G, G/C y T/A. Como se usa en el presente documento, un alelo es uno de una serie de formas
alternativas de un gen dado, que difiere en secuencia de ADN y que afecta a un producto (ARN y/o proteina).

Un SNP que se produce en un ADNc se denomina un SNPc. Este SNPc puede cambiar aminoacidos de la proteina
codificada por el gen y de este modo cambiar la funcién de la proteina. Algunos SNP provocan enfermedades
hereditarias; otros contribuyen a variaciones cuantitativas de fenotipo y reacciones a factores ambientales
incluyendo dieta y farmacos entre individuos. Por lo tanto, la existencia de un SNP y/o combinaciones de alelos
(llamados haplotipos) tienen muchas aplicaciones Utiles, tales como diagndstico de enfermedades hereditarias,
determinacion de reacciones farmacolégicas y dosificacion, identificacion de genes responsables de enfermedades y
andlisis de la relacion genética ente individuos (P. Nowotny, J. M. Kwon y A. M. Goate, "SNP analysis to dissect
human traits,” Curr. Opin. Neurobiol. Oct 2001; 11(5):637-641; M. Pirmohamed y B. K. Park, "Genetic susceptibility to
adverse drug reactions," Trends Pharmacol. Sci. Jun 2001; 22(6): 298-305; J. H. Riley, C. J. Allan, E. Lai y A. Roses,
"The use of single nucleotide polymorphisms in the isolation of common disease genes," Pharmacogenomics. Feb
2000; 1(1): 39-47; R. Judson, J. C. Stephens y A. Windemuth, "The predictive power of haplotypes in clinical
response," Pharmacogenomics. Feb 2000; 1(1): 15-26).

Los SNP se identifican por una diversidad de procedimientos aceptados en la técnica (P. Bean, "The promising
voyage of SNP target discovery," Am. Clin. Lab. Oct-Nov 2001; 20(9): 18-20; K. M. Weiss, "In search of human
variation," Genome Res. Jul 1998; 8(7):691-697; M. M. She, "Enabling large-scale pharmacogenetic studies by high-
throughput mutation detection and genotyping technologies," Clin. Chem. Feb 2001; 47(2): 164-172). Por ejemplo,
los SNP se identifican secuenciando fragmentos de ADN que muestran polimorfismo por procedimientos basados en
gel tales como polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion (RFLP) y electroforesis en gel de gradiente
desnaturalizante (DGGE). También se descubren por secuenciacion directa de muestras de ADN agrupadas de
diferentes individuos o comparando secuencias de diferentes muestras de ADN. Con la rapida acumulacién de datos
de secuencias en bases de datos publicas y privadas, también se descubre SNP comparando secuencias usando
programas informaticos (Z. Gu, L. Hillier y P. Y. Kwok, "Single nucleotide polymorphism hunting in cyberspace,”
Hum. Mutat. 1998; 12(4): 221-225). Los SNP pueden verificarse y el genotipo o haplotipo de un individuo puede
determinarse por una diversidad de procedimientos incluyendo secuenciacién directa y micromatrices de alto
rendimiento (P. Y. Kwok, "Methods for genotyping single nucleotide polymorphisms," Annu. Rev. Genomics Hum.
Genet. 2001; 2: 235-258; M. Kokoris, K. Dix, K. Moynihan, J. Mathis, B. Erwin, P. Grass, B. Hines y A. Duesterhoeft,
"High-throughput SNP genotyping with the Masscode system," Mol. Diagn. Dic 2000; 5(4): 329-340).
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Usando los procedimientos descritos anteriormente, se identificaron trece SNP en el transcrito para PSCA v.2. Se
usoé la variante 2, en lugar de por ejemplo la variante 1, porque tenia menos bases ambiguas que la variante 1. En
consecuencia, se identificaron SNP en PSCA v.2, en las posiciones 57 (t/c), 367 (c/t), 424 (alc), 495 (c/g), 499 (clt),
563 (cl/t), 567 (g/a), 627 (g/a), 634 (t/g), 835 (g/a), 847 (g/a), 878 (g/a) y 978 (c/g). Los transcritos o proteinas con
alelos alternativos se designaron como PSCA variante v.6 a v.18, como se muestra en la Tabla IX y Figura 12a.

El cambio de nucle6tidos en v.6 cambid el codén de partida de v.1 y por lo tanto, la traduccién no comenzaria hasta
el siguiente ATG (AUG en ARNm), dando como resultado una proteina 9 aminoacidos mas corta que la proteina v.1
(Figura 11a). Los cambios de nucle6tidos para v.7 y v.8 fueron silenciosos al nivel proteico.

Doce de estos 13 SNP también estaban presentes en la variante 4 como se expone en la Figura 12b y la Tabla 1X.
Las 12 variantes de SNP en relacion con PSCA v.4 se designan PSCA v.19 a v.30. Las variantes 19 a 27 codifican
aminoacidos alternativos (Figura 11b y Tabla IX).

La Tabla IX también muestra los cambios de aminoacidos de secuencia proteica. Estos SNP, aunque mostrados
individualmente de forma separada en el presente documento, pueden aparecer en diferentes combinaciones y en
una cualquiera de las variantes de transcrito que contienen el sitio del SNP.

Ejemplo 7: Produccion de PSCA Recombinante en Sistemas Procariotas

Para expresar PSCA y variantes de PSCA recombinante en células procariotas, las secuencias de ADNc de PSCA 'y
variante de PSCA de longitud completa o parcial se clonan en uno cualquiera de una diversidad de vectores de
expresion conocidos en la técnica. Se expresa una o mas de las siguientes regiones de variantes de PSCA: la
secuencia de longitud completa presentada en las Figuras 2 y 3 o cualesquiera 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 0 mas aminoacidos contiguos de PSCA, variantes o analogos de los
mismos.

A. Construcciones de transcripcion y traduccion in vitro:

pCRII: Para generar sondas de ARN sentido y antisentido de PSCA para investigaciones in situ de ARN, se generan
construcciones de pCRII (Invitrogen, Carlsbad CA) que codifican todo o fragmentos del ADNc de PSCA. El vector
pCRII tiene promotores Sp6 y T7 que flanquean el inserto para dirigir la transcripcién de ARN de PSCA para su uso
como sondas en experimentos de hibridacion in situ de ARN. Estas sondas se usan para analizar la expresion
celular y tisular de PSCA en el nivel de ARN. EI ARN de PSCA transcrito que representa la region codificante de
aminoacidos de ADNc del gen de PSCA se usa en sistemas de traduccion in vitro tales como el Sistema de Lisado
Reticular Acoplado TnTO (Promega, Corp., Madison, WI) para sintetizar proteina PSCA.

B. Construcciones bacterianas:

Construcciones de pGEX: Para generar proteinas PSCA recombinantes en bacterias que se fusionan con la proteina
Glutation S-transferasa (GST), toda o partes de la secuencia codificante de proteina de ADNc de PSC se clona en la
familia de pGEX de vectores de fusion de GST (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ). Estas
construcciones permiten la expresion controlada de secuencias proteicas de PSCA recombinantes con GST
fusionadas en el extremo amino terminal y un epitopo de seis histidinas (His 6X) en el extremo carboxilo terminal.
Los marcadores de GST e His 6X permiten purificacion de la proteina de fusion recombinante de bacterias inducidas
con la matriz de afinidad apropiada y permiten el reconocimiento de la proteina de fusién con anticuerpos anti-GST y
anti-His. El marcador His 6X se genera afiadiendo 6 codones de histidina al cebador de clonacion en el extremo 3’,
por ejemplo, de la fase abierta de lectura (ORF). Puede emplearse un sitio de escision proteolitico, tal como el sitio
de reconocimiento PreScission] en pGEX-6P-1, de modo que permita la escision del marcador GST de la proteina
relacionada con PSCA. El gen de resistencia a ampicilina y origen de pBR322 permite la seleccién y mantenimiento
de los plasmidos pGEX en E. coli.

Construcciones de pMAL: Para generar, en bacterias, proteinas de PSCA recombinantes que se fusionan con
proteina de unién a maltosa (MBP), toda o partes de la secuencia codificante de proteina de ADNc de PSCA se
fusionan con el gen de MBP clonando en los vectores pMAL-c2X y pMAL-p2X (New England Biolabs, Beverly, MA).
Estas construcciones permiten la expresion controlada de secuencias proteicas de PSCA recombinantes con MBP
fusionada en el extremo amino terminal y un marcador epitépico His 6X en el extremo carboxilo terminal. Los
marcadores MBP e His 6X permiten la purificacion de la proteina recombinante de bacterias inducidas con la matriz
de afinidad apropiada y permiten el reconocimiento de la proteina de fusion con anticuerpos anti-MBP y anti-His. El
marcador epitépico His 6X se genera afiadiendo 6 codones de histidina al cebador de clonaciéon 3. Un sitio de
reconocimiento de factor Xa permite la escision del marcador pMAL de PSCA. Los vectores pMAL-c2X y pMAL-p2X
se optimizan para expresar la proteina recombinante en el citoplasma o periplasma respectivamente. La expresién
en periplasma potencia el plegamiento de proteinas con enlaces disulfuro.

Construcciones de pET: Para expresar PSCA en células bacterianas, toda o partes de la secuencia codificante de
proteina de ADNc de PSCA se clonan en la familia pET de vectores (Novagen, Madison, WI). Estos vectores
permiten expresion estrechamente controlada de proteina PSCA recombinante en bacterias con y sin fusién con
proteinas que potencian la solubilidad, tales como NusA vy tiorredoxina (Trx) y marcadores epitopicos, tales como His
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6X y S-Tagd que ayudan a la purificacion y deteccién de la proteina recombinante. Por ejemplo, se realizan
construcciones utilizando el sistema de fusion pET NusA 43.1 de modo que se expresan regiones de la proteina
PSCA como fusiones amino terminales con NusA.

C. Construcciones de Levadura:

Construcciones de pESC: Para expresar PSCA en la especie de levadura Saccharomyces cerevisiae para
generacion de proteina recombinante y estudios funcionales, toda o partes de la secuencia codificante de proteina
de ADNc de PSCA se clonan en la familia de vectores de pESC cada uno de los cuales contiene 1 de 4 marcadores
seleccionables, HIS3, TRP1, LEU2 y URA3 (Stratagene, La Jolla, CA). Estos vectores permiten la expresion
controlada del mismo plasmido de hasta 2 genes diferentes o secuencias clonadas que contienen marcadores
epitopicos Flagdd o Myc en la misma célula de levadura. Este sistema es Util para confirmar interacciones proteina-
proteina de PSCA. Ademas, la expresion en levadura produce modificaciones post-traduccionales similares, tales
como glucosilaciones y fosforilaciones, que se encuentran cuando se expresan en células eucariotas.

Construcciones de pESP: Para expresar PSCA en la especie de levadura Saccharomyces pombe, toda o partes de
la secuencia codificante de proteina de ADNc de PSCA se clonan en la familia de pESP de vectores. Estos vectores
permiten alto nivel de expresion controlado de una secuencia proteica de PSCA que se fusiona en uno de los
extremos amino terminal o en el extremo carboxilo terminal con GST que ayuda a la purificacion de la proteina
recombinante. Un marcador epitépico Flagll permite la deteccion de la proteina recombinante con anticuerpo anti-
flagcl .

Ejemplo 8: Produccion de PSCA recombinante en Sistemas Eucariotas Superiores
Omitido Intencionalmente
Ejemplo 9: Perfiles de Antigenicidad y Estructura Secun daria

La Figura 5A-C, Figura 6A-C, Figura 7A-C, Figura 8A-C y Figura 9A-C representan graficamente cinco perfiles de
aminoacidos de variantes de PSCA 1, 3y 4, cada evaluacién disponible accediendo al sitio web ProtScale (direccién
web www.expasy.ch/cgibin/protscale.pl) en el servidor de biologia molecular ExPasy.

Estos perfiles: Figura 5, Hidrofilia (Hopp T.P., Woods K.R., 1981. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78: 3824-3828);
Figura 6, Hidropatico, (Kyte J., Doolittle R.F., 1982. J. Mol. Biol. 157: 105-132); Figura 7, Porcentaje de Restos
Accesibles (Janin J., 1979 Nature 277: 491-492); Figura 8, Flexibilidad Media, (Bhaskaran R., y Ponnuswamy P.K.,
1988. Int. J. Pept. Protein Res. 32: 242-255); Figura 9, Giro beta (Deleage, G., Roux B. 1987 Protein Engineering
1:289-294); y opcionalmente otros disponibles en la técnica, tales como en el sitio web ProtScale, se usaron para
identificar regiones antigénicas de cada una de las proteinas variantes de PSCA. Cada uno de los perfiles de
aminoéacidos anteriores de variantes de PSCA se generaron usando los siguientes parametros de ProtScale para
analisis: 1) Un tamafio de ventana de 9; 2) 100 % de peso de los extremos de la ventana en comparacién con el
centro de la ventana; y 3) valores de perfil de aminoacidos normalizados para quedar entre Oy 1.

Se usaron perfiles de Hidrofilia (Figura 5), Hidropaticos (Figura 6) y Porcentaje de Restos Accesibles (Figura 7) para
determinar tramos de aminoéacidos hidrofilos (es decir, valores mayores de 0,5 en el perfil de Hidrofilia y de
Porcentaje de Restos Accesibles y valores menores de 0,5 en el perfil Hidropatico). Tales regiones estan
probablemente expuestas al ambiente acuoso, estan presentes en la superficie de la proteina y por lo tanto
disponibles para reconocimiento inmune, tal como por anticuerpos.

Los perfiles de Flexibilidad Media (Figura 8) y Giro beta (Figura 9) determinan tramos de aminoacidos (es decir,
valores mayores de 0,5 en el perfil de Giro beta y el perfil de Flexibilidad Media) que no estan restringidos en
estructuras secundarias tales como laminas beta y hélices alfa. Tales regiones también tienen mas probabilidad de
estar expuestas en la proteina y por lo tanto accesibles a reconocimiento inmune, tal como por anticuerpos.

Las secuencias antigénicas de las proteinas variantes de PSCA indicadas, por ejemplo, por los perfiles expuestos en
Figura 5A-C, Figura 6A-C, Figura 7A-C, Figura 8A-C y/o Figura 9A-C se usan para preparar inmunogenos, péptidos
0 acidos nucleicos que los codifican, para generar anticuerpos anti-PSCA terapéuticos y de diagnostico. El
inmundgeno puede ser de cualquierade 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30,
35, 40, 45, 50 o mas de 50 aminoacidos contiguos, o los acidos nucleicos correspondientes que los codifican, de las
variantes de proteina PSCA enumeradas en las Figuras 2 y 3 de las que se muestran los perfiles de aminoacidos en
la Figura 9 o pueden inferirse debido a que la variante contiene secuencia que es la misma que una variante
representada en la figura 9. En particular, los inmunégenos peptidicos de la invencion pueden comprender una
region peptidica de al menos 5 aminoacidos de las Figuras 2 y 3 en cualquier incremento de nimero entero que
incluya una posicién de aminoacido que tenga un valor mayor de 0,5 en los perfiles de Hidrofilia de la Figura 5; una
region peptidica de al menos 5 aminoacidos de las Figuras 2 y 3 en cualquier incremento de nimero entero que
incluya una posicién de aminoacido que tenga un valor menor de 0,5 en el perfil Hidropatico de la Figura 6; una
regiéon peptidica de al menos 5 aminoacidos de las Figuras 2 y 3 en cualquier incremento de nimero entero que
incluya una posicion de aminoacido que tenga un valor mayor de 0,5 en los perfiles de Porcentaje de Restos
Accesibles de la Figura 7; una region peptidica de al menos 5 aminoacidos de las Figuras 2 y 3 en cualquier
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incremento de namero entero que incluya una posicién de aminoacido que tenga un valor mayor de 0,5 en los
perfiles de Flexibilidad Media en la Figura 8; y, una region peptidica de al menos 5 aminoacidos de las Figuras 2y 3
en cualquier incremento de nimero entero que incluya una posicion de aminoacido que tenga un valor mayor de 0,5
en el Perfil de giro beta de la Figura 9. Los inmundgenos peptidicos de la invencién pueden también comprender
acidos nucleicos que codifican cualquiera de los anteriores.

Todos los inmundgenos de la invencion, péptido o acido nucleico, pueden realizarse en forma de dosis unitaria
humana, o comprender una composicion que incluya un excipiente farmacéutico compatible con la fisiologia
humana.

La estructura secundaria de las variantes de proteina PSCA 1, 3, 4 y 6, concretamente la presencia y localizacion
predichas de las hélices alfa, hebras extendidas y bucles aleatorios, se predice a partir de la secuencia de
aminoacidos primarios usando el procedimiento de Red Neural Jerarquica HNN (NPS@: Network Protein Sequence
Analysis TIBS Marzo 2000 Vol. 25, N° 3 [291]:147-150 Combet C., Blanchet C., Geourjon C. y Deléage G.,
http://pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa-automat.pl?page=npsa-nn.html), al que se accede desde el servidor de biologia
molecular ExPasy (http://www.expasy.ch/tools/). El andlisis indica que la variante de PSCA 1 estd compuesta de
30,89 % de hélice alfa, 21,95 % de hebra extendida y 47,15 % de bucle aleatorio (Figura 13A). La variante de
proteina PSCA 3 esta compuesta de 14,89 % de hélice alfa, 8,51 % de hebra extendida y 76,60 % de bucle aleatorio
(Figura 13B). La variante de proteina PSCA 4 esta compuesta de 9,52 % de hélice alfa, 8,99 % de hebra extendida y
81,48 % de bucle aleatorio (Figura 13C). La variante de proteina PSCA 6 esta compuesta de 24,56 % de hélice alfa,
21,93 % de hebra extendida y 53,51 % de bucle aleatorio (Figura 13D).

Se llevo a cabo andlisis con respecto a la presencia potencial de dominios transmembrana en las proteinas variantes
de PSCA usando una diversidad de algoritmos de prediccion transmembrana a los que se accede desde el servidor
de biologia molecular ExPasy (http://www.expasy.ch/tools/). Se muestran graficamente en la figura 13E, G, | y K los
resultados de los analisis de variantes 1, 3, 4 y 6, respectivamente, usando el programa TMpred. Se muestran
graficamente en la figura 13F, H, J y L los resultados de analisis de variantes 1, 3, 4 y 6, respectivamente usando el
programa TMHIVIM. Es probable que las proteinas PSCA variante 1 y variante 6 codifiquen proteinas ligadas a GPI.
Es probable que las variantes 3 y 4 codifiquen proteinas solubles puesto que no contienen predicciones significativas
de dominios transmembrana.

Ejemplo 10: Generacién de Anticuerpos Policlonales de PSCA

Puede inducirse anticuerpos policlonales en un mamifero, por ejemplo, por una o mas inyecciones de un agente
inmunizador vy, si se desea, un adyuvante. Tipicamente, el agente inmunizador y/o adyuvante se inyectara en el
mamifero por miltiples inyecciones subcutaneas o intraperitoneales. Ademas de inmunizar con una variante de
proteina PSCA de longitud completa, se emplean algoritmos informaticos en el disefio de inmundgenos que,
basandose en el andlisis de secuencia de aminoacidos contienen caracteristicas de ser antigénicos y estar
disponibles para reconocimiento por el sistema inmune del huésped inmunizado (véase el ejemplo titulado “Perfiles
de Antigenicidad y Estructura Secundaria”). Se predeciria que tales regiones son hidrofilas, flexibles, en
conformaciones de giro beta y estan expuestas en la superficie de la proteina (véase, por ejemplo, Figura 5A-C,
Figura 6A-C, Figura 7A-C, Figura 8A-C o Figura 9A-C para perfiles de aminoacidos que indican tales regiones de
variante de proteina PSCA 1).

Por ejemplo, se usan proteinas o péptidos de fusion bacterianos recombinantes que contienen regiones de giro beta,
flexibles, hidrofilas de variantes de proteina PSCA como antigenos para generar anticuerpos policlonales en conejos
blancos New Zealand o anticuerpos monoclonales como se describe en el Ejemplo 11. Por ejemplo, en la variante
de PSCA 1, tales regiones incluyen, pero sin limitacion, los aminoacidos 28-56 y aminoacidos 66-94. Para la variante
3, tales regiones incluyen, pero sin limitacion, los aminoacidos 7-39 y aminoacidos 70-94. Para la variante 4, tales
regiones incluyen, pero sin limitacién, los aminoacidos 6-18, aminoacidos 27-39, aminoacidos 103-133 y 177-189.
Para la variante 6, tales regiones incluyen, pero sin limitacion, los aminoacidos 19-35 y aminoéacidos 57-85. Es (til
conjugar el agente inmunizador con una proteina que se sabe que es inmunogénica en el mamifero que se
inmuniza. Los ejemplos de tales proteinas inmunogénicas incluyen, pero sin limitacién, hemocianina de lapa
californiana (KLH), albumina de suero, tiroglobulina bovina e inhibidor de tripsina de soja. En una realizacion, un
péptido que codifica los aminoacidos 103-133 de la variante de PSCA 4 se conjuga con KLH y se usa para inmunizar
un conejo. Como alternativa el agente inmunizador puede incluir todas o partes de las proteinas variantes de PSCA,
analogos o proteinas de fusion de las mismas. Por ejemplo, las secuencias de aminoacidos de variantes de PSCA
pueden fusionarse usando técnicas de ADN recombinante con uno cualquiera de una diversidad de comparfieros de
proteina de fusion que se conocen bien en la técnica, tales como glutation-S-transferasa (GST) y proteinas de fusion
marcadas con HIS. En una realizacion, los aminoacidos 18-98 de la secuencia de variante de PSCA 1 se fusionaron
con GST usando técnicas recombinantes en el vector de expresion pGEX, se expresaron, se purificaron y se usaron
para inmunizar tanto conejos como ratones para generar anticuerpos policlonales y monoclonales respectivamente.
Tales proteinas de fusién se purifican a partir de bacterias inducidas usando la matriz de afinidad apropiada.

Otras proteinas de fusion bacteriana recombinantes que pueden emplearse incluyen proteina de uniéon a maltosa,
Lacz, tiorredoxina, NusA o una regién constante de inmunoglobulina (véase la seccién titulada “Produccion de PSCA
en Sistemas Procariotas” y Current Protocols In Molecular Biology, Volumen 2, Unidad 16, Frederick M. Ausubul y
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col. eds., 1995; Linsley, P.S., Brady, W., Urnes, M., Grosmaire, L., Damle, N. y Ledbetter, L. (1991) J. Exp. Med 174,
561-566).

Ademas de proteinas de fusién derivadas de bacterias, también se usan antigenos proteicos expresados en
mamiferos. Estos antigenos se expresan a partir de vectores de expresion de mamiferos tales como los vectores
Tag5 y de fusiéon de Fc (véase la seccion titulada “Produccién de PSCA Recombinante en Sistemas Eucariotas”), y
conservan modificaciones post-traduccionales tales como glucosilaciones halladas en la proteina nativa. En una
realizacién, el ADNc de PSCA variante 1, sin el péptido lider N-terminal y anclaje GPI C-terminal se cloné en el
vector de secrecion de mamifero Tag5, y se expresd en células 293T. La proteina recombinante se purificé por
cromatografia de quelado metdlico a partir de sobrenadantes de cultivo tisular de células 293T que expresaban de
forma estable el vector recombinante. La proteina PSCA de Tag5 purificada se usé después como inmundgeno.

Durante el protocolo de inmunizacién, es Util mezclar o emulsionar el antigeno en adyuvantes que potencian la
respuesta inmune del animal huésped. Los ejemplos de adyuvantes incluyen, pero sin limitacion, adyuvante
completo de Freund (CFA) y adyuvante MPL-TDM (monofosforil Lipido A, trehalosa dicorinomicolato sintético).

En un protocolo tipico, los conejos se inmunizan inicialmente por via subcutanea con hasta 200 g, tipicamente 100-
200 g, de proteina de fusién o péptido conjugado con KLH mezclado en adyuvante completo de Freund (CFA). Se
inyecta después por via subcutanea a los conejos cada dos semanas hasta 200 ug, tipicamente 100-200ug, del
inmunogeno en adyuvante incompleto de Freund (IFA). Se toman extracciones de sangre de ensayo
aproximadamente 7-10 dias después de cada inmunizacion y se usan para controlar la titulacién del antisuero por
ELISA.

Para ensayar la reactividad y especificidad del suero inmune, tal como suero de conejo derivado de inmunizacion
con una fusiéon con GST de proteina PSCA variante 3 6 4, el ADNc de la variante de PSCA de longitud completa
respectiva se clona en vector de expresion pCDNA 3.1 myc-his (Invitrogen, véase el Ejemplo titulado “Produccién de
PSCA Recombinante en Sistemas Eucariotas”). Después de la transfeccion de las construcciones en células 293T,
se exploran lisados celulares con el suero antivariante y con anticuerpo anti-His (Santa Cruz Biotechnologies, Santa
Cruz, CA) para determinar la reactividad especifica a proteina variante desnaturalizada usando la técnica de
transferencia de Western. Ademas, el suero inmune se ensaya por microscopia de fluorescencia, citometria de flujo
e inmunoprecipitacion frente a 293T y otras células que expresan variante de PSCA recombinante para determinar el
reconocimiento especifico de la proteina nativa. También se llevan a cabo técnicas de transferencia de Western,
inmunoprecipitacién, microscopia fluorescente y citometria de flujo usando células que expresan de forma enddgena
PSCA para ensayar la reactividad y especificidad.

Se purifica antisuero de conejos inmunizados con proteinas de fusién variantes de PSCA, tales como proteinas de
fusiébn GST y MBP, por agotamiento de anticuerpos reactivos a la secuencia compafiera de fusion por pase sobre
una columna de afinidad que contiene el comparfero de fusion solo o en el contexto de una proteina de fusion
irrelevante. Por ejemplo, se purifica en primer lugar antisuero derivado de una proteina de fusibn GST-PSCA
variante 1 por pase sobre una columna de proteina GST acoplada covalentemente con matriz de AffiGel (BioRad,
Hercules, Calif.). El antisuero se purifica por afinidad después mediante pase sobre una columna compuesta de
proteina de fusion MBP-PSCA acoplada covalentemente a matriz de Affigel. El suero se purifica adicionalmente
después por cromatografia de afinidad por proteina G para aislar la fraccién de IgG. Se purifican por afinidad sueros
de otros antigenos marcados con His y conejos inmunizados con péptidos asi como sueros con agotamiento de
compariero de fusion por pase sobre una matriz de columna compuesta del inmundgeno proteico original o péptido
libre.

Ejemplo 11: Generacion de Anticuerpos Monoclonales (  mAb) de PSCA

En una realizacion, los mAb terapéuticos para variantes de PSCA comprenden los que reaccionan con epitopos
especificos para cada proteina variante o especificos para secuencias en comun entre las variantes que
interrumpirian o modularian la funcién biolégica de las variantes de PSCA, por ejemplo las que interrumpirian la
interaccion con ligandos y compafieros de union. Los inmundgenos para generacion de tales mAb incluyen los
disefiados para codificar o contener la secuencia de la variante de proteina PSCA completa, regiones de las
variantes de proteina PSCA que se predice que son antigénicas a partir de analisis informatico de la secuencia de
aminoacidos (véase, por ejemplo, Figura 5A-C, Figura 6A-C, Figura 7A-C, Figura 8A-C o Figura 9A-C, y el Ejemplo
titulado "Perfiles de Antigenicidad”). Los inmundgenos incluyen péptidos, proteinas bacterianas recombinantes y
proteinas Tag5 expresadas en mamiferos y proteinas de fusién de FC de IgG murinas y humanas. Ademas, se usan
células modificadas por ingenieria genética para expresar altos niveles de una variante de PSCA respectiva, tal
como células Pre-B murinas de 300.19-PSCA variante 4 0 293T-PSCA variante 4, para inmunizar ratones.

Para generar mAb para una variante de PSCA, se inmunizaron en primer lugar por via intraperitoneal (IP) a los
ratones con, tipicamente, 10-50 pug de inmundgeno proteico o 10" células que expresan PSCA mezcladas en
adyuvante completo de Freund. Después los ratones se inmunizan posteriormente IP cada 2-4 semanas con,
tipicamente, 10-50 pg de inmundgeno proteico o 10’ células mezcladas en adyuvante incompleto de Freund. Como
alternativa, se usa adyuvante MPL-TDM en inmunizaciones. Ademas de las estrategias de inmunizaciéon basadas en
células y proteinas anteriores, se emplea un protocolo de inmunizacidon basado en ADN en el que se usa un vector
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de expresién de mamiferos que codifica una secuencia de variante de PSCA para inmunizar ratones por inyeccién
directa del ADN plasmidico. Por ejemplo, el ADNc completo de PSCA de la variante 4 se clona en el vector de
secrecion de mamiferos Tag5 y el vector recombinante se usara después como inmundgeno. En otro ejemplo se
clonan los mismos aminoacidos en un vector de secrecion de fusiéon de Fc en el que la secuencia de PSCA variante
4 se fusiona en el extremo amino terminal con una secuencia lider de IgK y en el extremo carboxilo terminal con la
secuencia codificante de la regién Fc de IgG humana o murina. Este vector recombinante se usa después como
inmundgeno. Los protocolos de inmunizacion de plasmidos se usan en combinacion con proteinas purificadas
expresadas a partir del mismo vector y con células que expresan la variante de PSCA respectiva.

Durante el protocolo de inmunizacion, se toman extracciones de sangre de ensayo 7-10 dias después de una
inyeccion para controlar la titulacion y especificidad de la respuesta inmune. Una vez que se ha obtenido reactividad
y especificidad apropiadas segin se determina por analisis de ELISA, transferencia de Western,
inmunoprecipitacién, microscopia de fluorescencia y citometria de flujo, se lleva a cabo después fusion y generacion
de hibridoma con procedimientos establecidos bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Harlow y Lane,
1988).

En una realizacion para generar anticuerpos monoclonales de PSCA, se expresa una fusion de GST del antigeno de
la variante 4 que codifica los aminoacidos 1-189 y después se purifica a partir de células 293T transfectadas de
forma estable. Se inmunizan inicialmente por via intraperitoneal ratones Balb C con 25 g de la proteina GST-PSCA
variante 4 mezclada en adyuvante completo de Freund. Se inmunizan posteriormente los ratones cada dos semanas
con 25 ug del antigeno mezclado en adyuvante incompleto de Freund durante un total de tres inmunizaciones. El
ELISA que usa el antigeno de fusion GST y un producto de escisién del que se retira la parte GST determina la
titulacidon del suero de ratones inmunizados. La reactividad y especificidad del suero a proteina PSCA variante 4 de
longitud completa se controla por transferencia de Western, inmunoprecipitacion y citometria de flujo usando células
293T transfectadas con un vector de expresion que codifica el ADNc de PSCA variante 1 (véase por ejemplo, el
Ejemplo titulado “Produccién de PSCA Recombinante en Sistemas Eucariotas”). También se usan otras células que
expresan PSCA variante 4 recombinante o células que expresan de forma enddégena PSCA variante 4. Se deja
reposar a los ratones que muestran la reactividad mas fuerte y se les proporciona una inyeccion final de antigeno
Tag5 en PBS y después se sacrifican 4 dias mas tarde. Los bazos de los ratones sacrificados se recogen y se
fusionan con células de mieloma SPO/2 usando procedimientos convencionales (Harlow y Lane, 1988). Los
sobrenadantes de pocillos de crecimiento seleccionados con HAT se exploran por ELISA, transferencia de Western,
inmunoprecipitacién, microscopia fluorescente y citometria de flujo para identificar clones productores de anticuerpo
especifico de PSCA.

Para generar anticuerpos monoclonales que sean especificos para proteina PSCA variante 4, se disefian
inmunogenos para codificar la secuencia Unica de esa variante. Por ejemplo, se sintetiza un péptido que codifica los
aminoacidos 6-18 de PSCA variante 4, conjugado con KLH y se usa como inmunégeno. Se exploran después
sobrenadantes de hibridoma en el antigeno peptidico y después se exploran adicionalmente en células que
expresan la proteina PSCA variante 4 y se exploran de forma cruzada en células que expresan las otras variantes
de PSCA para derivar anticuerpos monoclonales especificos de variante 4.

La afinidad de unién de un anticuerpo monoclonal de PSCA variante se determina usando tecnologias
convencionales. Las mediciones de afinidad cuantifican la fuerza de unién de anticuerpo con epitopo y se usan para
ayudar a definir qué anticuerpos monoclonales de PSCA variante preferidos para uso de diagnéstico o terapéutico
se usan, segun apreciard un experto en la materia. El sistema BlAcore (Uppsala, Suecia) es un procedimiento
preferido para determinar la afinidad de union. El sistema BlAcore usa resonancia de plasmoén superficial (SPR,
Welford K. 1991, Opt. Quant. Elect. 23: 1; Morton y Myszka, 1998, Methods in Enzymology 295: 268) para controlar
interacciones biomoleculares en tiempo real. El analisis de BIAcore genera convenientemente constantes de tasa de
asociacion, constantes de tasa de disociacion, constantes de disociacion en equilibrio y constantes de afinidad.

Ejemplo 12: Polinucleétidos Complementarios

Se usan secuencias complementarias de las secuencias que codifican PSCA, o cualquier parte de las mismas, para
detectar, reducir o inhibir la expresion de PSCA de origen natural. Aunque se describe el uso de oligonucleétidos
que comprenden de aproximadamente 15 a 30 pares de bases, esencialmente el mismo procedimiento se usa con
fragmentos de secuencia mas cortos o0 mas largos. Se disefian oligonucleotidos apropiados usando, por ejemplo,
software OLIGO 4.06 (National Biosciences) y la secuencia codificante de PSCA. Para inhibir la transcripcion, se
disefia oligonucledtido complementario a partir de la secuencia 5 mas Unica y se usa para prevenir la union del
promotor con la secuencia codificante. Para inhibir la traduccién, se disefia un oligonucleétido complementario para
evitar la union ribosémica con un transcrito que codifica PSCA.

Ejemplo 13: Purificacién de PSCA de origen Natural o Re  combinante Usando Anticuerpos Especificos de
PSCA

Se purifica sustancialmente PSCA de origen natural o recombinante mediante cromatografia de inmunoafinidad

usando anticuerpos especificos para PSCA. Se construye una columna de inmunoafinidad acoplando
covalentemente anticuerpo anti-PSCA con una resina cromatografica activada, tal como SEPHAROSE activada por
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CNBr (Amersham Pharmacia Biotech). Después del acoplamiento, la resina se bloquea y se lava de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

Se pasa medio que contiene PSCA sobre la columna de inmunoafinidad, y la columna se lava en condiciones que
permitan la absorcién preferente de PSCA (por ejemplo, tampones de fuerza ionica alta en presencia de detergente).
La columna se eluye en condiciones que interrumpen la unién anticuerpo/PSCA (por ejemplo, un tampon de pH 2 a
pH 3, 0 una alta concentracién de caétropo, tal como urea o ion tiocianato) y se recoge GCR.P.

Ejemplo 14: Ensayo In Vivo con respecto a Promocion del Crecimiento Tumoral po rPSCAv.4

El efecto de la proteina PSCA v.4 en el crecimiento de células tumorales se evalla in vivo evaluando el desarrollo
tumoral y el crecimiento de células que expresan o carecen de PSCA v.4. Por ejemplo, se inyecta a ratones SCID
por via subcutanea en cada flanco 1 x 10° de lineas celulares 3T3, de cancer de prostata (por ejemplo células PC3),
vejiga (por ejemplo células UM3) o pancreas (por ejemplo células PANC1) que contienen vector vacio tkNeo o PSCA
v.4. Pueden usarse al menos dos estrategias: (1) Expresion de PSCA v.4 constitutiva bajo la regulacién de un
promotor tal como un promotor constitutivo obtenido a partir de los genomas de virus tales como virus de polioma,
virus de viruela aviar (documento UK 2.211.504, publicado el 5 de julio de 1989), adenovirus (tal como Adenovirus
2), virus de papiloma bovino, virus de sarcoma aviar, citomegalovirus, un retrovirus, virus de la hepatitis B y Virus de
Simio 40 (SV40) o de promotores de mamifero heterélogos, por ejemplo, el promotor de actina o un promotor de
inmunoglobulina, siempre que tales promotores sean compatibles con los sistemas de las células huésped, y (2)
expresion regulada bajo el control de un sistema de vector inducible, tal como ecdisona, tetraciclina, etc., siempre
que tales promotores sean compatibles con los sistemas de células huésped. El volumen tumoral se controla
después mediante medicién con calibrador en la aparicion de tumores palpables y se continGia durante un tiempo
para determinar si las células que expresan PSCA v.4 crecen a una velocidad mas rapida y si los tumores
producidos por células que expresan PSCA v.4 demuestran caracteristicas de agresividad alterada (por ejemplo
metastasis potenciada, vascularizacion, reduccion de la sensibilidad a farmacos quimioterapéuticos).

Adicionalmente, puede implantarse a los ratones 1 x 10° de las mismas células ortotépicamente para determinar si
PSCA v.4 tiene un efecto en el crecimiento local en el pancreas, y si PSCA v.4 afecta a la capacidad de las células
para metastatizar, especificamente a ganglios linfaticos y hueso (Miki T y col, Oncol Res. 2001; 12:209; Fu X y col,
Int. J Cancer. 1991, 49: 938). El efecto de PSCA v.4 en la formacién y crecimiento de tumor del hueso puede
evaluarse inyectando células tumorales por via intratibial.

El ensayo también es Util para determinar el efecto inhibidor de PSCA v.4 de composiciones terapéuticas
candidatas, tales como, por ejemplo, intracuerpos de PSCA v.4, moléculas antisentido de PSCA v.4 y ribozimas.

Ejemplo 15:

Inhibicién de Tumores In vivo Mediada por Anticuerpo Monoclonal de PSCA v.4

La expresion significativa de PSCA v.4 en tejidos cancerosos, junto con su expresion restrictiva en tejidos normales
hace a PSCA v.4 una buena diana para terapia de anticuerpos. De forma similar, PSCA v.4 es una diana para
inmunoterapia basada en linfocitos T. Por lo tanto, la eficacia terapéutica de mAb anti-PSCA v.4 en modelos de ratén
de xenotrasplante de cancer humano, incluyendo canceres de préstata, vejiga y pancreas (por ejemplo células
PANC1) y otros canceres de PSCA v.4 enumerados en la Tabla 1, se evalla usando lineas celulares recombinantes
tales como PC3-PSCA v.4, UM-UC3-PSCA v.4, PANC1-PSCA v.4 y 3T3-PSCA v.4 (véase, por ejemplo, Kaighn,
M.E., y col., Invest Urol, 1979. 17(1): 16-23), asi como modelos de xenotrasplante humanos (Saffran y col PNAS
1999, 10: 1073-1078).

Se estudia la eficacia de los anticuerpos en el crecimiento tumoral y formacion de metéastasis, por ejemplo, en un
ovario ortotépico de ratén, pancreas o modelos de xenotrasplante de cancer de sangre. Los anticuerpos pueden
estar no conjugados, como se analiza en este ejemplo, o0 pueden conjugarse con una modalidad terapéutica, como
se aprecia en la técnica. MAb anti-PSCA v.4 inhiben la formacién de tumores en xenotrasplantes de raton. Los mAb
anti-PSCA v.4 también retardan el crecimiento de tumores ortotépicos establecidos y la supervivencia prolongada de
ratones que portan tumores. Estos resultados indican la utilidad de mAb anti-PSCA v.4 en el tratamiento de varios
tumores solidos de etapas locales y avanzadas. (Véase, por ejemplo, Saffran, D., y col.,, PNAS 10: 1073-1078 o
direccion web pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.051624698).

La administracion de los mAb anti-PSCA v.4 condujo a retardo de crecimiento de tumor ortotopico establecido e
inhibicion de metastasis a sitios distantes, dando como resultado una prolongacion significativa de la supervivencia
de ratones que portan tumores. Estos estudios indican que PSCA v.4 es una diana atractiva para inmunoterapia y
demuestran el potencial terapéutico de mAb anti-PSCA v.4 para el tratamiento de cancer local y metastasico. Este
ejemplo indica que los anticuerpos monoclonales de PSCA v.4 no conjugados son eficaces para inhibir el
crecimiento de xenotrasplantes de tumor pancreatico, de ovario y linfomas humanos crecidos en ratones SCID; en
consecuencia una combinacién de tales anticuerpos monoclonales eficaces también es eficaz.
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Inhibicién de tumores usando multiples mAb de PSCA v.4 no conjugados

Materiales y Procedimientos

Anticuerpos Monoclonales de PSCA v.4.

Se inducen anticuerpos monoclonales contra PSCA v.4 como se describe en el Ejemplo titulado “Generacion de
Anticuerpos Monoclonales de PSCA v.4 (mAb)”. Los anticuerpos se caracterizan por ELISA, transferencia de
Western, FACS e inmunoprecipitacion con respecto a su capacidad para unirse a PSCA v.4. Los datos de mapeo de
epitopos para los mAb anti-PSCA v.4, como se determina por ELISA y analisis de Western, reconocen epitopos en
la proteina PSCA v.4. Se realiza andlisis inmunohistoquimico de tejidos y células cancerosas con estos anticuerpos.

Los anticuerpos monoclonales se purifican a partir de liquido ascitico o sobrenadantes de cultivo tisular de hibridoma
por cromatografia de Sepharose Proteina-G, se dializan contra PBS, se esterilizan por filtracion y se almacenan a -
20 °C. Se realizan determinaciones proteicas por un ensayo de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA). Se prepara un
anticuerpo monoclonal terapéutico o un coctel que comprende una mezcla de anticuerpos monoclonales individuales
y se usa para el tratamiento de ratones que reciben inyecciones subcutaneas u ortotopicas de xenotrasplantes de
tumor PC3, UM-UC3, CaKiy A427.

Lineas Celulares y Xenotrasplantes

El xenotrasplante LAPC-9, que expresa un receptor de andrégenos de tipo silvestre y produce antigeno especifico
de préstata (PSA), se pasa en ratones inmunodeficientes combinados graves (SCID)-ICR macho de 6 a 8 semanas
de edad (Taconic Farms) por implante de trocar s.c. (Craft, N., y col.,, 1999, Cancer Res. 59: 5030-5036). Los
xenotrasplantes de rifion AGS-K3 y AGS-K6 también se pasan por implantes subcutaneos en ratones SCID de 6 a 8
semanas de edad. Se preparan suspensiones de células sencillas de células tumorales como se describe en Craft, y
col.

Las lineas celulares cancerosas PC3, UM-UC3 y PANC1, asi como la linea de fibroblastos NIH 3T3 (Coleccion
Americana de Cultivos Tipo). La linea celular de carcinoma de prostata PC3 se mantiene en RPMI complementado
con L-glutamina y FBS 10 % y las lineas de carcinoma de vejiga y pancreas, UM-UC3 y PANC1 respectivamente, se
mantienen en DMEM complementado con L-glutamina y FBS 10 %. Se generan poblaciones celulares PC3-PSCA
v.4, UM-UC3-PSCA v.4, PANC1-PSCA v.4 y 3T3-PSCA v.4 por transferencia génica retroviral como se describe en
Hubert, R.S., y col., Proc Natl. Acad. Sci USA, 1999. 96(25): 14523.

Modelos de Ratén de Xenotrasplante.

Se generan tumores subcutaneos (s.c.) por inyeccion de 2 x 10° células cancerosas mezcladas a una dilucion 1:1
con Matrigel (Collaborative Research) en el flanco derecho de ratones SCID macho. Para ensayar la eficacia de
anticuerpos en la formacién de tumores, es decir, se inician inyecciones de anticuerpo el mismo dia que las
inyecciones de células tumorales. Como control, se inyectan a ratones IgG de ratén purificada (ICN) o PBS; o un
anticuerpo monoclonal purificado que reconoce un antigeno irrelevante no expresado en células humanas. En
estudios preliminares, no se encuentra diferencia entre IgG de raton o PBS en crecimiento tumoral. Los tamafios de
tumor se determinan por mediciones de calibrador y el volumen tumoral se calcula como longitud x anchura x altura.
Se sacrifica a los ratones con tumores subcutaneos mayores de 1,5 cm de diametro.

Se realizan inyecciones ortotdpicas en anestesia usando ketamina/xilacina. Para estudios ortotépicos de préstata, se
hace una incisién a través de los musculos abdominales para exponer la vejiga y las vesiculas seminales, que
después se extraen a través de la incision para exponer la prostata dorsal. Se inyectan células LAPC-9 (5 x 10°)
mezcladas con Matrigel en cada lébulo dorsal en un volumen de 10 pl. Para controla el crecimiento tumoral, se
extraen muestras sanguineas de los ratones semanalmente para determinacion de niveles de PSA. Para modelo
ortotépico de pancreas, se hace una incision a través de los muisculos abdominales para exponer los tejidos
mamarios y una suspension de células sencillas de células de cancer de pancreas se inyecta en la almohadilla
mamaria. Para el modelo ortotépico de vejiga, se adhiere tejido de cancer de vejiga AGS-B 1 en la pared de la
vejiga. Después de la implantacion de tumor, los ratones se segregan en grupos para los tratamientos apropiados,
inyectandose i.p. mAb anti-PSCA v.4 o de control. Para controlar el crecimiento tumoral, se palpan los ratones y se
recogen muestran sanguineas semanalmente para medir los niveles de hCG.

Los mAb Anti-PSCA v.4 Inhiben el Crecimiento de Tumores Cancerosos de Xenotrasplante gue Expresa PSCA v.4

El efecto de los mAb anti-PSCA v.4 en la formacién de tumores se ensaya usando la linea celular (por ejemplo, PC3,
UM-UC3, PANC1 y 3T3) y modelos ortotopicos de tumor derivados de pacientes. En comparacién con el modelo de
tumor s.c., el modelo ortotdpico, que requiere inyeccién en células tumorales directamente en el 6rgano del ratén da
como resultado un crecimiento tumoral local, desarrollo de metastasis en sitios distales, deterioro de la salud del
ratén y posterior muerte (Saffran, D., y col., PNAS mencionado anteriormente). Las caracteristicas hacen al modelo
ortotopico mas representativo de progresion de enfermedad humana y permiten a los inventores seguir el efecto
terapéutico de mAb en criterios de valoracion clinicamente relevantes.
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Una ventaja principal de los modelos de cancer ortotdpico es la capacidad para estudiar el desarrollo de metastasis.
La formacion de metastasis en ratones que portan tumores ortotdpicos establecidos son estudios por analisis de IHC
en secciones pulmonares usando un anticuerpo contra una proteina de superficie celular especifica de tumor tal
como anti-CK20 para cancer de préstata (Lin S y col, Cancer Detect Prev. 2001; 25: 202).

Otra ventaja de modelos de cancer de xenotrasplante es la capacidad para estudiar neovascularizacién y
angiogénesis. El crecimiento tumoral es parcialmente dependiente del desarrollo de nuevos vasos sanguineos.
Aunqgue el sistema capilar y la red sanguinea en desarrollo viene del huésped, el inicio y la arquitectura de la
neovasculatura se regula por el tumor de xenotrasplante (Davidoff AM, y col, Clin Cancer Res. 2001; 7: 2870;
Solesvik O, y col., Eur. J Cancer Clin Oncol. 1984, 20:1295). El efecto de anticuerpo y molécula pequefia en la
neovascularizacién se estudia de acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica, tal como por andlisis de IHC
de tejidos tumorales y su microambiente circundante.

Se administra a los ratones que portan tumores ortotopicos establecidos inyecciones de 1000 ug de mAb anti-PSCA
v.4 o PBS durante un periodo de 4 semanas. Se permite que los ratones en ambos grupos establezcan una alta
carga tumoral, para asegurar una alta frecuencia de formacién de metastasis en pulmones de ratén. Después se
sacrifican los ratones y sus vejigas, higados, hueso y pulmones se analizan con respecto a la presencia de células
tumorales por analisis de IHC. Estos estudios demuestran una amplia eficacia antitumoral de anticuerpos anti-PSCA
v.4 en el inicio y progresion de cancer de prostata en modelos de raton de xenotrasplante. Los anticuerpos anti-
PSCA v.4 inhiben la formacién tumoral de tumores asi como el retardo del crecimiento de tumores ya establecidos y
prolongan la supervivencia de ratones tratados. Ademas, los mAb anti-PSCA v.4 demuestran un drastico efecto
inhibidor en la propagaciéon de tumor de prostata local a sitios distales, incluso en presencia de una gran carga
tumoral. Por lo tanto, los mAb anti-PSCA v.4 son eficaces en criterios de valoracion importantes clinicamente
relevantes (crecimiento tumoral), prolongacion de la supervivencia y salud.

Ejemplo 16: Uso Terapéutico y Diagndstico de Anticue rpos Anti-PSCA en Seres Humanos.

Los anticuerpos monoclonales anti-PSCA se usan de forma segura y eficaz para fines de diagndstico, profilacticos,
de prondstico y/o terapéuticos en seres humanos. La transferencia de Western y andlisis inmunohistoquimico de
tejidos de cancer y xenotrasplantes de cancer con mAb anti-PSCA muestran tincion extensiva fuerte en carcinoma
pero niveles significativamente méas bajos o indetectables en tejidos normales. La deteccién de PSCA en carcinoma
y en enfermedad metastasica demuestra la utilidad del mAb como un indicador de diagnéstico y/o prondstico. Se
usan por lo tanto anticuerpos anti-PSCA en aplicaciones de diagnéstico tales como inmunohistoquimica de muestras
de ensayo de biopsia de rifién para detectar cancer de pacientes sospechosos.

Como se determina por citometria de flujo, el mAb anti-PSCA se une especificamente a células de carcinoma. Por lo
tanto, se usan anticuerpos anti-PSCA en aplicaciones de formacion de imagenes de cuerpo completo de
diagndstico, tales como radioinmunoescintigrafia y radioinmunoterapia, (véase, por ejemplo, Potamianos S., y col.,
Anticancer Res 20(2A):925-948 (2000)) para deteccion de canceres localizados y metastasicos que muestran
expresion de PSCA. La separacion o liberacion de un dominio extracelular de PSCA al medio extracelular, tal como
la vista para fosfodiesterasa alcalina B10 (Meerson, N. R., Hepatology 27:563-568 (1998)), permite la deteccion de
diagnostico de PSCA por anticuerpos anti-PSCA en muestras de suero y/u orina de pacientes sospechosos.

Se usan anticuerpos anti-PSCA que se unen especificamente a PSCA en aplicaciones terapéuticas para el
tratamiento de canceres que expresan PSCA. Se usan anticuerpos anti-PSCA como una modalidad no conjugada y
como forma conjugada en la que los anticuerpos se unen a una de diversas modalidades terapéuticas o de
formacion de imagenes bien conocidas en la materia, tales como profarmacos, enzimas o radiois6topos. En estudios
preclinicos, se ensayan anticuerpos anti-PSCA conjugados y no conjugados con respecto a eficacia de prevencion
tumoral e inhibicién de crecimiento en los modelos de xenotrasplante de cancer de raton SCID, por ejemplo,
modelos de cancer de rifion AGS-K3 y AGS-K6 (véase, por ejemplo, el Ejemplo titulado “Inhibicion mediada por
anticuerpo monoclonal de PSCA de tumores de vejiga y pulmén in vivo”). Se usan anticuerpos anti-PSCA
conjugados y no conjugados como una modalidad terapéutica en ensayos clinicos humanos solos o0 en combinacién
con otros tratamientos como se describe en los siguientes Ejemplos.

Ejemplo 17: Ensayo Clinico Humano: Formacion de Image  nes de Diagndstico con Anticuerpo Anti-PSCA

Se realiza un ensayo clinico humano con respecto al uso de anticuerpos anti-PSCA como un agente de formacién
de imagenes de diagndstico. El protocolo se disefia de una manera sustancialmente similar a las descritas en la
técnica, tales como en Divgi, y col., J. Natl. Cancer Inst. 83: 97-104 (1991). Se ha descubierto que los anticuerpos
son tanto seguros como eficaces cuando se usan como una modalidad de diagndstico.

Ejemplo 18: Comparacién de Homologia de PSCA v.4 con Se  cuencias Conocidas:

El gen de PSCA v.4 codifica una proteina de 189 aminoacidos. La proteina PSCA v.4 humana muestra un alto grado
de homologia con antigeno de células madres prostaticas humanas (gi 27482160), que muestra 98 % de identidad
con PSCA v.4 en el nivel proteico (Figura 4). El homélogo humano de PSCA v.4 no se ha identificado.
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La proteina PSCA v.4 tiene varias variantes (Figura 11). Estas incluyen 8 SNP y una variante de corte y empalme,
denominada PSCA v.3. La proteina PSCA v.3 abarca la parte C-terminal de PSCA v.4 y corresponde a los
aminoacidos 94-189 de esa variante. El andlisis bioinformatico usando programas de predicciéon de topologia indica
gue PSCA v.4 es una proteina soluble sin dominios transmembrana (Tabla [l1).

El andlisis de motivos revel6 la presencia de dos motivos funcionales proteicos en la proteina PSCA v.4 (Tabla 1l1),
concretamente se han identificado un motivo cadherina y un dominio granulina. Las cadherinas pertenecen a una
familia de moléculas de adhesiéon celular dependientes de calcio. Son proteinas transmembrana sencillas que
contienen dominios de tipo inmunoglobulina y estan implicadas en adhesién y clasificacion celular (Shan y col,
Biophys Chem 1999, 82: 157). Por ejemplo, las cadherinas median en la adhesion celular especifica de tejido de
linfocitos con la superficie de células epiteliales. Se ha mostrado que las cadherinas actian en morfogénesis tisular,
adhesion celular, diferenciacion celular, migraciéon celular y metastasis tumoral (Yap AS, Kovacs EM. J Biol Chem
2003, 160: 11; Vestweber D. Curr Opin Cell Biol 2002, 14: 587; Bloom y col, Mol Biol Cell. 1999, 10: 1521; Brodt P.
Cancer Met Rev 1991, 10: 23). Las granulinas o epitelinas son factores de crecimiento originalmente purificados a
partir de medios acondicionados a células, que se ha mostrado que potencian la proliferacién celular (Xu, S. Q. y col,
J. Biol. Chem. 1998, 273: 20078). Se expresan granulinas a niveles elevados en varios canceres, incluyendo gliomas
y cancer renal (Liau L y col, Cancer Res. 60: 1353, Donald, C. D y col, Anticancer Res. 21: 3739).

Los motivos hallados en PSCA v.4 indican que PSCA v.4 puede participar en el crecimiento tumoral y progresion
mediante regulacion de la proliferacién celular, adhesién celular, comunicacion celular, invasion y metastasis.

En consecuencia, cuando PSCA v.4 actla como un regulador del establecimiento tumoral, crecimiento tumoral,
invasion tumoral, supervivencia o sefializacion celular, PSCA v.4 se usa para fines terapéuticos, de diagndstico, de
pronéstico y/o preventivos. Ademas, cuando una molécula, tal como una variante de corte y empalme o SNP de
PSCA v.4 se expresa en tejidos cancerosos, tales como los enumerados en la Tabka |, se usan para fines
terapéuticos, de diagndstico, de prondstico y/o preventivos.

Ejemplo 19: Regulacion de la Transcripcion

La localizacién mitocondrial de PSCA v.4 acoplada con la presencia de dominios de cadherina dentro de su
secuencia indica que PSCA v.4 modula la regulacion transcripcional de genes eucariotas. La regulacion de
expresion génica se confirma, por ejemplo, estudiando la expresidon génica en células que expresan o carecen de
PSCA v.4. Para este fin, se realizan dos tipos de experimentos.

En el primer conjunto de experimentos, se extrae ARN de células que expresan PSCA v.4 y parentales y se hibrida
con matrices génicas disponibles en el mercado (Clontech) (Smid-Koopman E, y col., Br J Cancer. 2000. 83: 246).
Se comparan células en reposo asi como células tratadas con FBS, andrégenos o factores de crecimiento. Se
identifican genes expresados de forma diferencial de acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica. Los
genes expresados de forma diferencial se mapean después en rutas biolégicas (Chen K, y col., Thyroid. 2001
11:41).

En el segundo conjunto de experimentos, se evalla la activacion de la ruta transcripcional especifica usando
construcciones de indicador de luciferasa disponibles en el mercado (Stratagene) incluyendo: NFkB-luc, SRE-luc,
ELK1-luc, ARE-luc, p53-luc y CRE-luc. Estos indicadores transcripcionales contienen sitios de uniéon consenso para
factores de transcripcion conocidos que quedan corriente abajo de rutas de transduccion de sefial bien
caracterizadas, y representan una buena herramienta para determinar la activacion de la ruta y explorar con
respecto a moduladores positivos y negativos de la activacion de la ruta.

Por lo tanto, PSCA v.4 desempefia un papel en la regulacion génica y se usa como una diana para fines de
diagnostico, prondstico, preventivos y/o terapéuticos.

Ejemplo 20: Identificaciéon y Confirmacion de Rutas d e Transduccion de Sefiales Potenciales

Se ha notificado que muchas proteinas de mamiferos interaccionan con moléculas de sefializacién y participan en la
regulacion de las rutas de sefializacion (JNeurochem. 2001; 76: 217-223). Se ha asociado a las moléculas de
cadherina con sefializacion de Cdc42 y Rho (Kouklis J Biol Chem. 2003, 278: 16230). Usando técnicas de
inmunoprecipitacion y de transferencia de Western, se identifican proteinas que se asocian con PSCA v.4 y median
en los acontecimientos de sefializacion. Varias rutas que se sabe que desempefian un papel en la biologia del
cancer pueden regularse por PSCA v.4, incluyendo rutas de fosfolipidos tales como PI3K, AKT, etc., rutas de
adhesion y migracion, incluyendo FAK, Rho, Rac-1, catenina, etc., asi como cascadas mitogénicas/de supervivencia
tales como ERK, p38, etc. (Cell Growth Differ. 2000,11: 279; J Biol Chem. 1999,274: 801; Oncogene. 2000, 19:
3003, J. Cell Biol. 1997, 138: 913). Para determinar si la expresién de PSCA v.4 es suficiente para regular rutas de
sefializacion especificas no activas de otro modo en células cancerosas en reposo, se investiga el efecto de PSCA
v.4 en la activacion de la cascada de sefializacion en las lineas celulares de cancer PA-1, Pancl y Daudi. Se
estimulan células cancerosas que expresan de forma estable PSCA v.4 o neo con factor de crecimiento, FBS u otras
moléculas activadoras. Se analizan lisados celulares completos por transferencia de western.
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Para confirmar que PSCA v.4 activa directa o indirectamente las rutas de transduccion de sefiales conocidas en
células, se llevan a cabo ensayos indicadores transcripcionales basados en luciferasa (luc) en células que expresan
genes individuales. Estos indicadores transcripcionales contienen sitios de union consenso para factores de
transcripcion conocidos que quedan corriente abajo de rutas de transduccion de sefial bien caracterizadas. Los
indicadores y ejemplos de estos factores de transcripcion asociados, rutas de transduccion de sefial y estimulos de
activacion se enumeran posteriormente.

. NFkB-luc, NFkB/Rel; Ik-quinasa/SAPK; crecimiento/apoptosis/tension

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

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

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

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

. TCF-luc, TCF/Lef; -catenina, Adhesién/invasion

NOoO U~ WNPRE

Pueden ensayarse efectos mediados por genes en células que muestran expresiéon de ARNm. Pueden introducirse
plasmidos indicadores de luciferasa por transfeccion mediada por lipidos (TFX-50, Promega). La actividad luciferasa,
un indicador de actividad transcripcional relativa, se mide por incubacion de extractos celulares con sustrato de
luciferina y se controla la luminiscencia de la reaccién en un luminémetro.

Las rutas de sefializacion activadas por PSCA v.4 se mapean y usan para identificacion y validacion de dianas
terapéuticas. Cuando PSCA v.4 esta implicada en sefializacion celular, se usa como diana para fines de diagndstico,
pronéstico, preventivos y/o terapéuticos.

Ejemplo 21: Implicacién en la Progresion Tumoral

Basandose en el papel de los motivos de granulina y cadherina en el crecimiento celular, adhesion e interacciones
de proteinas, el gen de PSCA v.4 puede contribuir al crecimiento, adhesion, invasion y transformacion de células
cancerosas. El papel de PSCA v.4 en el crecimiento tumoral se confirma en una diversidad de lineas celulares
primarias y transfectadas incluyendo lineas celulares prostaticas, asi como células NIH 3T3 modificadas por
ingenieria genética para expresar de forma estable PSCA v.4. Las células parentales sin PSCA v.4 y células que
expresan PSCA v.4 se evallan con respecto a crecimiento celular usando un ensayo de proliferacién bien
documentado (Fraser SP, Grimes JA, Djamgoz MB. Prostate. 2000; 44:61, Johnson DE, Ochieng J, Evans SL.
Anticancer Drugs. 1996, 7: 288).

Para confirmar el papel de PSCA v.4 en el proceso de transformacioén, se investiga su efecto en los ensayos de
formacion de colonias. Se comparan las células parentales NIH-3T3 sin PSCA v.4 con células NIH-3T3 que
expresan PSCA v.4, usando un ensayo de agar blando en condiciones rigurosas y mas permisivas (Song Z. y col.
Cancer Res. 2000; 60: 6730).

Para confirmar el papel de PSCA v.4 en invasion y metastasis de células cancerosas, se usa un ensayo bien
establecido, por ejemplo, un ensayo de Sistema de Inserto Transwell (Becton Dickinson) (Cancer Res. 1999; 59:
6010). Se comparan células de control, incluyendo lineas celulares de préstata, pancreas y rifién sin PSCA v.4 con
células que expresan PSCA v.4. Las células se cargan con el colorante fluorescente, calceina, y se siembran en
placas en el pocillo superior del inserto Transwell revestido con un andlogo de membrana basal. La invasion se
determina por fluorescencia de células en la camara inferior en relacion con la fluorescencia de la poblacion celular
completa.

PSCA v.4 también puede desempefiar un papel en el ciclo celular y la apoptosis. Se comparan células parentales y
células que expresan PSCVA v.4 con respecto a diferencias en la regulacion del ciclo celular usando un ensayo
BrdU bien establecido (Abdel-Malek ZA. J Cell Physiol. 1988, 136: 247). En resumen, se dejan crecer las células en
condiciones tanto dptimas (suero completo) como limitantes (suero bajo), se marcan con BrdU y se tifien con Ab
anti-BrdU y yoduro de propidio. Las células se analizan con respecto a entrada en las fases G1, S y G2M del ciclo
celular. Como alternativa, el efecto de la tensién en la apoptosis se evalla en células parentales de control y células
gue expresan PSCA v.4, incluyendo células de préstata normales y tumorales. Se tratan células parentales y
modificadas por ingenieria genética con diversos agentes quimioterapéuticos, tales como etoposido, taxol, etc., e
inhibidores de sintesis proteica, tales como cicloheximida. Las células se tifien con anexina V-FITC y la muerte
celular se mide por analisis de FACS. La modulacién de muerte celular por PSCA v.4 puede desempefiar un papel
critico en la regulacién de la progresion tumoral y carga tumoral.

Cuando PSCA v.4 desempefia un papel en el crecimiento celular, transformacion, invasién o apoptosis, se usa como
una diana para fines de diagndstico, prondstico, preventivos y/o terapéuticos.

Ejemplo 22: Implicacién en Angiogénesis

La angiogénesis o formacién de nuevos vasos sanguineos capilares es necesaria para el crecimiento tumoral
(Hanahan D, Folkman J. Cell. 1996, 86: 353; Folkman J. Endocrinology. 1998 139: 441). Se han desarrollado varios
ensayos para medir la angiogénesis in vitro e in vivo, tales como los ensayos de cultivo tisular de formacion de tubo
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de células endoteliales y proliferacion de células endoteliales. Usando estos ensayos asi como neovascularizacion in
vitro, se confirma el papel de PSCA v.4 en angiogénesis, potenciacion o inhibicién.

Por ejemplo, se evallGan células endoteliales modificadas por ingenieria genética para expresar PSCA v.4 usando
ensayos de formacién de tubos y proliferacion. El efecto de PSCA v.4 también se confirma en modelos animales in
vivo. Por ejemplo, se implantan por via subcutanea células que expresan o carecen de PSCA v.4 en ratones
inmunocomprometidos. Se evaltan migracion celular endotelial y angiogénesis 5-15 dias después usando técnicas
inmunohistoquimicas. PSCA v.4 afecta a la angiogénesis, y se usa como una diana para fines de diagnéstico,
pronéstico, preventivos y/o terapéuticos.

Ejemplo 23: Implicacion en Interacciones Proteina-Prot  eina

Se ha mostrado que los motivos de cadherinas median en la interaccién con otras proteinas. Usando técnicas de
inmunoprecipitacién asi como sistemas de dos hibridos de levadura, se identifican proteinas que se asocian con
PSCA v.4. Se comparan inmunoprecipitados de células que expresan PSCA v.4 y células sin PSCA v.4 con respecto
a asociaciones proteina-proteina especificas.

Se realizan estudios para confirmar el alcance de la asociacién de PSCA v.4 con moléculas efectoras, tales como
proteinas nucleares, factores de transcripcion, quinasas, fosfatos, etc. Los estudios que comparan células positivas
para PSCA v.4 y negativas para PSCA v.4 asi como estudios que comparan células no estimuladas/en reposo y
células tratadas con activadores de células epiteliales, tales como citocinas, factores de crecimientos, andrégenos y
Ab anti-integrina revelan interacciones unicas.

Ademas, se confirman interacciones proteina-proteina usando metodologia de dos hibridos de levadura (Curr Opin
Chem Biol. 1999, 3: 64). Se introduce un vector que porta una biblioteca de proteinas fusionadas con el dominio de
activacion de un factor de transcripcion en levadura que expresa una proteina de fusién de dominio de union a ADN
de PSCA v.4 y una construccion indicadora. La interaccion proteina-proteina se detecta por actividad indicadora
colorimétrica. La asociacion especifica con moléculas efectoras y factores de transcripcion dirige a un experto al
modo de accion de PSCA v.4, e identifica de este modo dianas terapéuticas, de prondstico, preventivas y/o de
diagnostico para cancer. Este y ensayos similares también se usan para identificar y explorar con respecto a
moléculas pequefias que interaccién con PSCA v.4.

Por lo tanto se ha descubierto que PSCA v.4 se asocia con proteinas y moléculas pequefias. En consecuencia,
PSCA v.4 y estas proteinas y moléculas pequefias se usan para fines de diagndstico, prondéstico, preventivos y/o
terapéuticos.

Ejemplo 24: Implicacién de PSCA v.4 en la comunicacion célula-célula

La comunicacion célula-célula es esencial en el mantenimiento de la integridad de los 6rganos y homeostasis,
ambas de las cuales se desregulan durante la formacion y progresion de tumores. Basandose en la presencia de un
motivo de cadherina en PSCA v.4, un motivo que se sabe que esta implicado en la interaccion celular y la adhesion
célula-célula, PSCA v.4 puede regular la comunicacién celular. Las comunicaciones intercelulares pueden medirse
usando dos tipos de ensayos (J. Biol. Chem. 2000, 275: 25207). En el primer ensayo, las células cargadas con un
colorante fluorescente se incuban en presencia de células receptoras no marcadas y las poblaciones celulares se
examinan en microscopia fluorescente. Este ensayo cualitativo mide el intercambio de colorante entre células
adyacentes. En el segundo sistema de ensayo, las poblaciones de células donadoras y receptoras se tratan como
anteriormente y se realizan mediciones cuantitativas de la poblaciéon de células receptoras por analisis de FACS.
Usando estos sistemas de dos ensayos, las células que expresan PSCA v.4 se comparan con controles que no
expresan PSCA v.4 y se descubre que PSCA v.4 potencia las comunicaciones celulares. Se usan moléculas
pequefias y/o anticuerpos que modulan la comunicacion célula-célula mediada por PSCA v.4 como agentes
terapéuticos para canceres que expresan PSCA v.4. Cuando PSCA v.4 actia en comunicacion célula-célula y
transporte de moléculas pequefias, se usa como una diana o marcador para fines de diagndstico, prondstico,
preventivos y/o terapéuticos.

En toda la presente solicitud, se hace referencia a diversos contenidos de datos de sitios web, publicaciones,
solicitudes de patente y patentes (los sitios web se denominan por su Localizador de Recursos Uniforme, o URL,
direcciones en la Web). Ademas, la presente solicitud se refiere a los documentos N° de Serie de Estados Unidos
09/359.326, presentado el 20 de julio de 1999; N° de Serie de Estados Unidos 09/308.503, presentado el 25 de
mayo de 1999; N° de Serie de Estados Unidos 09/251.835, presentado el 17 de febrero de 1999; N° de Serie de
Estados Unidos 09/203.939, presentado el 2 de diciembre de 1998; N° de Serie de Estados Unidos 09/038.261,
presentado el 10 de marzo de 1998; N° de Serie de Estados Unidos 08/814.279, presentado el 10 de marzo de
1997; N2 de Serie de Estados Unidos 60/071.141 presentado el 12 de enero de 1998; N° de Serie de Estados
Unidos 60/074.675, presentado el 13 de febrero de 1998; N° de Serie de Estados Unidos 60/124.658, presentado el
16 de Marzo de 1999; N° de Serie de Estados Unidos 60/120.536 presentado el 17 de Febrero de 1999; y
60/113.230 presentado el 21 de Diciembre de 1998.

39



TABLAS:
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TABLA I: Tejidos que Expresan PSCA:

a. Tejido Malignos
Préstata

Pancreas
Vejiga
Rifi6n
Colon
Pulmoén
Ovario

Mama
b. Tejidos Normales

Tabla Il: Abreviaturas de Aminoacidos

UNA LETRA TRES LETRAS NOMBRE COMPLETO
F Phe fenilalanina

L Leu leucina

S Ser serina

Y Tyr tirosina

C Cys cisteina

W Trp triptéfano

P Pro prolina

H His histidina

Q GIn glutamina

R Arg arginina

| lle isoleucina

M Met metionina

T Thr treonina

N Asn Asparagina

K Lys lisina

\Y, Val valina

A Ala alanina

D Asp acido aspartico
E Glu acido glutamico
G Gly Glicina
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Tabla lll: Caracteristicas Proteicas de PSCA v.420

PSCAv.4 Programa Bioinformatico URL Resultado
ORF OREF finder 570 pb
Longitud de la Proteina 189aa
Regién Transmembrana TM Pred http://www.ch.embnet.org/ sin TM
HMMTop Sjtp://www.enmm.hu/hmmto sin T™
Sosui http://www.genome.ad.jp/SO soluble
Sui/
http://www.cbs.dtu.dk/servic .
TMHMM es/TMHMM sin T™M
o ~ . http://www.cbs.dtu.dk/servic .
Péptido Sefial Signal P es/SignalP/ ninguno
pl pl/MW tool http://www.expasy.ch/tools/  pl 8,87
Peso molecular pl/MW tool http://www.expasy.ch/tools/ 20,3 kDa
Localizacion PSORT http://psort.nibb.ac.jp/ 90 % mitocondria
PSORT Il http://psort.nibb.ac.jp/ 78 % mitocondria
Motivos Pfam m;p://www.sanger.ac.uk/Pfa sin motivo
Prints E/ttp://www.blochem.ucl.ac.u identificacion de cadherina
Blocks http://www.blocks.fhere.org/ Granulina
PSCAv.1 Programa Bioinformatico URL Resultado
ORF OREF finder 372 pb
Longitud de la Proteina 123 aa
Regién Transmembrana TM Pred http://www.ch.embnet.org/ 1 TM, aa 99-118
HMMTop B}tp:///www.enmm.hu/hmmto ITM, aa 103-121
Sosui http://www.genome.ad.jp/SO proteina de membrana aa 100-
osui "
Sui/ 122
http://www.cbs.dtu.dk/servic .
TMHMM es/TMHMM sin T™M
— o . http://www.cbs.dtu.dk/servic .
Péptido Sefial Signal P es/SignalP/ si, aa 1-15
pl pl/MW tool http://www.expasy.ch/tools/  pl 5,01
Peso Molecular pl/MW tool http://www.expasy.ch/tools/ 12,9 kDa
Localizacion PSORT http://psort.nibb.ac.jp/ 91 % Membrana
plasma
- 0
PSORT Il http://psort.nibb.ac.jp/ 34 % Tembrana plasmatica, 34 %
extracelular
Motivos Pfam http://www.sanger.ac.uk/ UPAR, Ly-6
Pfam/
. http: . .
Prints /www.biochem.ucl.ac.uk/  Sn Motve
Blocks http://www.blocks.fhere.org/ Ly-6
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Tabla IV: Limites de los exones de PSCA v.1 transcrito

NUmero de Ex6n | Inicio Fin Longitud
1 10 69 60

2 70 177 108

3 178 985 808

Tabla V (a). Secuencia de nucleétidos de variante de transcr

tttgaggcca
ggctgtgctg
gtgctactcc
ccagctgggg
cagcaaaggc
gaacatcacg
ggctgccgcee
gctataggct
tgccactcct
acgcaagtct
tctccaggac
cctccaaccc
tcaggcacct
tctggtcegt
ggctgagatg
gtctccagag
tcecctgaatg

tataaagtca
cttgccecctgt
tgcaaagccc
gagcagtgct
tgcagcttga
tgctgtgaca
atccttgcge
ctggggggce
cacacacccg
gaccatgtat
tcccacccgg
tctctgcetge
cttccececag
ggtgtcecece
aagtggactg
atggggcctg
gcagcctcag

cctgaggccc
tgatggcagg
aggtgagcaa
ggaccgcegeg
actgcgtgga
ccgacttgtg
tgctccctge
ccgctgcagce
gcccagtggg
gtctgcgccec
cagatcggct
tgtttccatg
gaagccttcc
gcacccagca
agtagaactg
gaggcctgga
cacagcgtag

tctccaccac
cttggccctg
cgaggactgc
catccgcgca
tgactcacag
caacgccagc
actcggcctg
ccacactggg
agcctgtcct
ctgtccccca
ctattgacac
gcccagcatt
ctgcccaccce
ggggacaggc
gaggacagga
ggaaggggcc
gcccttaata

42

ito de PSCAVv.2 (SECID N°: 1)

agcccaccag
cagccaggca
ctgcaggtgg
gttggcctcc
gactactacg
ggggcccatg
ctgctctggg
tgtggtgccc
ggttcctgag
ccctgaccct
agatccgcecct
ctccaccctt
catctatgac
actcaggagg
gtcgacgtga
aggcctcaca
aacacctgtt

tgaccatgaa
ctgccctget
agaactgcac
tgaccgtcat
tgggcaagaa
ccctgcagcc
gacccggcecca
caggcctctg
gcacatccta
cccatggccc
gcagatggcc
aaccctgtge
ttgagccagg
gcccggtaaa
gttcctggga

ttcgtggggce
ggataagcca

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

1020
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Tabla VI(a). Alineamiento de secuencia de nucleétidos de PSCA v.2 (SECID N°: 2) y PSCA v.1 (SEC ID N°: 3)

v.2 16 agtcacctgaggccctctccaccacagcccaccagtgaccatgaaggcetg 65
.. P EEREREERRER RN

v.1 1 aggga---gagg---——---———-=-=—=-=---- cagtgaccatgaaggctg 27

v.2 66 tgctgcttgccctgttgatggcaggcttggccctgcageccaggecactgec 115
Frererrerrrert e et ettt eerryrtin

v.1l 28 tgctgcttgccctgttgatggcaggecttggecctgecagecaggeactgece 77

v.2 116 ctgctgtgctactcctgcaaagcccaggtgagcaacgaggactgectgea 165
prrrerrrrrerrrrrer et e r e et rerrrir e e e e

v.1l 78 ctgctgtgctactcctgcaaagcccaggtgagcaacgaggactgecctgca 127

v.2 166 ggtggagaactgcacccagctgggggagcagtgctggaccgcgcgecatce 215
Frrrrreenrrreer e errreerreirererrbrrerrreririrend
v.l 128 ggtggagaactgcacccagctgggggagcagtgctggaccgcgegecatcce 177

v.2 216 gcgcagttggcctcctgaccgtcatcagcaaaggctgcagcttgaactgce 265

PEEEREE et bbbt v bbb ettt e b
v.l 178 gcgcagttggecctectgaccgtcatcagcaaaggctgcagcecttgaactge 227

v.2 266 gtggatgactcacaggactactacgtgggcaagaagaacatcacgtgctg 315
CEEEEEEREre e bt r bbbttt

v.1 228 gtggatgactcacaggactactacgtgggcaagaagaacatcacgtgctg 2717

v.2 316 tgacaccgacttgtgcaacgccagcggggcccatgeccctgcagecggetg 365
PEEEErErrrrrrerereeerrrrrererer et rrerrerintl

v.l 278 tgacaccgacttgtgcaacgccagcggggcccatgeccctgcagecggetyg 327

v.2 366 ccgccatccttgegetgctccecctgcacteggectgectgetctggggacce 415
PEEEEEEEEE e e e rrrreterereerrr et

v.l 328 ccgccatccttgegetgcteccctgecacteggectgetgetctggggacce 377
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N

416

378

466

428

515

478

565

528

612

578

662

628

712

678

762

728

812

778

862

828

912

878

962

928

1012

977
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ggccagctataggctctggggggcceccgectgcageccacactgggtgtgg
frrrrrerrrerrrrrerrrerrerrrerrerrterrrrrrer e
ggccagctataggctctggggggecccegetgcageccacactgggtgtgg

tgccccaggectetgtgecactectcaca-cacccggeccagtgggagec
PEPTEETEr et re et b ba bbbt
tgccccaggectttgtgecactectcacagaacctggcccagtgggagcec

tgtcctggttcctgaggcacatcctaacgcaagtctgaccatgtatgtct

frrrererrrerrrerrererererrrrerereraeirrrerrrreeral
tgtcctggttcctgaggcacatcctaacgcaagtttgaccatgtatgttt

gcgcccctgtccecec-—-accctgaccctecccat-ggecctcteccaggact

RN e e R R A R AR NI R R RN
gcacccctttteccccnaaccctgacctteccatgggecttttccaggatt

cccacccggcagatcggctctattgacacagatccgectgcagatggccc
Prerrrrrrrbrrrrererarbartrrrrrrrerirrrrerer el
cccacccggcagatcagttttagtgacacagatccgectgcagatggece

ctccaaccctctctgctgectgtttccatggcccagcattctccaccctta

PR et b eyt t brbrb ettt et
ctccaaccctttctgttgctgtttecatggecccagecatttteccacectta

accctgtgctcaggcacctcttcccccaggaagectteccctgeccacccece
RN R R R AN A RN AR N NN RN
accctgtgttcaggcacttcttcececccaggaagecttecctgeccacccee

atctatgacttgagccaggtctggtcecgtggtgtccecccgecacccagecag
NN N A R R R AR A RN RN R
atttatgaattgagccaggtttggtccgtggtgteccecececgcacccagecag

gggacaggcactcaggagggcccggtaaaggctgagatgaagtggactga
RN R R R R R R RN N RN
gggacaggcaatcaggagggcccagtaaaggctgagatgaagtggactga

gtagaactggaggacaggagtcgacgtgagttcctgggagtctccagaga
FEarerrreeerrerra bt eerrrr et ea el
gtagaactggaggacaagagttgacgtgagttcctgggagtttccagaga

tggggcctggaggcctggaggaaggggcecaggectcacattegtgggget
frirrreerrerererrrerrerrrveererrettrri b rerbrt
tggggcctggaggcctggaggaaggggccaggcctcacatttgtgggget

ccctgaatggcagcctcagcacagcgtaggcccttaataaacacctgttg

Pr et vrrrrrrerereereererrrrrertenrtrtl
ccc-gaatggcagcctgagcacagcgtaggeccttaataaacacctgttg

gataagcca 1020

ANEEEREN
gataagcca 985

44

465
427
514
477
564
527
611
577
661
627
711
677
761
727
811
7717
861
827
911
877
961
927
1011

976
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Tabla VlI(a). Secuencias peptidicas de proteina codificada po

MKAVLLALLM AGLALQPGTA LLCYSCKAQV SNEDCLQVEN CTQLGEQCWT ARIRAVGLLT
VISKGCSLNC VDDSQDYYVG KKNITCCDTD LCNASGAHAL QPAAAILALL PALGLLLWGP
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rPSCAv.2 (SEC ID N°: 4)

60
120

Tabla VllI(a). Alineamiento de secuencias de aminoacidos de PSC A v.2 (SECID N°:5) yPSCAVv.1 (SEC ID

GQL

N°: 6)
v.2
v.l 1
v.2 51
v.l 51
v.2 101
v.l 101

Tabla V (b). Secuencia de nucleétidos de variante de transcr

Tabla VI(b). Alineamiento de secuencias de nuclettidos de PSC

9)

v.2

v.3 1
v.2 51
v.3 51
v.2 101
v.3 101

tttgaggcca
ggctgtgctg
gtgctactcc
agcttgaact
tgtgacaccg
ggggggcccce
cacacccggce
ccatgtatgt
ccacccggca
tctgctgcetg
tccececcagga
tgtccecccege
gtggactgag
ggggcctgga
agcctcagca

1 MKAVLLALLMAGLALQPGTALLCYSCKAQVSNEDCLQVENCTQLGEQCWT

RN RN RN RN RN AR RN RN AR RN
MKAVLLALLMAGLALQPGTALLCYSCKAQVSNEDCLQVENCTQLGEQCWT

ARIRAVGLLTVISKGCSLNCVDDSQDYYVGKKNITCCDTDLCNASGAHAL

Prerrrrrerrirrererrrrrbee e et e er e ey
ARIRAVGLLTVISKGCSLNCVDDSQDYYVGKKNITCCDTDLCNASGAHAL

QPARAILALLPALGLLLWGPGQL

123

QPAAAILALLPALGLLLWGPGQL

tataaagtca
cttgccctgt
tgcaaagccc
gcgtggatga
acttgtgcac
gctgcagccc
ccagtgggag
ctgcgcccect
gatcggctct
tttccatggce
agccttccect
acccagcagg
tagaactgga

ggcctggagg
cagcgtaggc

cctgaggccc
tgatggcagg
aggcgcagtt
ctcacaggac
tcggectget
acactgggtg
cctgtcctgg
gtcccccacc
attgacacag
ccagcattct
gcccacccca
ggacaggcac
ggacaggagt
aaggggcecag
ccttaataaa

123

tctccaccac
cttggccctg
ggcctcctga
tactacgtgg
gctctgggga
tggtgcccca
ttcctgaggce
ctgaccctcc
atccgcectge
ccacccttaa
tctatgactt
tcaggagggc
cgacgtgagt
gcctcacatt
cacctgttgg

agcccaccag
cagccaggca
ccgtcatcag
gcaagaagaa
cccggccagce
ggcctctgtg
acatcctaac
catggccctce
agatggcccc
ccctgtgctc
gagccaggtc
ccggtaaagg
tcctgggagt

cgtggggctce
ataagcca

ito de PSCA V.3 (SECID N°. 7))

tgaccatgaa
ctgccctgcet
caaaggctgc
catcacgtgc
tataggctct

ccactcctca .

gcaagtctga
tccaggactc
tccaaccctce
aggcacctct
tggtccgtgg
ctgagatgaa
ctccagagat
cctgaatggc

1 tttgaggccatataaagtcacctgaggccctctccaccacagcccaccag

tttgaggccatataaagtcacctgaggccctctccaccacagcccaccag

tgaccatgaaggctgtgctgcttgccectgttgatggcaggettggeectg

R RN RN NN RN RN R RN RN R RN RN

cagccaggcactgccctgectgtgctactcctgcaaagecccag

45

tgaccatgaaggctgtgctgcttgeccctgttgatggcaggecttggeectg

cagccaggcactgcecctgectgtgctactcectgcaaagecccaggtgagcaa

50

50

100

100

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
888

A V.2 (SEC ID N° 8) y PSCA v.3 (SEC ID N

50

50

100

100

150

142



151
143
201
143
251
178
301
228
351
256
401
269
451
319
501
369
551
419
601
469
651
519
701
569
751
619
801

669
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cgaggactgcctgcaggtggagaactgcacccagctgggggagcagtget

ggaccgcgcgcatccgecgecagttggectecctgaccgtcatcagcaaaggce
PEEEEEEERrrr et ey rerr et
——————————————— gcgcagttggcctcctgaccgtcatcagcaaaggc

tgcagcttgaactgcgtggatgactcacaggactactacgtgggcaagaa
FEPREErEr e e e et r e b e e et
tgcagcttgaactgcgtggatgactcacaggactactacgtgggcaagaa

gaacatcacgtgctgtgacaccgacttgtgcaacgccagcggggcccatg

PEEErerrrrerrrerrer e ey
gaacatcacgtgctgtgacaccgacttg-----—————-—---—————————

ccctgcagccggcectgeccgceccatecttgegetgecteccecctgcactcecggectg
Fererrrrrred
————————————————————————————————————— tgcactcggcctyg

ctgctctggggacccggccagctataggctctggggggccccgectgecagce
CERTTE LT r ettt b b et e r et reerrrerni
ctgctctggggacccggccagctataggctctggggggecccgetgecagce

ccacactgggtgtggtgccccaggcctetgtgecactcctcacacacccyg

Prrrrrrrrrereerrerrrerrrervrrrrrr e vr et rrrentd
ccacactgggtgtggtgccccaggcctctgtgccactcctcacacacccg

gcccagtgggagcctgtcctggttecctgaggcacatcctaacgcaagtcet
PVEErerrtrrrr e et rr b e et rr e
gcccagtgggagcctgtcctggttcctgaggcacatcctaacgcaagtcect

gaccatgtatgtctgcgcccecctgtcececccacectgacccteccatggecce
FEEEEEEErE e rerrrrrer ettt e

gaccatgtatgtctgcgcccctgteccecccacectgaccctceccecatggecce

tctccaggactcccacccggcagateggctctattgacacagatceegect

PETEEEETT e e ettt r e e r et et e e e et
tctccaggactcccacccggcagatcecggetctattgacacagatccgect

gcagatggcccctccaaccctctctgectgetgtttecatggeccageatt

PEREEEEEr et rr ettt rer et erererrdd
gcagatggcccctccaaccctctetgectgetgtttccatggecccageatt

ctccacccttaaccctgtgectcaggcacctcecttcccccaggaagecttece

PELERUEEETE e e bbb e e e e e
ctccacccttaaccctgtgetcaggcacctcecttccceccaggaagecttec

ctgcccaccccatctatgacttgageccaggtctggtecgtggtgtceccece

FEREErrrerrrrr e ey ererer e vt et brerrrrreeyin
ctgcccaccccatctatgacttgagccaggtctggtecgtggtgteccece

gcacccagcaggggacaggcactcaggagggcccggtaaaggctgagatg

CEEERTERErrr e errrrrererr vt rerer e errrrreed
gcacccagcaggggacaggcactcaggagggcccggtaaaggctgagatyg

46

200

142

250

177

300

227

350

255

400

268

450

318

500

368

550

418

600

468

650

518

700

568

750

618

800

668

850

718



ES 2384 622 T3

v.2 851 aagtggactgagtagaactggaggacaggagtcgacgtgagttcctggga 900
PErrrrrreer ety e ererrr et r et

v.3 719 aagtggactgagtagaactggaggacaggagtcgacgtgagttcctggga 768

v.2 901 gtctccagagatggggcctggaggcctggaggaaggggccaggectcaca 950
FErrrrer ey ettt ettt e ettt e rtern

v.3 769 gtctccagagatggggcctggaggcctggaggaaggggccaggcctcaca 818

v.2 951 ttcgtggggctccctgaatggcagcctcagcacagcgtaggecccttaata 1000
FEEETEEErer e et r b et r e ettt et

v.3 819 ttcgtggggctccctgaatggcagcctcagcacagcgtaggcccttaata 868

v.2 1001 aacacctgttggataagcca 1020
FEEYEREErerr el

v.3 869 aacacctgttggataagcca 888

Tabla VIl (b). Secuencias peptidicas de proteina codificadapo r PSCA v.3 (SEC ID N°: 10)

MYVCAPVPHP DPPMALSRTP TRQIGSIDTD PPADGPSNPL CCCFHGPAFS TLNPVLRHLF
PQEAFPAHPI YDLSQVWSVV SPAPSRGQAL RRAR

60
94

10

Tabla VIl (b). Alineamiento de secuencias de aminoacidos de PSC  Av.2 y PSCA v.3.
HOMOLOGIA SIGNIFICATIVA

SIN

Tabla V(c).
gacagtgaac
cccagggttt
agggcagtgc
acttagctgg
tttgaactgg
gcaacgagga
cgcgcatccg
tggatgactc
tgtgcaacgc
ctgcactcgg
cagcccacac
tgggagcctg
gccecectgtcee
ggctctattg
catggcccag
ttccctgcecce
agcaggggac
actggaggac
tggaggaagg
gtaggccctt

Secuencia de nucledétidos de la variante de tran

cctgcgctga
cgtgccgatc
tgccttcecgg
ggtccaatcc
gtgcgactta
ctgcctgcag
cgcagttggc
acaggactac
cagcggggcc
cctgctgctc
tgggtgtggt
tcctggttcce
cccaccctga
acacagatcc
cattctccac
accccatcta
aggcactcag
aggagtcgac
ggccaggcct
aataaacacc

aggcgttggg
agcccaggac
tcaccaggac
atacccaatt
agcactgccc
gtggagaact
ctcctgaccg
tacgtgggca
catgccctgce
tggggacccg
gcceccaggcece
tgaggcacat
cccteccatg
gcctgcagat
ccttaaccct
tgacttgagc
gagggeccgg
gtgagttcct
cacattcgtg
tgttggataa

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

47

scrito de PSCA v.4 (SEC ID N°: 11 )

ttctggggca
gtgcagtttc
cccgectgcet
agacgatggg
ctcctgcaaa
gggggagcag
aggctgcagc
cacgtgctgt
cgccatcctt
ggctctgggg
tcctcacaca
gtctgaccat
ggactcccac
accctctctg
acctcttccc
ccgtggtgtc
gatgaagtgg
agagatgggg
aatggcagcc

gccacaggcg
tgatgcgggg
tgaccccctt
atttgaaact
gcccaggtga
tgctggaccg
ttgaactgcg
gacaccgact
gcgctgctcce
ggccccgcectg
ccecggeccag
gtatgtctgce
ccggcagatc
ctgctgtttc
ccaggaagcc
ccccgcaccce
actgagtaga
cctggaggcc
tcagcacagc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1174



Tabla VI(c). Alineamiento de secuencias de nucleétidos de PSC

13)

v.

V.

2

1

42

40

76

62

124

92

170

101

220

116

270

166

320

216

370

266

420

316

470

366

520

416

570

466

620

ES 2384 622 T3

tttgaggccatataaagtcacctgaggccectcteccacca--——~———---
PR N N [1.1hl N I I I
tctggggc------- agccac—---aggcgc-—----—-— ccagggtttcgtgc

----cagccca--——-———-—-—= ccagtgacca--——=-—=-—-=——-—- tgaag
ERRRRN! (I Y I N e
cgatcagcccaggacggtcttceccggtg--cagtttctgatgecggggagg

gctgtgctg-cttgccctgt——--—-----—--- tgatggcag------—- gc

(1S I Y R I A Y I I N N I
gcagtgctgcctt--ccggtcaccaggaccagtget--cagccegectge

ttggecC——————m e tg

i |-
ttgacccccttacttagctggggtccaatccatacccaatttagatgatt

CAQCC s s e e e e aggcactgcc
(N AR RN
cagacgatgggatttgaaacttttgaactgggtgcgacttaagcactgcc

ctgctgtgctactcctgcaaagcccaggtgagcaacgaggactgcctgcea
FYrrrreetrrer et rrrer ettt et rerrrtd
ctgctgtgctactcctgcaaagcccaggtgagcaacgaggactgectgcea

ggtggagaactgcacccagctgggggagcagtgctggaccgcgcgcatcc
rrerreeeerertrrrrrerrerreerereerrrer ety rerid
ggtggagaactgcacccagctgggggagcagtgctggaccgcgcgcatcc

gcgcagttggcctcectgaccgtcatcagcaaaggectgcagecttgaactge

PrEret ettt e bttt e err et et
gcgcagttggcctcctgaccgtcatcagcaaaggectgcagcttgaactge

gtggatgactcacaggactactacgtgggcaagaagaacatcacgtgctg

PETTEEETE e Ee et et e b rer e
gtggatgactcacaggactactacgtgggcaagaagaacatcacgtgctg

tgacaccgacttgtgcaacgccagcggggceccatgecctgcagecggcetg
FEETrrerrrrrrerere ey et e er ettt rrerrerrtrrrrnel
tgacaccgacttgtgcaacgccagcggggcccatgeccctgcageccggetg

ccgccatccttgecgetgcectcecectgcactecggectgectgectctggggacce

PErererrrerrerrt e e e et i e irvererreni
ccgccatccttgecgectgctcecctgecacteggecctgetgetctggggaccee

ggccagctataggctctggggggecccgectgcageccacactgggtgtgg
PECTEETEEr e e et r e et reeed
ggccagctataggctctggggggccccgectgcagecccacactgggtgtgg

tgccccaggcctctgtgccactectcacacaccecggecccagtgggagect

Prberirrrrrrrrrrreererererre e etrrr et reryr
tgccccaggectctgtgeccactectcacacacccggeccagtgggagect

48

AV.2 (SEC ID N° 12) y PSCA v.4 (SEC ID N°.

39

75

61

123

91

169

100

219

115

269

165

319

215

369

265

419

315

469

365

519

415

569

465

619

515

669



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

v.4 1170

ES 2384 622 T3

gtcctggttcctgaggcacatcctaacgcaagtctgaccatgtatgtctyg
FErrrrre e e e v bbb
gtcctggttcctgaggcacatcctaacgcaagtctgaccatgtatgtetg

cgcccctgtcccccacectgacccteccatggecctctccaggacteccca

PLerrrerrrrrerrrrreerrreeerrrrrrrerrrrreeerrrer et
cgccectgtecccccaccctgacccteecatggecctecteccaggactececa

cccggcagatcggctctattgacacagatccgectgcagatggeccectcee

trerrreerrrbedbrerrrrerrrrer b rrr e rrrr el
cccggcagatcecggctctattgacacagatccgectgcagatggeccectece

aaccctctctgctgctgtttccatggcccagecattcteccaceccttaaccec

Prerrrirerrrvenrrerr e et rerrrrererir e
aaccctctctgctgctgtttccatggcccagcattcteccacccttaaccc

tgtgctcaggcacctcttcccccaggaagecttececctgeccaceccatcet

Prrreererrrreierrerrrererrrerrrrreritir bt
tgtgctcaggcacctcttceccecccaggaagecttecectgeeccaccccatcet

atgacttgagccaggtctggtccgtggtgtcccececgecacccagcagggga
breeerrrrrnrrerreeererreerrrrrererrrrrrrre e
atgacttgagccaggtctggtccgtggtgtccececcgcacccagcagggga

caggcactcaggagggcccggtaaaggctgagatgaagtggactgagtag
frerrerrererribrrrrrreerrrerrerrrrr e rernd
caggcactcaggagggcccggtaaaggctgagatgaagtggactgagtag

aactggaggacaggagtcgacgtgagttcctgggagtctccagagatggg
Perrerrrerrrrerrervrrerterrrerterrrraterreerrrirnd
aactggaggacaggagtcgacgtgagttcctgggagtctccagagatggg

gcctggaggcectggaggaaggggceccaggcectcacattecgtggggetcecect
trerrrrrrreeerrrerrrerrerrrrre e re et
gcctggaggcctggaggaaggggccaggcctcacattcecgtggggetecct

gaatggcagcctcagcacagcgtaggcccttaataaacacctgttggata

Prrerrrreryreirrrerrerrr eyt reinrerr e erntd
gaatggcagcctcagcacagcgtaggcccttaataaacacctgttggata

agcca 1020

L
agcca 1174

Vll(a). Secuencias peptidicas de proteina codificada po r PSCA v.4 (SEC ID N°: 14)

MTHRTTTWAR RTSRAVTPTC ATPAGPMPCS RLPPSLRCSL HSACCSGDPA SYRLWGAPLQ
PTLGVVPQAS VPLLTHPAQW EPVLVPEAHP NASLTMYVCA PVPHPDPPMA LSRTPTRQIG
SIDTDPPADG PSNPLCCCFH GPAFSTLNPV LRHLFPQEAF PAHPIYDLSQ VWSVVSPAPS

RGQALRRAR

Tabla VllI(c). Alineamiento de secuencias de aminoacidos de PSC  Av.1 y PSCAv.4.
SIN HOMOLOGIA SIGNIFICATIVA

49

565
719
615
769
665
819
715
869
765
919
815
969
865
1019
915
1069
965
1119
1015

1169

60
120
180



ES 2384 622 T3

Tabla V(d). Secuencia de nucleétidos de variante de transcr

gacagtgaac
cccagggttt
agggcagtgc
acttagctgg
tttgaactgg
gcaacgagga
cgcgcatccg
taatctttct
cgtcccgcac
atctgccact
tctgtccectce
gtggtccatc
gcactgcttg
caggaggagg
cccgetgcectce
actgcgtgga
ccgacttgtg
tgctcccetgce
ccgctgcagce
gcccagtggg
gtctgcgccce
cagatcggct
tgtttccatg
gaagccttcc
gcacccagca
agtagaactg
gaggcctgga
cacagcgtag

Tabla VI(d). Alineamiento de secuencias de nuclettidos de PSC

17)
v.2 1
v.5 42
v.2 40
v.5 76
v.2 62
v.5 124
v.2 92
v.5 170
v.2 101
v.5 220

cctgcgcetga
cgtgccgatc
tgcctteccgg
ggtccaatcc
gtgcgactta
ctgcctgcag
tgagtggggg
ggccatctgt
ctgcaccccc
cctccactca
cccatccctg
tgcctcggac
caatcctgag
cctggggcag
cccaggcgcea
tgactcacag
caacgccagc
actcggcctg
ccacactggg
agcctgtcect
ctgtccccca
ctattgacac
gcccagcatt
ctgcccaccc
ggggacaggc
gaggacagga
ggaaggggcc
gcccttaata

tttgaggccatataaagtcacctgaggccctctcecacca

[-fl-11d

tctgggge--

----cagccca

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

FEreit
cgatcagcccaggacggtcttccecggtg-—-cagtttctgatgcggggagg

gctgtgetg-cttgeccctgt

(N NN

gctcctgcag
ggtcttcccg
cagtgctcag
tagatgattc
tgctgtgcta
gcacccagct
gccaggccta
gtgctgtttt
cagcatctgt
cccatcctcc
ctcactcacc
ggctgagacc
ggggactcta
tgagcacaca
tgaccgtcat
tgggcaagaa
ccctgcagcc
gacccggceca
caggcctctg
gcacatccta
cccatggccc
gcagatggcc
aaccctgtgc
ttgagccagg
gcccggtaaa
gttcctggga

ttcgtggggce
ggataagcca

ccagtgacca

tgatggcag

ito de PSCA v.5 (SEC ID N°: 15 )

ttctggggca
gtgcagtttc
ccecgcectgcet
agacgatggg
ctcctgcaaa
gggggagcag
ggtctctgcc
ccttccacct
ccctccagcec
atcttccact
ccatttctga
agggccgaga
gagcattagg
gggcagcccce
cagcaaaggc
gaacatcacg
ggctgccgcc
gctataggct
tgccactcct
acgcaagtct
tctccaggac
cctccaaccc
tcaggcacct
tctggtccgt
ggctgagatg
gtctccagag
tcecctgaatg

1660

NP

gccacaggcg
tgatgcgggg
tgaccccectt
atttgaaact
gcccaggtga
tgctggaccg
actgaactat
gtccccgacc
atcctcctcc
cctccaccca
cgctcagcgg
ccaggccctc
cagggtggga
atccccggat
tgcagcttga
tgctgtgaca
atccttgcgce
ctggggggcc
cacacacccg
gaccatgtat
tcccacccgg
tctctgetge
cttcccccag
ggtgtcccce
aagtggactg
atggggcctg
gcagcctcag

gcagtgctgcctt--ccggtcaccaggaccagtgect-~cagcccgectge

ttgacccccttacttagectggggtccaatccatacccaatttagatgatt

50

aggcactgcc

(S ERRRRRN
cagacgatgggatttgaaacttttgaactgggtgcgacttaagcactgcc

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

AV.2 (SEC ID N° 16) y PSCA v.5 (SEC ID N°.

39

75

61

123

91

169

100

219

115

269



116

270

166

320

216

370

216

420

216

470

216

520

216

570

216

620

216

670

216

720

216

770

216

820

230

870

280

920

ES 2384 622 T3

ctgctgtgctactcctgcaaagcccaggtgagcaacgaggactgecctgcea
FEEEEET R e Rttt b e e e
ctgctgtgctactcctgcaaagcccaggtgagcaacgaggactgectgcea
ggtggagaactgcacccagctgggggagcagtgctggaccgcgcgecatcce
FEEEEETEr e e et et et e et
ggtggagaactgcacccagctgggggagcagtgctggaccgcgecgecatcec

gcagggtgggacaggaggaggcctggggcaggtcaggcaggtgagcacac

———————————————————————————————————— gcgcagttggcectc

FEEEEETTTErIed
agggcagccccatccccggatcccgcectgetececccaggegecagttggecte

ctgaccgtcatcagcaaaggctgcagcttgaactgcgtggatgactcaca
FEEEEErr et e b bt e r e e ey ety e et
ctgaccgtcatcagcaaaggctgcagcttgaactgcgtggatgactcaca

ggactactacgtgggcaagaagaacatcacgtgectgtgacaccgacttgt
NN R AR R R R R R R A RR R R RN
ggactactacgtgggcaagaagaacatcacgtgctgtgacaccgacttgt

51

165

319

215

369

215

419

215

469

215

519

215

569

215

619

215

669

215

719

215

769

215

819

229

869

279

919

329

969



330

970

380

1020

430

1070

480

1120

530

1170

580

1220

630

1270

680

1320

730

1370

780

1420

830

1470

880

1520

930

1570

280

ES 2384 622 T3

gcaacgccagcggggcccatgccctgcageccggectgeecgecatcecttgeg
Crerrrrererrerrrerereerrrrrrrrrerrerrreererr el
gcaacgccagcggggcccatgccctgcagecggectgeccgecatccttgeg

ctgctccctgcactcggectgctgectcectggggacccggeccagetataggce
Prrerrrerrer ety e et ererrrrerrerreeri g
ctgctccctgcactcggectgctgectctggggacccggecagctatagge

tctggggggeccccgetgecageccacactgggtgtggtgeccccaggectcet

FEErer e ereerr et rter v e et r e
tctggggggccccgetgcageccacactgggtgtggtgcecccaggectcet

gtgccactcctcacacacccggeccagtgggagecctgtecctggttcecctga
PErErrrreer e e e e et rrerrer e et e
gtgccactcctcacacacccggcccagtgggagecctgtectggttcctga

ggcacatcctaacgcaagtctgaccatgtatgtctgecgecccctgteccec

PELEEEr e r e e b e bbb b ettt el
ggcacatcctaacgcaagtctgaccatgtatgtctgecgecectgteccece

accctgacccteccatggcececctcecteccaggactecccacccggecagatcgge
PEEEE R r e e v e vt e e rre i tertrrrrrd
accctgaccctcccatggccctecteccaggactcccaccecggecagatecggce

tctattgacacagatccgcecctgcagatggcecccctccaaccectetetgetg

PEETEEE e b e e b et e bbb et ettt
tctattgacacagatccgecctgcagatggceccctccaaccctcectetgetg

ctgtttccatggcccagcattectecacecttaaccetgtgetcaggecace

FrEtreerrr et errrrrreerrrreerrrr eyt et et
ctgtttccatggcccagcattctecacccttaaccectgtgectcaggcace

tcttcecceccaggaagccecttcececctgeccaccceccatctatgacttgagccag

Frrerreerrt e e b e et e e et bbb er et
tcttceccccaggaagecttecectgeccaccecatctatgacttgagecag

gtctggtcecgtggtgtccececcgcacccagcaggggacaggcactcaggag
CErErrerreereereirrrvrrrrrerereree e e et
gtctggtccgtggtgtcccecgecacccagcaggggacaggcactcaggag

ggcccggtaaaggctgagatgaagtggactgagtagaactggaggacagg
Prerrrrrrrirtrrrrerereererirrrererrrrerrerr e
ggcccggtaaaggctgagatgaagtggactgagtagaactggaggacagg

agtcgacgtgagttcctgggagtctccagagatggggcctggaggcctgg
Leerrrerrrrrrrrtrrerrrrreeerrrerrr bttt
agtcgacgtgagttcctgggagtctccagagatggggcctggaggectgg

aggaaggggccaggcctcacattecgtggggctcecctgaatggcagectca
AR R RN A R AR R RN AN NN RN
aggaaggggccaggcctcacattcgtggggctccctgaatggcagectca

gcacagcgtaggccecttaataaacacctgttggataagcca 1020
FEEEETEr e rrr ety ettt

52

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

1619



v.5

1620 gcacagcgtaggcccttaataaacacctgttggataagcca

VII(d). Secuencias peptidicas de proteina codificada po

ES 2384 622 T3

r PSCA V.5 (SEC ID N°;18)

1660

MTHRTTTWAR RTSRAVTPTC ATPAGPMPCS RLPPSLRCSL HSACCSGDPA SYRLWGAPLQl 60

10

15

20

25

30

PTLGVVPQAS VPLLTHPAQW EPVLVPEAHP NASLTMYVCA PVPHPDPPMA LSRTPTRQIG 120
SIDTDPPADG PSNPLCCCFH GPAFSTLNPV LRHLFPQEAF PAHPIYDLSQ VWSVVSPAPS 180
RGQALRRAR
Tabla VIlI(d). Alineamiento de secuencias de aminoacidos de PSC A v.2 yPSCA v.5.
SIN HOMOLOGIA SIGNIFICATIVA
Tabla [X SNP y cambios de codén en PSCAv.2 y v.4
Variante pos\i/cfizén SNP cam:lg de posic"j‘Ac'in de pos{i/(.:i4c')n camAbf de posicic")ol\w de Variante
V.6 57 t/c M/-** 1 No env.4
V.7 367 clt A/A 104 521 P/L 33 v.19
V.8 424 alc L/L 123 578 YIS 52 v.20
V.9 495 clg 649 H/D 76 v.21
V.10 499 clt 653 P/L 77 v.22
V.11 563 clt 717 VIV 98 v.23
V.12 567 gla 721 AIT 100 v.24
V.13 627 g/a 781 G/S 120 v.25
V.14 634 t/lg 788 I/S 122 v.26
V.15 835 g/a 989 R/Q 189 v.27
V.16 847 g/a 1001 v.28
V.17 878 g/a 1032 v.29
V.18 978 clg 1132 v.30

* AA : aminoécido
**-: Sin aminoacido codificado.
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10

15

20

25

30

<210>1
<211> 1020
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

tttgaggcca
ggctgtgctg
gtgctactcc
ccagctgggg
cagcaaaggc
gaacatcacg
ggctgecgcec
gctataggct
tgccactcct
acgcaagtct
tctccaggac
cctccaaccec
tcaggcacct
tctggrccegt
ggctgagatg
gtctccagag
tccctgaatg

<210> 2
<211> 1005
<212> ADN

tataaagtca
cttgeectgt
tgcaaagcce
gagcagtgct
tgcagcttga
tgctgtgaca
atccttgege
ctggggggcc
cacacacccg
gaccatgtat
tcccacccgg
tetetgetge
cttcecccagy
ggtgtccccc
aagtggactog
atggggcctg
gcagcctcag

<213> Homo sapiens

<400> 2

agtcacctga
cctgttgatg
agccecaggtg
gtgctggacc
cttgaactgc
tgacaccgac trgtgcaacg
tgcgctgctce
gggccecget
acccggecca
tgtatgtctg

cccggeagat
gcrgetgtte
cccaggaage
ccccecgeace
gactgagtag
gcctggagge
ctcagcacag

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

cggctetatt
ccatggccca
ctrccctgec
cagcaggoga
aactggagga
ctggaggaag
cgtaggccct

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (0)...(0)

<223>n=a,c,t0g

<400> 3

ggecctetcee
gcaggcttgg
agcaacgagg
gcgegeatcc
gtggatgact

cctgcactcg
gcagcecaca
gtgggagcct
cgcccctatce

ES 2384 622 T3

<170> FastSEQ para windows version 4.0

cctgaggece
tgatggcagg
aggtgagcaa
ggaccgegeg
actgcgtgga
ccgactigtg
tgctcectge
ccgctgeage
gcccagtggg
gtctgcgeee
cagatcggct
tgtttccatg
gaagccttee
gcacccagea
agtagaactg
gaggcctgga
cacagcgtag

gacacagatc cgcctgceaga
gcattctcca ccctraacce
caccccatct atgacttgag
caggcactca ggagggceccg
caggagtcga cgtgagttec
gggccaggee tcacattegt
taataaacac ctgttggata

tctccaccac
cttggeectg
cgaggactgc
catccgcgea
tgactcacag
caacgccagc
actcggecctyg
ccacactggg
agcctgtect
ctgtccccca
ctattgacac
gcccageatt
ctgcccaccee
ggggacaggc
gaggacagga
ggaaggggcc
gcccttaata

54

agcccaccag
cagccaggca
ctgcaggtgg
gttggcctcc
gactactacg
ggggcccatg
ctgctctggg
tgtggtgccc
ggticctgag
ccctgaccct
agatccgect
ctccaccctt
catctatgac
actcaggagg
gtcgacgtga
aggcctrcaca
aacacctgtt

accacagccee accagtgace atgaaggctg
ccctgcagee aggcactgee ctgcetgtget
actgcctgca ggtggagaac tgcacccage
gcgcagttgg cctcctgace gtcatcagea
cacaggacta ctacgtgggc
ccagcgggge ccatgcecty
gcetgetget ctggggaccec
ctgggtgtgg tgccccagge
grtcctggttc ctgaggcaca
ccecaccetyg acccteccat

tggcecctcee
tgtgctcagg
ccaggtctgg
gtaaaggctg
tgggagtcetc
ggggctcect
agcca

aagaagaaca
cagccggctg
goccagetat
ctctgtgeca
tcctaacgea
ggcectctee

tgaccatgaa
ctgcectgen
agaactgcac
tgaccgtcat
tgggcaagaa
ccctgcagec
gacccggcca
caggcctctg
gcacatccta
cccatggecce
gcagatggcc
aaccctgtgce
ttgagccagg
gcccggtaaa
gttcctggga

ttcgtggggce
ggataagcca

aaccctetct
cacctettec
Tccgtggtgt
agatgaagtg
cagagatggg
gaatggcagce

tgctgettge
actcctgcaa
tgggggagca
aaggctgcag
tcacgtgctg
ccgecatect
aggctctggg
ctccrcacac
agtctgacca
aggactccca

60
120
180
240

360
420
480

600
660
720
780
840
900
9360
1020

600



10

15

agggagaggc
tgcagccagg
gcctgcaggt
cagttggcct
aggactacta
gcggggecca
tgctgctcty
ggtgtggtgc
cctggttcct
ccnaaccctg
tgacacagat
agcattttcec
ccaccccatt
acaggcaatc
acaagagttg
ggggccaggc
taataaacac

<210>4

<211>123
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 4

Met
1
Pro

Lys
Gly
Glu Asp
Thr

50
Cys

Trp

Gly
65
Lys Lys

Ala His

Leu Gly

<210>5

<211> 123
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 5

agtgaccatg
cactgccctg
ggagaactgc
cctgaccgtce
cgtgggcaag
tgccctgcag
gggacccggc
cccaggectt
gaggcacatc
accttcccat
ccgcctgcag
acccttaacc
tatgaattga
aggagggccc
acgtgagttc
ctcacatttg
ctgttggata

Ala val L;u
Ala
20

Leu

Thr

Cys GIn
35
Ala Arg

ser Leu Asn

Asn Ile

Leu
100
Leu

Ala

Leu
115

Leu

Ile

Thr

Gln

Leu

ES 2 384

aaggctgtgce
ctgtgctact
acccagetgg
atcagcaaag
aagaacatca
ccggetgecy
cagctatagg

tgtgccactc:

ctaacgcaag
gggccttttc
atggcccctce
ctgtgttcag
gccaggtteg
agtaaaggct
ctgggagttt
tggggctccc
agcca

Leu Ala

Leu Cys

val Glu

Leu Leu
Tyr Ser
Asn Cys

622 T3

tgcttgeect
cctgcaaage
gggagcagtg
gctgcagctt
cgtgctgtga
ccatccttge
ctctgggggy
ctcacagaac
tttgaccatg
caggattccc
caaccctttc
gcacttcttc
gtccgtggty
gagatgaagt
ccagagatgg
gaatggcagc

Met
10
Cys
25

Thr

40

Arg Ala

Cys val
70
Cys Cys

Pro Ala

Trp Gly

val Gly
ASp Asp
Asp Thr
Ala Ala
Pro Gly

Leu
ser
ASp
Ile

105
Gln

120

55

gttgatggca
ccaggtgagce
ctggaccgcg
gaactgcgtg
caccgacttg
gctgctecct
ccccgetgea
ctggcccagt
tatgtttgea
acccggeaga
tgttgctgtt
ccccaggaag
tcccccgeac
ggactgagta
ggcctggagg
ctgagcacag

Ala Gly Leu

Lys Ala GlIn

GIn Leu Gly
45

Thr val

60

Asp Tyr

Leu

Gln
75

lLeu Cys Asn

Leu Ala Leu

Leu

ggcttggeec
aacgaggact
cgcatccgeg
gatgactcac
tgcaacgcca
gcactcggec
gceccacactg
gggagcctgt
ccecttttee
tcagttrtag
tccatggece
ccttecctge
ccagcagagg
gaactggagg
cctggaggaa
cgtaggccct

Ala Leu

15

val ser

Glu Gln
Ile
Tyr
Ala

ser
val

Ser
95
Leu Pro

110

GIn

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

720
780
840
900
960
985

Asn
Cys
Lys
Gly
Gly
Ala



10

15

Met Lys

Pro Gly

Glu Asp

Thr
50
cys

Trp

Gly
65
Lys Lys

Ala His

Leu Gly

<210> 6

<211>123
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 6

Mgt LysS
Pro Gly

Glu

Trp
50

Gly Cys

65
Lys

Ala

Leu

<210>7
<211> 888
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 7

tttgaggcca
ggctgroctyg
gtgctactcce
agcttgaact
tgtgacaccg
ggggggcccc
cacacceggce
ccatgtatgt
ccacccggea
tctgctgetg
tceccccagga
tgtceecege
gtggactgag
ggggcctgga
agcctcagca

Asp
Thr

Lys
His

Gly

Ala val Leu

Ala
20
Leu

Thr Leu

Cys GlIn

Ala Arg Ile

Ser Leu Asn

Asn Ile Thr

Ala Leu GIn

100
Leu

Leu Leu

115

Ala val

Ala
20
Leu

Thr

Cys
33
Ala Arg

ser ieu

Asn Ile

Ala Leu
100
Leu Leu

115

tataaagtca
cttgccctgt
tgcaaagccce
gcgtggatga
acttgtgcac
gctgcagecce
ccagtgggag
ctgcgcccct
gatcggetcet
tttccatggce
agcctrcece
acccagcagg
tagaactgga
ggcctggagg
cagcgtaggc

Leu
Ley
Gln
Ile
Asn
Thr
GIn

Leu

ES 2384 622 T3

Leu Ala

Leu Cys

val Glu

Arg Ala

Cys val
70
Cys Cys
Pro Ala

Trp Gly

Leu

Tyr
Asn
val
Asp
Asp
Ala

Pro

Leu Met

10
ser Cys
25
Cys Thr

Gly Leu

Asp Ser

Ala

Lys
GIn
Leu

Gln

Gly Leu

Ala GIn

Leu Gly

Thr val
60

Asp Tyr

75

Thr Asp

Ala Ile
105

Gly Gln

120

Leu Ala
Leu
val

Cys
Glu
Arg Ala

Cys val
70

Cys Cys

Ala
Gly

Pro

Trp

Leu
Tyr
AsSn
val
Asp
Asp
Ala

Pro

Leu Met

10
Cys

Thr

ser
25

Cys
Gly Leu
ASp Ser
Thr
Ala

105
Gly

Asp
Ile
Gln

120

cctgaggccc
tgatggcagg
aggcgcagtt
ctcacaggac
tcggeetgct
acactgggtg
cctgtcctgg
gtccececcace
attgacacag
ccagcattct
gcccacceca
ggacaggcac
ggacaggagt
aaggggccag
ccttaataaa

tctccaccac
cttggcectg
ggcctectga
tactacgtgg
gctctgggga
tggtgcccca
ttcctgagge
ctgaccctec
atccgectge
ccacccttaa
tctatgactt
tcaggagggc
cgacgtgagt
gtctcacatt
caccigttgg

56

Leu

Leu

Ala
Lys
GIn
Leu
Gln
75

Lew

Leu

Cys Asn

Ala Leu

Leu

Gly Leu

Ala GIn

Leu Gly

Thr
60
Asp

val
Tyr
Cys Asn

Ala Leu

Leu

agcccaccag
cagccaggca
ccgtcatcag
gcaagaagaa
cccggecage
ggcctetgtg
acatcctaac
catggcccte
agatggcccc
ccctgtgctc
gagccaggec
ccggtaaagg
tcctgggagt
€gtggggcetc
ataagcca

Ala Leu Gln

15

val Ser Asn

Glu GIn Cys

Ile Ser Lys

Tyr val Gly
ser
95

Pro

Ala Gly

Leu Ala
110

Leu GIn
15

Ser

Ala

val ASD

Glu GIn Cys

Ile Ser Lys

Tyr val Gly
Gly

Ala

ser
95
Pro

Ala

Leu
110

tgaccatgaa
ctgccctget
caaaggctgc
catcacgtyc
tataggctct
ccactcctca
gcaagtctga
tccaggactc
tccaaccecte
aggcacctct
tggtccgtgg
ctgagatgaa
ctccagagat
cctgaatgge

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600

720
780
840
888



10

15

20

25

ES 2384 622 T3

<210>8

<211> 1020

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8

tttgaggeca
ggctgtgctg
gtgctactec
€cagctgggg
cagcaaaggc
gaacatcacg
ggctgcegec
gctataggct
tgccactecct
acgcaagtct
tctccaggac
cctecaacee
tcaggcacct
tctggtecgt
ggctgagatg
gtctccagag
tccctgaatg

tataaagtca
cttgccctgt
tgcaaagcec
gagcagtgct
tgcagcttga
tgctgtgaca
atccttgege
ctggggggcc
cacacaccecg
gaccatgtat
tcccaccegg
tctetgetgc
cttcececcag
ggtgtccccc
aagtggactg
atggggcctg
gcagcctcag

cctgaggcece
tgatggcagg
aggtgagcaa
ggaccgcycyg
actgcgtgga
ccgacttgtg
tgctccctge
ccgetgeage
gcccagtggg
gtctgcgece
cagatcggcet
tgtttccatg
gaagccttec
gcacccagcea
agtagaactg
gaggcctgga
cacagcgtag

tctccaceag
cttggcccty
cgaggactgc
catccgegea
tgactcacag
caacgccage
actcggectg
ccacactggg
agcctgtect
ctgtcceeca
ctattgacac
gcccageatt
ctgcccacee
9gggacaggc
gaggacagga
ggaagggacc
gcccttaata

agcccaccag
cagccaggea
ctgcaggtyg
gttggcctce
gactactacg
ggggcccatyg
ctgctetgog
tgtggtgccc
ggttcctgag
ccctgacect
agatccgcect
ctccaccett
catctatgac
actcaggagg
gtcgacgtga
aggcctcaca
aacacctgtt

tgaccatgaa
ctgcectget
agaactgcac
tgaccgtcat
tgggcaagaa
ccctgeagec
gacecggceca
caggectctg
gcacatccta
cccatggecc
gcagatggcec
aaccctgtge
ttgagccaqg
gccecggtaaa
gttcctggga
ttcgtgagge
ggataagcca

60

120
180
240
300
360
420
480
540

660
720
780
840

360
1020

<210>9

<211> 888

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 9

tttgaggcca
ggctgtgctg
gtgctactcc
agcttgaact
tgtgacaceg
ggggggccec
cacacccgge
tcatgtatgt
ccacceggea
tctgetgctg
tcccccagga
tgtcececge
gtggactgag
9gggcctgga
agcctcageca

tataaagtca
cttgcectot
tgcaaagccc
gcgtggatga
acttgtgcac
gctgcagece
ccagtgggag
ctgcgeccet
gatcggetct
tttccatgoc
agccttecct
acccagcagg
tagaactgga
ggcctggagg
cagcgtaggc

cctgaggece
tgatggcagg
aggcgcagtt
ctcacaggac
tcggeetget
acactgggtg
cctgtcctagg
gtccececacc
attgacacag
ccagcattct
gcccacccca
ggacaggcac
ggacaggagt
aaggggccag
ccttaataaa

tctccaccac
cttggccctg
ggcctectga
tactacgtgg
gctctgggga
tggtgcccca
ttcctgagoc
ctgaccetecc
atccgectgce
ccacccttaa
tctatgactt
tcaggagggc
cgacgtgagt
gcctcacatt
cacctgttgg

agcccaccag
cagccaggca
ccgtcatcag
gcaagaagaa
cccggecage
ggcctctgtg
acatcctaac
catggcccte
agatggcccc
ccctgtgctc
gagccaggtc
ccggtaaagg
tcctgggagt

cgtggggctc
ataagcca

tgaccatgaa
ctgccetget
caaaggctoc
catcacgtgc
tataggctct
ccactcctca
gcaagtctga
tccaggactc
tccaacccte
aggcacctct
tggtccgtygg
ctgagatgaa
ctccagagat
cctgaatggce

60

120
180
240
300
360
420
480
540

660
720
780
840
888

<210> 10

<211>94

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

57



10

15

ES 2384 622 T3

Met Tyr val Cys A}a Pro val Pro His Pro Asp Pro Pro

;50 Thr Arg GIn Ile g}y ser Ile Asp Thr
Pro Ser Asn Pro kgu Cys Cys Cys pPhe :gs
ser Thr Leu Asn Pro val Leu Arg His Leu Phe Pro
50 ) 55 60

E?e Pro Ala His Pro ;ae Tyr Asp Leu Ser g}n val Trp
ser Pro Ala Pro Ser Arg Gly GIn Ala Leu Arg

85 90

Ser Arg Thr
Ala Asp Gly
35

Phe
Arg Ala

<210> 11
<211>1174

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11

gacagtgaac
cccagggttt
agggcagtge
acttagctgg
tttgaactgg
gcaacgagga
cgcgeatccg
tggatgactc
tgtgcaacgce
ctgcactcgg
cagcccacac
tgggagccty
gcccctgtec
ggctctattg
catggcccag
ttccctgece
agcaggggac
actggaggac
tggaggaagg
gtaggccctt

cctgegetga
cgtgccgatc
tgccrtcegg
ggtccaatec
gtgcgactta
ctgcctgcag
cgcagttggc
acaggactac
cagcgaggec
cctgctgcete
tgggtgtagt
tcctggttce
cccaccetga
acacagatcc
cattctccac
accccatcta
aggcactcag
aggagtcgac
ggccaggect
aataaacacc

aggcgttggg
agcccaggac
tcaccaggac
atacccaatt
agcactgccec
gtggagaact
ctcctgaceg
tacgtgggcea
catgcecctge
tggggacccg
gccccaggec
tgaggcacat
ccctcecatg
gcctgeagat
ccttaaccct
tgacttgagc
gagggcccgg
gtgagttcct
cacattcgtg
tgttggataa

gctectgeag
ggtcttcccg
cagtgctcag
tagatgattc
tgctgtgeta
gcacccaget
tcatcagcaa
agaagaacat
agccggetge
gccagctata
tctgtgccac
cctaacgcaa
gccetcteca
ggcccceteca
gtgctcaggc
caggtctggt
taaaggctoa
gggagtctcc
gggctccctg
gceca

ttetggggea
gtgcagttrc
cccgectgct
agacgatggg
ctcctgcaaa
gggggagcag
aggctgcage
cacgtgctgt
cgecatectt
ggctctgggg
tcctcacaca
gtctgaccat
ggactcccac
accctctetyg
acctettece
ccgtggtgte
gatgaagtag
agagatggag
aatggcagce

<210> 12

<211> 1020

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12

tttgaggcca
ggctgtgctg
gtgctactcc
ccagctgggg
cagcaaaggc
gaacatcacg
ggctgeegec
gctataggcte
tgccactcct
acgcaagtct
tctccaggac
cctccaaccc
tcaggcacct
tctggtecgt
ggctgagatg
gtctccagag
tccctgaatg

tataaagtca
cttgccctgt
tgcaaagcce
gagcagtgct
tgcagcttga
tgctgtgaca
atccttgege
€1g9999g9cc
cacacacccg
gaccatgtat
teccacceyg
tctetgctge
cttcccccag
ggtgtcccec
aagtggactg
atggggccty
gcagcctcag

cctgaggcec
tgatggcagg
aggtgagcaa
ggaccgcacg
actgcgtgga
ccgacttgtg
tgctcectge
ccgctgcage
gcccagiggg
gtcrgegecce
cagatcggcet
tgtttccatg
gaagccticc
gcacccagca
agtagaactg
gaggcctgga
cacagcgtag

tctecaccac
cttggccctg
cgaggactgc
catccgcgea
tgactcacag
caacgccage
actcagcctg
ccacactggg
agcctgtcct
ctgtccecca
ctattgacac
gcccageatt
ctgcccacec
ggggacagqc
gaggacagga
ggaaggggcc
gcccttaata

58

agcccaccag
cagccaggcea
ctgcaggtgg
gttggcctce
gactactacg
ggggcccatg
ctgctctogy
tgtggtrgcce
ggttcctgag
ccctgaccct
agatccgcecy
ctccaccett
catctatgac
actcaggagg
grcgacgtga
aggcctcaca
aacacctgtt

Met Ala Leu

ASp Pro Pro
30

Gly Pro Ala

Gln Glu Ala

ser val val

Arg

gccacaggceg
tgatgcggag
tgacccectt
atttgaaact
gcccaggtga
tgctggaccyg
ttgaactgcyg
gacaccgact
gcgctgetcc
ggcceccygctg
ccecgygcccag
grtatgtctgc
ccggcagatc
ctgctgtttc
ccaggaagcce
cceccgeacce
actgagtaga
cctggaggcec

.tcagcacage

tgaccatgaa
ctgccetget
agaactgcac
tgaccgtcat
tgggcaagaa
ccctgcagcec
gacccggcca
caggcctetg
gcacatccta
cccatggecce
gcagatggcc
aaccctgtygce
ttgagccagg
gcccggtaaa
gttcctggga
ttcgtgggge
ggataagcca

60

120
180
240

360
420
480
540
600

720
780
840

960
1020



ES 2384 622 T3

<210> 13
<211>1133

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13

10

15

20

tctggggcag
tgcagtttct

ccgectgett
gacgatggga
tcctgcaaag
ggggagcagt
ggctgcagct
acgtgctgtg
gccatccttg
gctctggagg
cctcacacac
tctgaccatg
gactcccacc
ccctctctgce
cctcttcccc
cgtggtgtcc

ccacaggcgc
gatgcgggga
gaccccctta
tttgaaactt
cccaggtgag
gctggaccgc
tgaactgcgt
acaccgactt
cgctgctecc
gccccgetgce
ccggeccagt
tatgtctgcg
cggcagatcg
tgctgtttcc
caggaagcct
cccgcaccca

ccagggtttc
gggcagtgct
cttagctggg
ttgaactggg
caacgaggac
gcgcatccgce
ggatgactca
gtgcaacgcc
tgcactcggc
agcccacact
gggagcctgt
cccctgtcecc
gctctattga
atggcccagc
tccetgecea

gcaggggaca

gtgccgatca
gccttccggt
gtccaatcca
tgcgacttaa
tgcctgcagg
gcagttggcc
caggactact
agcggggccc
ctgctgctct
gggtgtggtg
cctggttcct
ccaccctgac
cacagatccg
attctccacc
ccccatctat
ggcactcagg

atgaagtgga
gagatggggc
atggcagcct

<210> 14

<211> 189

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Met Thr His
1

Thr Pro Thr
Pro Ser
35

Ser

Pro

Pro Ala
50

val val Pro

65
Glu

Pro val

Tyr val Cys

Thr Pro
11§
Pro

Arg

Gl
135
Thr

ASp
ser Leu
145 )
Pro Ala His

Pro Ala Pro

<210> 15

<211> 1660

<212> ADN

<213> Homo sapiens

ctgagtagaa
ctggaggcct
cagcacagcg

Arg
Cys
20

Ley
Tyr
GIn
Leu
Ala
100
Thr
ser
Asn
Pro

ser
180

Thr
Ala
Arg
Arg
Ala
val
Pro
Arg
Asn
Pro
Ile

165
Arg

Thr

Cys
Leu
ser
70

Pro
val
Gln
Pro
val
150
Tyr

Gly

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

Trp
Ala
Leu
Gly
Pro
Ala
His
2
Cys
Arg
Leu

Ala

59

Ala
Gly
25

His
Ala
Leu
His
Pro
105
ser
Cys
His
ser

Leu
185

ctggaggaca ggagtcgacg
ggaggaaggg gccaggcctc
taggccctta ataaacacct

Arg
10

Pro
ser
Pro
Leu
Pro
90

Asp
Ie
Cys
Leu
GIn

170
Arg

gcccaggacg
caccaggacc
tacccaattt
gcactgccct
tggagaactg
tcctgaccegt
acgtgggcaa
atgccctgcea
ggggacccgg
ccccaggcect
gaggcacatc
cctcccatgg
cctgcagatg
cttaaccctg
gacttgagcc
agggcccggt

gtcttcccgg
agtgctcagc
agatgattca
gctgtgctac
cacccagctg
catcagcaaa
gaagaacatc
gccggctgec
ccagctatag
ctgtgccact
ctaacgcaag
ccctctecag
gccecctccaa
tgctcaggca
aggtctggtc
aaaggctgag

60

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

tgagttcctg ggagtctcca 1020
acattcgtgg ggctccctga 1080
gttggataag cca

Arg Thr Ser

Met Pro Cys

Ala Cys
45
Pro

cys

Leu GlIn

Thr His Pro
75
ASN

Ala ser

Pro Met

Thr

Pro
Asp
125
Gly

GIn

ASp

His
140
Pro

Phe

Phe
155

val Trp Ser

Arg Ala Arg

Ala
15
Arg

Arg

ser
30
ser Gly

Thr Leu

Ala GlIn

Thr
95
Leu

Leu

Ala
110
Pro Pro

Pro Ala

Glu Ala

1133

val
Leu
Asp
Gly
Trp
Met
ser
Ala
Phe
Phe

160

val
175

val

Ser



10

15

20

<400> 15

gacagtgaac
cccagggttt
agggcagtgc
acttagctgy
tttgaactgg
gcaacgagga
cgcgeatccg
taatctttct
cgtceegeac
atctgccact
tctgtcecte
gtgotccatc
gcactgcttg
caggaggagg
cecgetgete
actgcgtgga
ccgacttgtg
tgctecctge
ccgctgeage
gcccagtggg
gtctgegecc
cagatcggct
tgtttccatg
gaagccttec
gcacccagea
agtagaactg

gaggcctgga
cacagcgtag

<210> 16
<211> 1020
<212> ADN

cctgcgetoa
cgtgccgatc
tgccttceag
ggtccaatee
gtgcgactta
ctgcctgeag
tgagtggggg
ggccatcigt
ctgcaccccee
cctccactca
cccatccctyg
tgcctcggac
caatcctoag
cctggggcag
cccaggcgea
tgactcacag
caacgccagce
actcagcecty
ccacactggg
agcetgtcct
ctgteccccca
ctattgacac
gcccageatt
¢tgcccacce
ggggacaggc
gaggacagga

ggaaggggcc
gcccttaata

<213> Homo sapiens

<400> 16

tttgaggcca
ggctgtgctg
gtgctactec
c€cagctyggag
cagcaaaggc
gaacatcacg
agctgecgec
gctataggct
tgccactect
acgcaagtct
tctccaggac
cctccaacce
tcaggcacct
tctggtecgt
ggctgagatg
gtctccagag
tccctgaatg

<210>17
<211> 1619
<212> ADN

tataaagtca
cttgcectgt
tgcaaagccc
gagcagtgct
tgcagcttga
tgctgtgaca
atccttgcgce
<tggggggcc
cacacacccyg
gaccatgtat
tceccaccegg
tctctgctge
ctrcccccag
ggtgtcccce
aagtggactg
atggggcctg
gcagcctcag

<213> Homo sapiens

<400> 17

ES 2384 622 T3

aggcgttggg
agcccaggac
tcaccaggac
atacccaatt
agcactgcece
gtggagaact
gacgacagcc
ccgcatctgt
aacaatcacc
tctgtcecte
agctcactta
atctggatag
gccagcccag
gtcaggcagg
gttggcctcc
gactactacg
ggggcccatg
ctgctctggg
tgtggtgccc
ggttcctgag
cccrgaccct
agatccgect
ctccaccctt
catctatgac
actcaggagg
gtcgacgtga

aggccrcaca
aacacctgtt

cctgaggeec
tgatggcagg
aggtgagcaa
ggaccgcgcg
actgcgtgga
ccgacttgtg
tgctccctge
ccgetgeage
gcccagtgag
gtctgcgece
cagatcgget
tgtttccatg
gaagccttec
gcacccagea
agtagaactg
gaggcctgga
cacagcgtag

gctcctgcag
ggtcrtcecg
cagtgctcag
tagatgattc
tgctgtgcta
gcaccceaget
gccaggecta
gtgctgtttt
cagcatctgt
ceccatectce
ctcactcacc
ggctgagace
ggggactcta
tgagcacaca
tgaccgtcat
tgggcaagaa
ccctgeagec
gacccggeca
caggcctctyg
gcacatccta
cccatggece
gcagatggcc
aaccctgtgc
ttgagccagg
gcccggtaaa
gttcctggga

ttcgtgagygc
ggataagcca

tctecaccac
cttggccctg
cgaggactgce
catccgegea
tgactcacag
caacgccage
actcggcectyg
ccacactggg
agcctgtcct
ctgtccccca
ctattgacac
gcecageatt
ctgcecacee
ggggacaggc
gaggacagga
ggaaggggcc
gcccttaata

60

ttctggggca
gtgcagtttc
cccgeetget
agacgatggg
ctcctgcaaa
gggggagcag
ggtctetgec
ccttccacct
ccctccagece
atcttccact
ccatttctga
agggccgaga
gagcattagg
gggcagcccc
cagcaaaggc
gaacatcacy
ggctgccgec
gctataggct
tgccactcct
acgcaagtct
tctecaggac
cctccaaccc
tcaggcacct
tctggtecgt
ggctgagatg
gtctccagag

tccetgaatg

agcccaccag
cagccaggca
ctgcaggtgg
grtggcctcc
gactactacg
ggggcccatg
ctgctctggg
tgtggtgccc
ggttcctgag
ccctgaccct
agatccgect
ctccaccctt
catctatgac
actcaggagg
gtcgacgtga
aggcctcaca
aacacctgtt

gccacaggeg
tgatgcggag
tgaccccctt
atttgaaact
gcccaggtga
tgctggaccg
actgaactat
gtccccgace
atcctcctec
cctccaceca
cgctcageag
ccaggecctc
cagggtggga
atccccggat
tgcagcttga
tgctgtgaca
atccttgcgce
€tggggggcc
cacacacccg
gaccatgtat
teccaccegg
tctctgetge
cttccccecag
ggtgtcccce
aagtggactg
atggggcctg

gcagcctcag

tgaccatgaa
ctgcectgcet
agaactgcac
tgaccgtcat
tgggcaagaa
ccctgeagec
gacccggeca
caggcctety
gcacatccta
cccatggece
gcagatggcce
aaccctgtge
ttgagccagy
gcccggtaaa
gttcctggga

ttcgtgQagc
ggataagcca

60

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

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620
1660
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tctggggeag
tgcagtttct
ccgectgett
gacgatggga
tcctgcaaag
ggggagcagt
gtctctgcca
cttccacctg
cctccageca
tcttccacte
catttctgac
gggccgagac
agcattaggc
ggcagccecca
agcaaaggct
aacatcacgt
gctgecgeca
ctataggctc
gccactcctce
cgcaagtctg
ctccaggact
ctccaaccct
caggcaccte
ctggtccgty
gcrgagatga
tctccagaga
ccctgaatgg

<210> 18
<211> 189
<212> PRT

ccacaggcgc
gatgcgggga
gaccccctta
tttgaaactt
cccaggtgag
gctggaccge
Cctgaactatt
tececgaccec
tcerccteca
ctccacccat

gctcagcggg
caggccctcg

agggtgggac
tccceggate
gcagcttgaa
gctgtgacac
tcettgeget
tggggggccc
acacacccgg
accatgtatg
cccacccyge
ctetgetgct
ttcccccagg
gtgtcccccg
agtggactga
tggggcctgg
cagcctcage

<213> Homo sapiens

<400> 18

Met
1
Thr
Pro
Pro
val

65
Glu

Tyr
Arg

Asp

Thr His
Pro
Pro
Ala
50
val
Pro
val
Thr

Gly

Thr
20
Ser Leu
35
ser Tyr

Pro GIn

val Leu

Arg Thr Thr
Cys A%a
Arg
Arg
Ala
val

ES 2384 622 T3

ccagggttec
gggcagtgct
cttagctggg
ttgaactggg
caacgaggac
gcgecatccgt

‘aatctttctg

grececgeacc
tctgecacte
ctgtcecteg
tggtccatct
cactgettge
aggaggaggc
ccgetgetce
ctgcgtggat
cgacttgtgce
gctcectgca
cgctgeagee
cccagtggga
tctgegoece
agatcggctc
gtttccatgg
aagccttecc
cacccagcag
gtagaactgg
aggcctggag
acagcgtagg

Thr

Thr Pro

Cys ser

Leu Trp

ser val
70

Pro Glu

85

Ala
100
Thr

Cys

Pro
115

Pro ser

130

Ser
145
Pro

Pro

<210>19
<211> 1020
<212> ADN

Thr
Ala
Ala

Leu Asn

His Pro

Pro
Arg
Asn
Pro
Ile

val Pro

Gln Ile

Leu
135
Leu

Pro

val
150

Tyr Asp

165

ser
180

Pro

<213> Homo sapiens

<400> 19

Arg

Gly GIn

Ala

Arg

gtgccgatca
gccrtcegge
gtccaatcca
tgcgacttaa
tgcctgcagy
9agtgggggg
gccatctgte
tgcaccecea
ctecactcat
ccatecctga
gccteggaca
aatcctgagg
ctggggcagg
ccaggcgeag
gactcacagg
aacgccageg
ctcggecige
cacactgggt
gcetgtccty
tgtccceccac
tattgacaca
cccageattc
tgcccacece
gggacaggca
aggacaggag
gaaggggcca
cccttaataa

Trp Ala Arg

10

Ala Gly Pro

25
Leu H1s Ser

Gly Ala Pro

Pro Leu Leu
PO
90

ASp

His

Pro
105
ser

His
Gly Ile
120
Cys

Cys Cys

His Leu
GlIn
170
Arg

Leu Ser

Leu
185

Ala

61

gcccaggacg
caccaggacc
tacccaactt
gcactgccct
tggagaactg
acgacagccg
cgcatctgtg
acaatcaccc
ctgtccctec
gctcacttac
tctggatagg
ccagcccagg
tcaggcaggt
trggcctcct
actactacgt
gggcccatgc
tgctctoggg
gtggtgccec
gttcctgagg
cctgacectce
gatccgectg
tccaccctta
atctatgact
ctcaggaggg
tcgacgtgag
ggcctcacat
acacctgrtg

Arg Thr

Met Pro

Ala Cys

Leu GIn
60
Thr His
75

Asn Ala

Pro
Thr

Pro
ASp
His
140
Pro

Phe

Phe
155
val Trp

Arg Ala

ser
Cys
Cys
a%

Pro
Pro
ser
Met
AS

12

Gly
GIn

Ser

gtcttccegg
agtgctcagc
agatgattca
gctgtgctac
cacccagctg
ccaggcectag
tgctottttc
agcatctgtc
ccatectcca
tcactcacce
gctgagacca
gggactctag
gagcacacag
gaccgtcatc
gggcaagaag
cctgcageeg
acccggcecag
aggcctctgt
cacatcctaa
ccatggccet
cagatggccc
accctgtgcet
tgagccaggt
cccggtaaag
ttcctgggag
tcgtaggggct
gataagcca

Ala
15
Arg

Arg

Ser
30
ser Gly

Thr Leu

Ala GIn

60

180
240
300

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1619

val
Leu
Asp
Gly
Trp

80

Thr
95
Leu

Leu

Ala
110
Pro Pro

Pro Ala

Glu Ala

Met
ser
Ala
Phe

Phe

160

val
175

val

Arg

Ser
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tttgaggcca
ggctgtgctg
gtgctactece
ccagctgggyg
cagcaaaggc
gaacatcacg
ggctgccgeo
gctataggct
tgccactect
acgcaagtct
tctccaggac
ccteccaacce
tcaggeacct
tctggtccgt
ggctgagatg
gtctccagag
tccctgaatg

<210> 20

<211>114
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 20

Met
1
Cys
Thr
Ley
Ser

65
Asp

Ile
GIn

<210>21
<211>189
<212> PRT

Ala
Lys
Gln
Leu
GIn

Leu

Leu Ala

Leu

tataaagtca
cttgccctgt
tgcaaagece
gagcagtgct
tgcagcttga
tgctgtgaca
atccttgege
ctggggggcc
cacacacccyg
gaccatgtat
tceccaccegg
tctetgetgc
cttcccecag
ggtgtccecc
aagtggactg
atggggcctg
gcagcctcag

Gly Leu

Ala GIn
Leu
35

Thr

Gly
val
Asp Tyr

Cys Asn

85
Leu

Leu
100

<213> Homo sapiens

<400> 21

Ala
5
val
Glu
Ile
Tyr
Ala

ES 2 384

cctgaggecc
tgatggcagg
aggtgagcaa
ggaccgegeg
actgcgtgga
ccgacttgtg
tgctccctge
ccgctgcage
gcccagtggg
gtctgcgcecce
cagatcggct
tgtttccatg
gaagccttcc
gcacccagca
agtagaactg
gaggcctgga
cacagcgtag

Leu Gln

ser Asn

GIn Cys

ser Lys
val
70

ser

Gly
Gly

pro Ala

Pro
Glu
Trp
Gly
Lys
Ala

Leu

622 T3

tctccaccac
cttggccctg
cgaggactgc
catccgcgca
tgactcacag
caacgccagc
actcggcecty
ccacactggg
agcctgtcct
ctgrccecca
ctattgacac
gcccagecatt
ctgcccacee
ggggacagac
gaggacagga
ggaaggggcc
gcccttaata

Thr
10
Cys

Gly
Asp
Thr Ala
Cys Ser
Lys Asn
His Ala

90
Glg Leu
10

62

agcccaccag
cagccaggca
ctgcaggtgy
gttggcctec
gactactacg
ggggcccatg
ctgctctggg
tgtggtgccc
ggttcctgag
ccctgaccct
agatccgect
ctccacccett
catctatgac
actcaggagg
gtcgacgtga
aggcctcaca
aacacctgte

Ala Leu Leu

GIn val

Ile

Leu

Arg Arg
45
Cys

Leu Asn

Thr
GIn

Ile
75
Leu

Cys
Pro
Leu

Leu Trp

tgaccatgaa
ctgccctgct
agaactgcac
tgaccgtcat
tgggcaagaa
ccctgcagee
gacccggeca
caggcctctg
gcacatccta
cccatggeec
gcagatggcc
aaccctgtgce
ttgagccagg
gcccggtaaa
gttcctggga

ttcgtgaggc
ggataagcca

Cys
Glu
Ala
val
Cys
Ala

95

60

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

Tyr Ser
15

Asn Cys
val Gly
Asp Asp
Asp Thr

80

Ala Ala

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

Pro

<210> 22
<211>189
<212> PRT
<213> Homo

<400> 22
Met
1
Thr
Pro
Pro
val
65
Glu
TYr
Arg
Asp
Ser
145
Pro

Pro

<210> 23
<211>189
<212> PRT

Thr

Pro
Pro
Ala
val
Pro
val
Thr
Ala

Ala

His
Thr
ser
35

ser
Pro
val
Cys
Pro
115
Pro
Leu
His

Pro

sapiens

Thr
Pro
Pro
Ala
val
Pro
val
Thr
£
Ala

Ala

His
Thr
ser
35

ser
Pro
val
Ccys
Pro
115
Pro
Leu
His

Pro

<213> Homo sapiens

<400> 23

Arg
Cys
20

Leu

Tyr

‘GTn

Leu
Ala
100
Thr
ser
Asn
Pro

ser
180

Arg
Cys
20

Leu
Ser
GIn
Leu
Ala
100
Thre
ser
Asn
Pro

ser

Thr
5
Ala
Arg
Arg
Ala
val

85

Pro
Arg
Asn
Pro
Ile

165
Arg

Thr
Ala
Arg
Arg
Ala
i
Pro
Arg
Asn
Pro
Ile

165
Arg

ES 2384 622 T3

Thr
Thr
Cys
Leu
ser
70

Pro
val
Gin
Pro
val
150
Tyr

Gly

Thr
Thr
Ccys
Leu
ser
70

Pro
val
Gln
Pro

val
150

Tyr
Gly

180

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

Thr
Pro
ser
Trp
val
Glu
Pro
1le
i
Leu
ASp
Gln

Trp
Ala
Leu
Gly
Pro
Ala
His
%
Cys
Arg
Leu
Ala

Trp
Ala
Leu
Gly
Pro
Ala
His
o
Cys
Arg
Leu

Ala

63

Ala
Gly
25

His
Ala
Leu
His
Pro
1058
Ser
Cys
His
ser

Leu
185

Ala
Gly
25

His
Ala
Leu
His
Pro
105
ser
Cys
His
Ser

{eu

Arg
10

Pro
ser
Pro
Leu
Pro
90

Asp
Ile
Cys
Leu
GIn

170
Arg

Arg
10

Pro
ser
Pro
Leu
Pro
90

ASp
Ite
Cys
Leu
GIn

170
Arg

Arg
Met
Ala
Leu
Thr
75

AsSn
Pro
Asp
fhe
Phe
155
val

Arg

Arg
Met
Ala
Leu
Thr
75

Asn
Pro
AsSp
Phe
Phe
155
val

Arg

185

Thr
Pro
Cys
Gln
His
Ala
Pro
Thr
His
140
Pro
Trp
Ala

Thr
Pro
Cys
Gln
60

His
Ala
Pro
Thr
His
140
Pro
Trp

Ala

Ser
Ccys
Cys
45

Pro
Pro
Ser
Met
AS

12

Gly
GIn
Ser

Arg

ser
Cys
Cys
a%

Pro
Pro
ser
Met
ASp
125
Gly
GIn
ser

Arg

Arg
ser
ser
Thr
Ala
Leu
Ala
110
Pro
Pro
Glu

val

Arg
Ser
30

ser
Thr
Ala
Leu
Ala
110
Pro
Pro
Glu

val

Ala
15

Arg
Gly
Leu
GIn
Thr
95

Leu
Pro
Ala
Ala

val
175

Ala
15

Arg
Gly
Leu
GIn
Thr
95

Leu
Pro
Ala
Ala

val
175

val
Leu
Asp
Gly
80"
Met
Ser
Ala
Phe
Phe

160
ser

val
Leu
Asp
Gly
Trp
Met
ser
Ala
Phe
Phe

160
Ser
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Met Thr
Thr Pro
Pro Pro
Pro Ala
val val
Glu Pro
Tyr val
Arg Thr
Asp Gly
130
ser Thr
145
Pro Ala

Pro Ala

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

His
Thr
Ser
35

Ser
Pro
val
Cys
Pro
115
Pro
Leu
His

Pro

<213> Homo sapiens

<400> 24
Met Thr
1

Thr Pro
Pro Pro

Pro Ala
50

val val

65

Glu Pro

Tyr val
Arg Thr

Asp Gly
130

Ser Thr

145

Pro Ala

Pro Ala

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

His
Thr
Ser
35

Ser
Pro
val
cys
Pro
115
Pro
Leu
His

Pro

<213> Homo sapiens

<400> 25

Arg
Cys
20

Leu
Tyr
GIn
Leu
Ala
100
Thr
ser
ASn
Pro

Ser
180

Arg
Ccys
20

Leu
Tyr
Gln
Leu
Ala
100
Thr
Ser
Asn
Pro

Ser
180

Thr
Ala
Arg
Arg
Ala
val
85

Pro
Arg
Asn
Pro
Ile

165
Arg

Thr
Ala
Arg
Arg
Ala
val
85

Pro
Arg
Asn
Pro
Ile

165
Arg

ES 2384 622 T3

Thr
Thr
Cys
Leu
ser
70

Pro
val
GIn
Pro
val
150
Tyr

Gly

Thr
Thr
Cys
Leu
Ser
70

Pro
val
GIn
Pro
val
150
Tyr

Gly

Thr
Pro
Ser
Trp
val
Glu
Pro
Ile
Leu
135
Leu
Asp
Gln

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

Trp
Ala
Leu
Gly
Pro
Ala
His
o
cys
Arg
Leu

Ala

Trp
Ala
Leu
Gly
Pro
Ala
His
123
cys
Arg
Leu

Ala

64

Ala
Gly
25

His
Ala
Leu
His
Pro
105
Ser
Cys
His
Ser

Leu
185

Ala
Gly
25

H1s
Ala
Leu
His
Pro
105
ser
Cys
His
Ser

Leu
185

Arg
10

Pro
Ser
Pro
Leu
Pro
90

Asp
Ile
Ccys
Leu
Gln

170
Arg

Arg
10

Pro
ser
Pro
Leu
Pro
90

ASp
Ile
Cys
Leu
GIn

170
Arg

Arg
Met
Ala
Leu
Thr
75

ASn
Pro
ASp
Phe
Phe
155
val

Arg

Arg
Met
Ala
Leu
Thr
75

AsSn
Pro
Asp
Phe
Phe
155
val

Arg

Thr
Pro
Cys
GlIn
60

Asp
Ala
Pro
Thr
His
140
Pro
Trp

Ala

Thr
Pro
Cys
GIn
60

His
Ala
Pro
Thr
His
140
Pro
Trp

Ala

Ser
Cys
Cys
45

Pro
Pro
Ser
Met
Asp
125
Gly
GlIn
ser

Arg

Ser
Ccys
Cys
45

Pro
Leu
sSer
Met
Asp
125
Gly
Gln
Ser

Arg

Arg
Ser
30

ser
Thr
Ala
Leu
Ala
110
Pro
Pro
Glu

val

Arg
ser
30

Ser
Thr
Ala
Leu
Ala
110
Pro
Pro
Glu

val

Ala
15

Arg
Gly
Leu
Gln
Thr
95

Leu
Pro
Ala
Ala

val
175

Ala
15

Arg
Gly
Leu
Gln
Thr
95

Leu
Pro
Ala
Ala

val
175

val
Leu
Asp
Gly
Trp
Met
ser
Ala
Phe
Phe

160
Ser

val
Leu
Asp
Gly
Trp
80

Met
ser
Ala
Phe
Phe

160
ser
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Met Thr

Thr Pro
Pro Pro
Pro Ala
val val
Glu Pro
Tyr val
Arg Thr
Asp Gly
130
ser Thr
145
Pro Ala

Pro Ala

<210> 26
<211> 189
<212> PRT

His
Thr
ser
35

ser
Pro
val
Cys
Pro
115
Pro
Leu
His

Pro

<213> Homo sapiens

<400> 26

Met Thr
1
Thr Pro

Pro Pro
Pro Ala
val val
65
Glu Pro
Tyr val
Arg Thr
Asp Gly
130
ser Thr
145
Pro Ala

Pro Ala

<210> 27
<211> 189
<212> PRT

His
Thr
ser
35

ser
Pro
val
cys
Pro
115
Pro

Leu

Pro

<213> Homo sapiens

<400> 27

Arg
Cys
20

Leu
Tyr
Gln
Leu
Thr
100
Thr
ser
ASn
Pro

ser
180

Arg
cys
20

Leu
Tyr
Gln
Leu
Ala
100
Thr
ser
Asn
Pro

Ser
180

Thr
Ala
Arg
Arg
Ala
val
85

Pro
Arg
Asn
Pro
Ile

165
Arg

Thr
Ala
Arg
Arg
Ala
val
85

Pro
Arg
AsSn
Pro
Ile

165
Arg

ES 2384 622 T3

Thr
Thr
Cys
Leu
Ser
70

Pro
val
GIn
Pro
val
150
Tyr
Gly

Thr
Thr
Cys
Leu
ser
70

Pro
val
G1In
Pro
val
150
Tyr

Gly

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

Thr
Pro
Ser
Trp
val
Glu
Pro
Ile
Leu
135
Leu
Asp
Gln

Trp
Ala
Leu
Gly
Pro
Ala
His
T2
Cys
Arg
Leu

Ala

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

Ala

65

Ala
Gly
25

H1S
Ala
Leu
His
Pro
105
Ser
Cys
His
ser

Leu
185

Ala
Gly
25

His
Ala
Leu
His
Pro
105
ser
cys
His
ser

Leu
185

Arg
10

Pro
ser
Pro
Leu
Pro
90

Asp
Ile
Cys
Leu
Gln

170
Arg

Arg
10

Pro
ser
Pro
Leu
Pro
90

Asp
Ile
Cys
Leu
Gln

170
Arg

Arg
Met
Ala
Leu
Thr
75

Asn
Pro
Asp
Phe
Phe
155
val

Arg

Arg
Met
Ala
Leu
Thr
75

ASn
Pro
Asp
Phe
Phe
15§
val

Arg

Thr
Pro
Cys
Gln
60

His
Ala
Pro
Thr
His
140
Pro
Trp

Ala

Thr
Pro
Cys
Gln
60

His
Ala
Pro
Thr
His
140
Pro
Trp

Ala

Ser
cys
Cys
45

Pro
Pro
Ser
Met
Asp
125
Gly
Gln
Ser

Arg

Ser
Cys
Ccys
45

Pro
Pro
ser
Met
ASp
125
Gly
GIn
ser

Arg

Arg
ser
30

ser
Thr
Ala
Leu
Ala
110
Pro
Pro
Glu

val

Arg
Ser
30

ser
Thr
Ala
Leu
Ala
110
Pro
Pro
Glu

val

Ala
15

Arg
Gly
Leu
Gln
Thr
95

Leu
Pro
Ala
Ala

val
175

Ala
15

Arg
Gly
Leu
Gln
Thr
95

Leu
Pro
Ala
Ala

val
175

val
Leu
Asp
Gly
Trp
Met
Ser
Ala
Phe
Phe

160
Ser

val
Leu
Asp
Gly
Trp
80

Met
ser
Ala
Phe
Phe

160
ser
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20

Met,
Thr
Pro
Pro
val

65
Glu

Tyr
Arg
ASp
ser
145
Pro

Pro

<210> 28
<211>189
<212> PRT

Thr
Pro
Pro
Ala
val
Pro
val
Thr
s
Thr
Ala

Ala

His Arg

Thr Cys
20

Ser Leu

35

ser Tyr

Pro GIn
val Leu
Cys Ala
100
Pro Thr
115
Pro Ser
Leu Asn
His Pro

Pro Ser
180

<213> Homo sapiens

<400> 28

Met Thr Hi1s Arg
1

Thr
Pro
Pro
val
65

Glu
TYyr
Arg
Asp
Ser
145
Pro

Pro

<210> 29
<211>187
<212> PRT

Pro
Pro
Ala
50

val
Pro
val
Thr
Gly
130
Thr
Ala

Ala

Thr Cys
20
Ser Leu
35
Ser Tyr
Pro Gln
val Leu
Cys Ala
100
Pro Thr
115
Pro Ser
Leu Asn
His Pro

Pro ser
180

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2384 622 T3

Thr Thr Thr

Ala
Arg
Arg
Ala
val
Pro
Arg
AsD
Pro
Ile

165
Arg

Thr
Ala
Arg
Arg
Ala
val
85

Pro
Arg
Asn
Pro
Ile

165
Arg

Thr
Cys
Leu
sSer
70

Pro
val
Gln
Pro

val
150
Tyr

Gly

Thr
Thr
cys
Leu
Ser
70

Pro
val
Gln
Pro
val
150
Tyr

Gly

Pro
Ser
Trp
val
Glu
Pro
Ile
135
Leu
Asp
Gln

Thr
Pro
Ser
Trp
val
Glu
Pro
Ile
Leu
135
Leu
Asp
Gln

<223> variantes de PSCA de comparacion

<400> 29

Trp
Ala
Leu
Gly
Pro
Ala
His
£
Cys
Arg
Leu
Ala

Trp
Ala
Leu
Gly
Pro
Ala
His
o
cys
Arg
Leu

Ala

66

Ala
Gly
25

His
Ala
Leu
His
Pro
105
ser
Cys
His
ser

Leu
185

Ala
Gly
25

His
Ala
Leu
His
Pro
105
Ser
cys
His
Ser

Leu
185

Arg
10

Pro
ser
Pro
Leu
Pro
90

Asp
ser
Cys
Leu
GIn

170
Arg

Arg
10

Pro
Ser
Pro
Leu
Pro
20

Asp
Ile
Cys
Leu
Gln

170
Arg

Arg
Met
Ala
Leu
Thr
75

Asn
Pro
ASp
Phe
Phe
155
val

Arg

Arg
Met
Ala
Leu
Thr
75

AsSn
Pro
Asp
Phe
Phe
155
val

Arg

The
Pro
Cys
GIn
60

His
Ala
Pro
Thr
His
140
Pro
Trp
Ala

Thr
Pro
Ccys
Gln
60

His
Ala
Pro
Thr
His
140
Pro
Trp

Ala

ser
Cys
Cys
a%

Pro
Pro
ser
Met
AS

12

Gly
Gln
ser

Arg

ser
cys
Cys
Pro
Pro
Ser
Met
Asp
125
Gly
Gln
Ser

GIn

Arg Ala
9 15

ser Arg
30
ser Gly

Thr Leu
Ala GIn

teu Thr
95

Ala Leu

110

Pro Pro

Pro Ala
Glu Ala

val val
175

Arg Ala
15

Ser Arg

30

Ser Gly

Thr Leu
Ala Gln
Leu Thr
95

Ala Leu
110

Pro Pro
Pro Ala
Glu Ala

val val
175

val
Leu
Asp
Gly
i
Met
ser
Ala
Phe
Phe

160
Ser

val
Leu
Asp
Gly
Trp
80

Met
ser
Ala
Phe
Phe

160
ser



10

Met
1
Thr
Pro
Ala
Pro

65

val
cys
Pro
Pro
Leu
145
His
Pro

<210> 30

<211> 189
<212> PRT

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

ser

His
Thr
Leu
35

Arg
Ala
val
Pro
Ar

115
Asn
Pro
Ile
Arg

<213> Homo sapiens

<400> 30
Met
1
Thr
Leu
Pro
val
65
Glu
Tyr
Arg
Asp
Ser
145
Pro

Pro

Thr
Pro
Pro
Ala
50

val
Pro
val
Thr
Gly
130
Thr
Ala

Ala

His
Thr
ser
35

ser
Pro
val
Cys
Pro
115
Pro
Leu
His

Pro

Arg
55
Arg
Leu
ser
Pro

val
100

g GIn

Pro
val
Tyr

Gly
180

Arg
Cys
20

Leu
ser
GIn
Leu
Ala
100
The
Ser
ASn
Pro

Ser
180

Thr
Ala
Cys
Trp
val
g
pPro
Ile
Leu
Leu
AS

16
GIn

Thr
Ala
Arg
Arg
Ala
i
Pro
Arg
ASH
Pro
Ile

165
Arg
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Thr
Thr
ser
Gly
Pro
Ala
His
Gly
Cys
Ar

15

Leu

Ala

Thr
Thr
Cys
Leu
s5er
70

Pro
val
Gln
Pro
val
150
TYr

Gly

Thr
Pro
Leu
Ala
S5

Leu
His
Pro
ser
Cys
135
His
ser

Leu

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

Trp Ala Arg
10

Ala
His
40

Pro
Leu
Pro
Asp
Ile
120
Cys
Leu
GIn

Arg

Trp
Ala
Leu
Gly
Pro
Ala
His
o
Cys
Arg
Leu

Ala

67

Gly
Ser
Leu
Thr
Asn
Pro
105
Asp
Phe
Phe

val

Ar
185

Ala
Gly
25

His
Ala
Leu
His
Pro
105
ser
Cys
His
Ser

Leu
185

Pro
Ala
Gln
His
Ala
90

Pro
Thr
His
Pro

Trp
170

g Ala

16°
Pro
Ser
Pro
Leu
Pro
Asp
Ile
Cys
Leu
Gln

170
Arg

Arg
Met
Cys
Pro
Pro
75

ser
Met
Asp
Gly
Glin
1558
ser

Arg

Arg
Met
Ala
Leu
Thr
75

Asn
Pro
AsSp
Phe
Phe
155
val

Arg

Thr
Pro
cys
Thr
Ala
Leu
Ala
Pro
Pro
140
Glu
val

Thr
Pro
Cys
GIn
60

His
Ala
Pro
Thr
His
140
Pro
Trp

Ala

ser
cys
ser
45

Leu
GIn
The
Leu
Pro
125
Ala
Ala

val

ser
Cys
Cys
45

Pro
Pro
ser
Met
Asp
125
Gly
Gln
ser

Arg

Arg
Ser
Gly
Gly
Trp
Met

Ser
110

Ala.

Phe
Phe

ser

Arg
ser
30

ser
Thr
Ala
Leu
Ala
110
Pro
Pro
Glu

val

Ala
15

Arg
Asp
val
Glu
TYFP
o%

Arg
Asp
Ser
Pro

Pro
175

Ala
15

Arg
Gly
Leu
Gln
Thr
95

Leu
Pro
Ala
Ala

val
175

val
Leu
Pro
val
Pro
val
T™hr
Gly
Thr
Ala

160
Ala

val
Leu
Asp
Gly
Trp
Met
ser
Ala
Phe
Phe

160
Ser
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento in vitro para detectar la presencia de un polinucleétido de PSCA en una muestra de ensayo
derivada de un individuo como un indicador de la presencia de cancer que comprende:

poner en contacto la muestra con una sonda que se une especificamente al polinucleétido de PSCA, y

detectar la union de la sonda con el polinucleétido de PSCA, seleccionandose el polinucleétido de PSCA del grupo
que consiste en:

(a) un polinucleétido que comprende la secuencia de SEC ID N°: 11, desde el resto nucleotidico niUmero 424 al
993;

(b) un polinucleétido que comprende la secuencia de SEC ID N°: 11, desde el resto nucleotidico niUmero 424 al
993, en el que el resto nucleotidico en 521 es T;

(c) un polinucledtido que comprende la secuencia de SEC ID N°: 11, desde el resto nucleotidico nimero 424 al
993, en el que el resto nucleotidico en 578 es C;

(d) un polinucleétido que comprende la secuencia de SEC ID N°: 11, desde el resto nucleotidico nimero 424 al
993, en el que el resto nucleotidico en 649 es G;

(e) un polinucleétido que comprende la secuencia de SEC ID N°: 11, desde el resto nucleotidico nimero 424 al
993, en el que el resto nucleotidico en 653 es T;

(f) un polinucleétido que comprende la secuencia de SEC ID N°: 11, desde el resto nucleotidico nimero 424 al
993, en el que el resto nucleotidico en 721 es A;

(9) un polinucleétido que comprende la secuencia de SEC ID N°: 11, desde el resto nucleotidico nUmero 424 al
993, en el que el resto nucleotidico en 781 es A;

(h) un polinucleétido que comprende la secuencia de SEC ID N°: 11, desde el resto nucleotidico nimero 424 al
993, en el que el resto nucleotidico en 788 es G;

(i) un polinucleétido que comprende la secuencia de SEC ID N°: 11, desde el resto nucleotidico nimero 424 al
993, en el que el resto nucleotidico en 989 es A; y

() un polinucledétido completamente complementario de un polinucleétido de una cualquiera de (a) a (i);

en el que la etapa de deteccidbn comprende comparar una cantidad de uniéon de la sonda que se une
especificamente al polinucleétido de PSCA con la cantidad de unién de la sonda al polinucleétido en una muestra de
tejido normal correspondiente, y en el que la presencia de polinucleétido de PSCA elevado en la muestra de ensayo
en relacion con la muestra de tejido normal proporciona un indicio de la presencia de cancer.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el polinucledtido de PSCA es un ADNc producido a partir de la
muestra por transcripcién inversa.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el polinucleétido es un ARNm.

4. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de la
préstata, vejiga, rifién, colon, pulmén, ovario, mama y pancreas.

5. Un procedimiento in vitro para detectar la presencia de una proteina PSCA que tiene una secuencia seleccionada
del grupo que consiste en SEC ID N°: 14, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 y 28 en una muestra de ensayo derivada de un
individuo como un indicador de la presencia de cancer que comprende:

poner en contacto la muestra con un anticuerpo o fragmento del mismo que se une especificamente a la
proteina PSCA, y

detectar una cantidad de unién del anticuerpo o fragmento del mismo con la proteina PSCA en la muestra de
ensayo y comparar la unién del anticuerpo o fragmento del mismo con la proteina en una muestra de tejido
normal, en el que la presencia de proteina PSCA elevada en la muestra de ensayo en relacién con la muestra
de tejido normal proporciona un indicio de la presencia de cancer.

6. El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que el anticuerpo o fragmento del mismo es monoclonal.

7. El procedimiento de la reivindicacion 5 6 6 en el que la etapa de deteccion comprende comparar una cantidad de
unién de un anticuerpo que se une especificamente con la proteina PSCA en la muestra de ensayo y en una
muestra normal correspondiente.

8. El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que el cancer se selecciona del grupo del consiste en cancer de la
préstata, vejiga, rifién, colon, pulmén, ovario, mama y pancreas.

68



La secuencia de ADNc (SEC ID N°: 3) y aminoéacidos (SEC
muestra en negrita, la metionina de partida esta su
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Fig. 2A

acido nucleico 18 al 389 incluyendo el codén de par  ada.

M K A VvV L L AL LMAGTULAL

1 agggagaggcagtgaccATGAAGGCTGTGCTGCTTGCCCTGTTGATGGCAGGCTTGGCCC

16

6)

k13
121

S6
181

76
241

96
301
116
36l
421
481
541
601
661
721
781
B4l
SOl
961

¢ P 6 T ALULCY S ¢ K A QV S RNETDC
TGCAGCCAGGCACTGCCCTECTETECTACTCCTGCARAGCCCAGGTGAGCARCGAGGACT
L @Q vV ENCT QL G E @Q € WTW AU RTIUZRRA
GCCTGCAGGTGGAGAACTGCACCCAGCTEEGGGAGCAGTGCTGGACCGCGCGCATCCGOG
vV 6 L L T V I 8§ K & C S L ~n C v D D 8 @Q
CAGTTGGCCTCCTGACCGTCATCAGCAAAGGCTGCAGCTTGAACTGCGTGCGATGACTCAC
P Y ¥ vV 6 K K ¥ I T ¢ ¢ D T D L C N A 8
AGGACTACTACGTGEECAMGAAGRACATCACGTGCTGTGACACCGACTTGTGCAACGCCA
6 A H A L Q P A A A I L AL L P AL G L
GCGGEGRCCCATECCCTECAGCCGECTGCCGCCATCCTTGCGCTGCTCCCTGCACTCGGCT
L L W G P G Q L *
TGCTGCTCTGGEGACCCGRCCAGCTATAGgcEctggggggecccgetgcageccacacty
ggtgtggtgeccccaggecttigtgecacteckbeacagaacoctggeccagigggagectge
cctggttectgaggcacateoctaacgcaagtttgaccatgtatgtttgecaceectttee
ccnaaccectgaccttoccatgggoecttttoccaggattocccacecggecagatcagttttag
tgacacagatcegectgeagatggococctocaaccoctttotgttgetgtttecatggece
agcattttccacccttaaccctgtgttcaggecacttcttcocecaggaagocttecctge
ccaceccatttatgaattgageccaggtttggtecgtggtgtececccgecacccagecagggg
acaggcaatcaggagggcccagtaaaggctgagatgaagtggactgagtagaactggagg
acaagagttgacgtgagttcetgggagtttecagagatggggectggaggectggaggaa
ggggccaggcctcacatttgtggggctoceccgaatggecagectgageacagegtaggcoet

taataaacacctgttggataagceccaaaaaa

69

brayada. La fase abierta de lectura se extiende des

ID N°: 6) de PSCA v.1. La secuencia Kozak se

de el



La secuencia de ADNc (SEC ID N°: 1) y aminoéacidos (SEC
muestra en negrita, la metionina de partida esta su
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Fig. 2B

acido nucleico 56 al 427 incluyendo el codén de par  ada.

61

23
121

43
181

63
241

83
301
103
361
123
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

M K

tttgaggccatataaagtcacctgaggeccctcectccaccacagecccaccagtgaccATGAA
AV L L AL L MAGI LW ALIGQ?PGTA ATLL
GGCTGTGCTGCTTGCCCTGTTGATGGCAGGCTTGGCCCTGCAGCCAGGCACTGCCCTGCT
c ¥ §s ¢ K A Q vV s N EDCUL Q V ENC T
GTGCTACTCCTGCAAAGCCCAGGTGAGCAACGAGGACTGCCTGCAGGTGGAGAACTGCAC
Q L G E Q ¢C W T A R I R A V G L L T V I
CCAGCTGGGGGAGCAGTGCTGGACCGCGCGCATCCGCGCAGTTGGCCTCCTGACCGTCAT
S K 6 ¢ s L N C VvV DD S Q D Y ¥ V G K K
CAGCAAAGGCTGCAGCTTGAACTGCGTGGATGACTCACAGGACTACTACGTGGGCAAGAA
N I T C C D T DL CNA AS G A H AL Q P
GAACATCACGTGCTGTGACACCGACTTGTGCAACGCCAGCGGGGCCCATGCCCTGCAGCC
A A A I L AL L P A L G L L L W G P G Q
GGCTGCCGCCATCCTTGCGCTGCTCCCTGCACTCGGCCTGCTGCTCTGGGGACCCGGCCA
L *
GCTATAGgctctggggggccecccgctgecageccacactgggtgtggtgeccccaggectectg
tgccactectcacacacccggcccagtgggagectgtectggttectgaggecacatecta
acgcaagtctgaccatgtatgtectgecgececctgtececcaccctgacceteccatggece
tctccaggactcccacceggcagatcggetctattgacacagatccgecctgecagatggee
cctccaaccectetctgetgetgttteccatggeccagcattecteccacecttaaccetgtge
tcaggcacctcttcccccaggaagecttecctgeccaceccatetatgacttgagecagy
tctggtccgtggtgtccccegecaccecagecaggggacaggcactcaggagggeccggtaaa
ggctgagatgaagtggactgagtagaactggaggacaggagtcgacgtgagttectggga
gtctccagagatggggcctggaggcctggaggaaggggccaggectcacattegtgggge

tccctgaatggcagectcagcacagecgtaggeecttaataaacacctgttggataagecceca

70

brayada. La fase abierta de lectura se extiende des

ID N°: 4) de PSCA v.2. La secuencia Kozak se

de el



La secuencia de ADNc (SEC ID N°: 7) aminoacidos (SEC
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Fig. 2C

muestra en negrita, y la metionina de partida esta subrayada. La fase abierta de lectura se extiende d
acido nucleico 423 al 707 incluyendo el codén de pa  rada.

1
61
121
181
241
301
361

421
21
481
41
541
61
601
81
661
721
781
841

tttgaggccatataaagtcacctgaggccctetecaccacageccaccagtgaccatgaa
ggctgtgctgcttgccctgttgatggcaggcttggecctgecagecaggcactgeccectget
gtgctactcctgcaaagecccaggegcagttggectectgaccgtcatcagcaaaggetge
agcttgaactgcgtggatgactcacaggactactacgtgggcaagaagaacatcacgtge
tgtgacaccgacttgtgcactcggcectgectgetctggggacccggecagctataggetcet
ggggggccccgcectgcagcececcacactgggtgtggtgececcaggectctgtgecactectceca
cacacccggcccagtgggagcectgtectggttcctgaggcacatecctaacgcaagtectga
M Y v C AP V PHPUD P PMATL S R T P
ccATGTATGTCTGCGCCCCTGTCCCCCACCCTGACCCTCCCATGGCCCTCTCCAGGACTC
T R Q I 6 s I D T D P P A D G P S N P L
CCACCCGGCAGATCGGCTCTATTGACACAGATCCGCCTGCAGATGGCCCCTCCAACCCTC
¢ ¢ ¢ F H G P A F S TL NUP V L R HUL F
TCTGCTGCTGTTTCCATGGCCCAGCATTCTCCACCCTTAACCCTGTGCTCAGGCACCTCT
P Q E A F P A H P I Y DL S Q V W s VvV v
TCCCCCAGGAAGCCTTCCCTGCCCACCCCATCTATGACTTGAGCCAGGTCTGGTCCGTGG
S P A P S R G Q A L R R A R *
TGTCCCCCGCACCCAGCAGGGGACAGGCACTCAGGAGGGCCCGGTARaggctgagatgaa
gtggactgagtagaactggaggacaggagtcgacgtgagttcctgggagtctccagagat
ggggcctggaggcctggaggaaggggccaggectcacattcgtggggcteccctgaatgge

agcctcagcacagcgtaggcccttaataaacacctgttggataageca

71

ID N°: 10) de PSCA v.3. La secuencia Kozak se

esde el



La secuencia de ADNc (SEC ID N°: 11) y aminoéacidos (SEC
esta subrayada. La fase abierta de lectura se extie

codon de parada.

61
121
181
241
301
361l

421
20
481
40
541
60
601
80
661
100
721
120
781
140
841
160
901
180
961
1021
1081
1141
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Fig. 2D

gacagtgaaccctgcgctgaaggcgttggggctcectgecagttectggggcagecacaggcyg
cccagggtttecgtgcecgatcageccaggacggtetteceggtgecagtttetgatgegggg
agggcagtgctgecctteccggtcaccaggaccagtgectecageccegectgettgaccecectt
acttagctggggtccaatccatacccaatttagatgattcagacgatgggatttgaaact
tttgaactgggtgcgacttaagcactgcectgctgtgctactcctgcaaageccaggtga
gcaacgaggactgcctgcaggtggagaactgcacccagctgggggagcagtgctggacceg
cgcgcatccgcgcagttggcctcctgaccgtcatcagcaaaggctgcagcttgaactgcg
M T H R T T T W A R R T S R A VvV T P T
tggATGACTCACAGGACTACTACGTGGGCAAGAAGAACATCACGTGCTGTGACACCGACT
¢C A TP AG PMPC S RUL PP S L R C S
TGTGCAACGCCAGCGGGGCCCATGCCCTGCAGCCGGCTGCCGCCATCCTTGCGCTGCTCC
L H § A ¢ ¢C 8 G D P A S Y RL W G A P L
CTGCACTCGGCCTGCTGCTCTGGGGACCCGGCCAGCTATAGGCTCTGGGGGGCCCCGCTG
Q P T L G V V P Q A § V P L L T H P A Q
CAGCCCACACTGGGTGTGGTGCCCCAGGCCTCTGTGCCACTCCTCACACACCCGGCCCAG
W E P V L, V. P E A H P NASULTMY V C
TGGGAGCCTGTCCTGGTTCCTGAGGCACATCCTAACGCAAGTCTGACCATGTATGTCTGC
A P V P H P D P P M ATILSRTU?PTR QI
GCCCCTGTCCCCCACCCTGACCCTCCCATGGCCCTCTCCAGGACTCCCACCCGGCAGATC
G s I DT D P P ADGUP S NUPILTCOCTCF
GGCTCTATTGACACAGATCCGCCTGCAGATGGCCCCTCCAACCCTCTCTGCTGCTGTTTC
H G P A F 8§$ T L NPV L R HULVF P Q E A
CATGGCCCAGCATTCTCCACCCTTAACCCTGTGCTCAGGCACCTCTTCCCCCAGGAAGCC
F P A H P I Y DL 858 Q V W S V VvV s P A P
TTCCCTGCCCACCCCATCTATGACTTGAGCCAGGTCTGGTCCGTGGTGTCCCCCGCACCC
S R G Q A L R R A R *
AGCAGGGGACAGGCACTCAGGAGGGCCCGGTARaggctgagatgaagtggactgagtaga
actggaggacaggagtcgacgtgagttcecctgggagteteccagagatggggecctggaggcec
tggaggaaggggccaggcctcacattcgtggggecteccctgaatggcagectcagecacage

gtaggcccttaataaacacctgttggataagceca

72

ID N°: 14) de PSCA v.4. La metionina de partida
nde desde el &cido nucleico 424 al 993 incluyendo e



La secuencia de ADNc (SEC ID N°: 15) y aminoéacidos (SEC
esta subrayada. La fase abierta de lectura se extie

codon de parada.

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

901
18
961
38
1021
58
1081
78
1141
98
1201
118
1261
138
1321
158
1381
178
1441
1501
1561
1621
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Fig. 2E

gacagtgaaccctgcgctgaaggcgttggggectcctgcagttetggggecageccacaggeq
cccagggtttcgtgccgatcagcccaggacggtcttccoccggtgecagtttctgatgegggyg
agggcagtgctgccttccggtcaccaggacecagtgctcageccegectgettgacecectt
acttagctggggtccaatccatacccaatttagatgattcagacgatgggatttgaaact
tttgaactgggtgcgacttaagcactgccctgetgtgectactectgcaaageccaggtga
gcaacgaggactgcectgcaggtggagaactgcacccagetgggggagecagtgctggaceg
cgcgcatcegtgagtggggggacgacagecgecaggectaggtctctgeccactgaactat
taatctttetggeccatctgtececgecatetgtgtgetgttttecttecacctgtecceecgace
cgtcccgecacctgcacceccaacaatcacccagecatectgtececteccagecatcctectee
atctgccactectccactecatetgtcecectececcatecctecatectteccactectecaccea
tctgteecteccccatecectgagetcacttactcactcaccecatttetgacgetcagegg
gtggtccatctgectecggacatctggatagggectgagaccagggeccgagaccaggeecte
gcactgcttgcaatcctgaggccageccagggggactcectagagcattaggcagggtggga
caggaggaggcctggggcaggtcaggcaggtgagcacacagggcageecccateccececggat
cccgetgctcecccaggcecgcagttggecctcctgaccgtcatcagcaaaggectgcagettga
M T H R T T T W A R R T S R A V T
actgcgtggATGACTCACAGGACTACTACGTGGGCAAGAAGAACATCACGTGCTGTGACA
p T C A T P A G P M P C S RL P P S L R
CCGACTTGTGCAACGCCAGCGGGGCCCATGCCCTGCAGCCGGCTGCCGCCATCCTTGCGC
¢c S L H s A CC S GDUPAS Y RUL WG A
TGCTCCCTGCACTCGGCCTGCTGCTCTGGGGACCCGGCCAGCTATAGGCTCTGGGGGGCC
P L Q P T L GV V P Q A § V P L L T H P
CCGCTGCAGCCCACACTGGGTGTGGTGCCCCAGGCCTCTGTGCCACTCCTCACACACCCG
A Q W E P VL VP EAHUVPW N ASTL T MY
GCCCAGTGGGAGCCTGTCCTGGTTCCTGAGGCACATCCTAACGCAAGTCTGACCATGTAT
v C APV P HPDP P M AL S R TP T R
GTCTGCGCCCCTGTCCCCCACCCTGACCCTCCCATGGCCCTCTCCAGGACTCCCACCCGG
Q I 6 s 1T p T D P P A D G P S N P L C C
CAGATCGGCTCTATTGACACAGATCCGCCTGCAGATGGCCCCTCCAACCCTCTCTGCTGC
C F H G P A F 8§ TULNUPV L RHULF P Q
TGTTTCCATGGCCCAGCATTCTCCACCCTTAACCCTGTGCTCAGGCACCTCTTCCCCCAG
E A F PA HP I YDIL S Q V W S V V s P
GAAGCCTTCCCTGCCCACCCCATCTATGACT TGAGCCAGGTCTGGTCCGTGGTGTCCCCC
A P S R G Q A L R R A R *
GCACCCAGCAGGGGACAGGCACTCAGGAGGGCCCGGTARaggctgagatgaagtggacty
agtagaactggaggacaggagtcgacgtgagttcctgggagtctccagagatggggectg
gaggcctggaggaaggggccaggcctcacattegtggggeteccctgaatggecagectcag
cacagcgtaggcccttaataaacacctgttggataageca
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ID N°: 18) de PSCA v.5. La metionina de partida
nde desde el acido nucleico 910 al 1479 incluyendo

el



La secuencia de ADNc (SEC ID N°: 19) y aminoéacidos (SEC
muestra en negrita, la metionina de partida esta su
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Fig. 2F

acido nucleico 83 al 427 incluyendo el codén de par  ada.

1

1
6l
14
121
34
181
54
241
74
301
94
361
114
421
481
541
601
661
721
781
841
sol
86l

tttgaggccatataaagtecacctgaggecctctecaccacageccaccagtgaccatgaa
M A G L A L Q P G T A L L
ggetgtgctgettgeoctgt tgATGGCAGGCTTGGCCCTGCAGCCAGGCACTGCCCTGCT
cCc ¥ 858 ¢ K A Q V 8 N E D CL ©Q V EUNOCT
GTGCTACTCCTECAAAGCCCACGTGAGCAACGAGGACTGCCTGCAGGTAGAGAACTGCAC
Q L ¢ E Q C W T AR IR AUV GL LTV I
CCAGCTGEGGGEGAGCAGTGCTEGACCGCGCGCATCCGCGCAGT TGGCCTCCTGACCGTCAT
& K 6 ¢ 5 L N C VDD S5 QDY Y V G K K
CAGCAAAGGCTGCAGCTTGAACTGCGTGGATGACTCACRGGACTACTACGTGGGCARGAA
N I T ¢ € D T DL C N A 5 G A H A L Q P
GAACATCACGTGCTGTGACACCGACTTGTGCAACGCCAGCEGGGGCCCATGCCCTGCAGCC
A A A I L A L L PALGULULULU®WG P G O
GECTGCCGCCATCCTTGCECTECTCCCTGCACTCGGCCTCCTGCTCTGGGGACCCGGCCA
L *
GCTATAGgctctggggggcccegetgcagoeccacactgggtgtyggtgoocccaggeoctctg

tgccactcctracacacccggoccagtgggagectgtectggttectgaggecacatecta

acgcaagtctgaccatgtatgtctgcgeccoctgtocecccaccotgaccctaccatggeoe
tectecaggactceecaccecggcagatcggetoctattgacacagatecgectgcagatggec
cctecaacccetetetgotgetgtttocatggcoccageattctocacecttaaccectgtge
tecaggcacctcttoccccaggaagecttococctgeccaceccatctatgacttgageecagyg
tectggtecgtggtgtecccccgeacccagoaggggacaggcactcaggagggeccggtaaa
ggctgagatgaagtggactgagtagaactggaggacaggagteogacgtgagttoctggga
gtetecagagatggggectggaggectygaggaaggggecaggeeteacattecgtgggge
tccctgaatggcagoctcageacagcgtaggeccttaataaacacctgttggataageca
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brayada. La fase abierta de lectura se extiende des

ID N°: 20) de PSCA v.6. La secuencia Kozak se

de el
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Fig. 2G

Variantes de SNP de PSCA v.2, PSCA v.7 a v.18. Las protein as PSCA v.7 a v.18 tienen 123 aminoacidos. Las

Variantes PSCA v.7 a v.18 son variantes con diferencia
misma proteina que v.2. Aunque estas variantes de SN

aparecer en cualquier combinacién y en cualquiera d

en las Figuras 2A a 2F.

de nucledtido sencillo de PSCA v.2, y codifican la
P se muestran por separado, también pueden
e las variantes de transcrito enumeradas anteriorme

Variante Posicién de Variacion de Variacion de

acido nucleico acido nucleico aminoécido
PSCAv.7 367 CIT Variante silenciosa
PSCAv.8 424 AlC Variante silenciosa
PSCAv.9 495 C/IG Variante silenciosa
PSCAv.10 499 CIT Variante silenciosa
PSCA v.11 563 CIT Variante silenciosa
PSCAv.12 567 G/A Variante silenciosa
PSCAv.13 627 G/A Variante silenciosa
PSCAv.14 634 T/G Variante silenciosa
PSCA v.15 835 G/A Variante silenciosa
PSCA v.16 847 G/A Variante silenciosa
PSCA v.17 878 G/A Variante silenciosa
PSCAv.18 978 C/IG Variante silenciosa
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nte



Variantes de SNP de PSCA v.4, PSCA v.19 a v.30. Las protei
Las variantes de PSCA v.19 a v.30 son variantes con d
proteinas PSCA v.9, v.10, v.11, v.24 y v.25 difieren
v.30 codifican la misma proteina que v.4. Aunque es
pueden aparecer en cualquier combinacion y en cualq

ES 2384 622 T3

Fig. 2H

nas PSCA v.19 a v.30 tienen 189 aminoacidos.
iferencia de nucledtido sencillo de PSCA v.4. Las
de PSCA v.1 en un aminoéacido. PSCA v.23, v.28, v.29 y
tas variantes de SNP se muestran por separado, tambié
uiera de las variantes de transcrito v.3 y v.4.

Variante Posicién de Variacion de Posicién de Variacion de
acido nucleico acido nucleico amionécido aminoécido
PSCA v.19 521 CIT 33 P/L
PSCA v.20 578 A/C 52 YIS
PSCAv.21 649 C/IG 76 H/D
PSCA v.22 653 CIT 77 P/L
PSCA v.23 717 CIT 98 Variante silenciosa
PSCAv.24 721 G/A 100 AT
PSCA v.25 781 G/A 120 G/S
PSCA v.26 788 T/G 122 /S
PSCA v.27 989 G/A 189 R/Q
PSCA v.28 1001 G/A Variante silenciosa
PSCA v.29 1032 G/A Variante silenciosa
PSCA v.30 1132 C/IG Variante silenciosa
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Fig. 3A
Secuencia de aminoacidos de PSCA v.1 (SEC ID N°: 6). La  proteina PSCA v.1 tiene 123 aminoacidos.
1 MKAVLLALLM AGLALQPGTA LLCYSCKAQV SNEDCLQVEN CTQLGEQCWT ARIRAVGLLT

61 VISKGCSLNC VDDSQDYYVG KKNITCCDTD LCNASGAHAL, QPAAAILALL PALGLLLWGP
121 GQL

Fig. 3B
Secuencia de aminoacidos de PSCA v.3 (SEC ID N°: 10). La  proteina PSCA v.3 tiene 94 aminoacidos
1 MYVCAPVPHP DPPMALSRTP TRQIGSIDTD PPADGPSNPL CCCFHGPAFS TLNPVLRHLF

61 PQEAFPAHPI YDLSQVWSVV SPAPSRGQAL RRAR

Fig. 3C
Secuencia de aminoacidos de PSCA v.4 (SEC ID N°: 14). La  proteina PSCA v.4 tiene 189 aminoacidos.
1 MTHRTTTWAR RTSRAVTPTC ATPAGPMPCS RLPPSLRCSL HSACCSGDPA SYRLWGAPLQ

61 PTLGVVPQAS VPLLTHPAQW EPVLVPEAHP NASLTMYVCA PVPHPDPPMA LSRTPTRQIG
121 SIDTDPPADG PSNPLCCCFH GPAFSTLNPV LRHLFPQEAF PAHPIYDLSQ VWSVVSPAPS
181 RGQALRRAR

Fig. 3D
Secuencia de aminoacidos de PSCA v.6 (SEC ID N°: 20). La  proteina PSCA v.6 tiene 114 aminoacidos.
1 MAGLALQPGT ALLCYSCKAQ VSNEDCLQVE NCTQLGEQCW TARIRAVGLL TVISKGCSLN

61 CVDDSQDYYV GKEKNITCCDT DLCNASGAHA LQPAAAILAL LPALGLLLWG PGQL

Fig. 3E
Secuencia de aminoacidos de PSCA v.19 (SEC ID N°; 21). L a proteina PSCA v.19 tiene 189 aminoéacidos
1 MTHRTTTWAR RTSRAVTPTC ATPAGPMECS RLLPSLRCSL HSACCSGDPA SYRLWGAPLQ

61 PTLGVVPQAS VPLLTHPAQW EPVLVPEAHF NASLTMYVCA PVPHPDPPMA LSRTPTRQIG
121 SIDTDPPADG PSNPLCCCFH GPAFSTLNPV LRHLFPQEAF PAHPIYDLSQ VWSVVSPAPS
181 RGQALRRAR

Fig. 3F
Secuencia de aminoacidos de PSCA v.20 (SEC ID N°: 22). L a proteina PSCA v.20 tiene 189 aminoacidos.
1 MTHRTTTWAR RTSRAVTPTC ATPAGPMPCS RLPPSLRCSL HSACCSGDPA SSRLWGAPLQ

61 PTLGVVPQAS VPLLTHPAQW EPVLVPEAHP NASLTMYVCA PVPHPDPPMA LSRTPTRQIG
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121 SIDTDPPADG PSNPLCCCFH GPAFSTLNPV LRHLFPQEAF PAHPIYDLSQ VWSVVSPAPS
181 RGQALRRAR

Fig. 3G
Secuencia de aminoacidos de PSCA v.21 (SEC ID N°: 23). L  a proteina PSCA v.21 tiene 189 aminoécidos.
1 MTHRTTTWAR RTSRAVTPTC ATPAGPMPCS RLPPSLRCSL HSACCSGDPA SYRLWGAPLOQ

61 PTLGVVPFQAS VPLLTDPAQW EPVLVFEAHP NASLTMYVCA PVPHPDPPMA LSRTPTRQIG

121 SIDTDPPADG PSNPLCCCFH GPAFSTLINPV LRHLFPQERF PAHPIYDLSQ VWSVVSPAPS
181 RGQALRRAR

Fig. 3H

Secuencia de aminoacidos de PSCA v.22 (SEC ID N°: 24). L  a proteina PSCA v.22 tiene 189 aminoéacidos
1 MTHRTTTWAR RTSRAVITPTC ATPAGPMPCS RLPPSLRCSL HSACCSGDPA SYRLWGAPLQ

61 PTLGVVPQAS VPLLTHLAQW EPVLVPEAHP NASLTMYVCA PFVPHPDPPMA LSRTPTRQIG

121 SIDTDPPADI PSNPLCCCFR GPAFSTLNPV LRHLFPQEAF PAHPIYDLS(Q VWSVVSPARPS
181 RGQALRRAR

Fig. 3l

Secuencia de aminoacidos de PSCA v.24 (SEC ID N°; 25). L a proteina PSCA v.24 tiene 189 aminoécidos.
1 MTHRTTTWAR RTSRAVTPTC ATPAGPMPCS RLPPSLRCSL HSACCSGDPA SYRLWGAPLQ

61 PTLGVVPQAS VPLLTHPAQW EPFVLVPEAHP NASLTMYVCT PVPHPDPPMA LSRTPTRQIG

121 SIDTDPPADG PSNPLCCCFH GPAFSTLNPV LRHLFPQEAF PAHPIYDLSQ VWSVVSPAPS
181 RGOALRRAR

Fig. 3J

Secuencia de aminoacidos de PSCA v.25 (SEC ID N°: 26). L  a proteina PSCA v.25 tiene 189 aminoécidos.
1 MTHRTTTWAR RTSRAVTPTC ATPAGPMPCS RLPPSLRCSL HSACCSGDPA SYRLWGAPLQ

61 PTLGVVPQAS VPLLTHPAQW EPVLVPEAHP NASLTMYVCA PVPHPDEFMA LSRTPTRQIS

121 SIDTDPPADG PSNPLCCCFH GPAFSTLNPV LRHLFPQEAF PAHPIYDLSQ VWSVVSPAPS
181 RGQOALRRAR

Fig. 3K
Secuencia de aminoacidos de PSCA v.26 (SEC ID N°: 27). L  a proteina PSCA v.26 tiene 189 aminoécidos.
1 MTHRTTTWAR RTSRAVTPTC ATPAGPMPCS RLPPSLRCSL HSACCSGDPA SYRLWGAPLQ
61 PTLGVVPQAS VPLLTHPAQW EPVLVFERHP NASLTMYVCA PVPHPDPPMA LSRTPTRQIG

121 SSDTDPPADG PSNPLCCCFH GPAFSTLNFV LRHLFPQEAF FAHPIYDLSQ VWSVVSPAPS
181 RGQALRRAR
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Fig. 3L

Secuencia de aminoacidos de PSCA v.27 (SEC ID Ne: 28).
1 MTHRTTTWAR RTSRAVTPTC ATPAGPMPCS RLPPSLRCSL HSACCSGDPA SYRLWGAPLQ

ES 2384 622 T3

La proteina PSCA v.27 tiene 189 aminoacidos.

61 PTLGVVPQAS VPLLTHPAQW EPVLVPEAHP NASLTMYVCA PVPHPDPPMA LSRTPTRQIG
121 SIDTDPPADG PSNPLCCCFH GPAFSTLNPV LRHLFPQEAF PAHPIYDLSQ VWSVVSPAPS

181 RGQALRRAQ

Fig. 4

Alineamiento de PSCA v.4 (SEC ID N°: 14) con homologos conocidos

Alineamiento con antigeno de células madre de préstata humana (gi 27482160) (SEC ID N°: 30)
Puntuacién = 277 bits (708), Expectativa = 8e-74

Identidades = 187/189 (98%), Positivos = 187/189 (98%)

Consulta:

Objeto:
Consulta:

Objeto:

Consulta:

Objeto:

Consulta:

Objeto:

1

1

61

61

121

121

181

181

MTHRTTTWARRTSRAVTPTCATPAGPMPCSRLPPSLRCSLHSACCSGDPASYRLWGAPLQ
MTHRTTTWARRTSRAVTPTCATPAGPMPCSRL PSLRCSLHSACCSGDPAS RLWGAPLQ
MTHRTTTWARRTSRAVTPTCATPAGPMPCSRLLPSLRCSLHSACCSGDPASSRLWGAPLQ

PTLGVVPQASVPLLTHPAQWEPVLVPEAHPNASLTMYVCAPVPHPDPPMALSRTPTRQIG
PTLGVVPQASVPLLTHPAQWEPVLVPEAHPNASLTMYVCAPVPHPDPPMALSRTPTRQIG
PTLGVVPQASVPLLTHPAQWEPVLVPEAHPNASLTMYVCAPVPHPDPPMALSRTPTRQIG

SIDTDPPADGPSNPLCCCFHGPAFSTLNPVLRHLFPQEAFPAHPIYDLSQVWSVVSPAPS
SIDTDPPADGPSNPLCCCFHGPAFSTLNPVLRHLFPQEAFPAHPIYDLSQVWSVVSPAPS
SIDTDPPADGPSNPLCCCFHGPAFSTLNPVLRHLFPQEAFPAHPIYDLSQVWSVVSPAPS

RGOALRRAR 189

RGQALRRAR
RGQALRRAR 189
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