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DESCREVEM-SE COMPOSIGOES PARA O DIAGNOSTICO E TERAPEUTICA DE CANCRO DA

PROSTATA E DO COLON, DERIVADO DE OU BASEADC NUMA NOVA PROTEASE DE SERINA DE
SUPERFICIE CELULAR REGULADA POR ANDROGENIO E ESPECIFICA DA PROSTATA
DENOMINADA 20P1F12/TMPRSS2. PROPORCIONA-SE UM ADNC DE COMPRIMENTO COMPLETO
QUE COMPREENDE A SEQUENCIA CODIFICANTE COMPLETA DO GENE DE 20P1F12/TMPRSS2
(TAMBEM DESIGNADO 20P1F12-GTC1 NO PRESENTE DOCUMENTO) (FIG. 1). ENTRE AS
COMPOSIGCOES PROPORCIONADAS ESTAO ANTICORPOS QUE SE LIGAM A PROTEINAS
20P1F12/TMPRSS2 E SEUS FRAGMENTOS POLIPEPTIDICOS, QUE INCLUEM ANTICORPOS
MARCADOS COM UM MARCADOR DETECTAVEL OU TOXINA OU COMPOSICAO TERAPEUTICA.
DESCREVEM-SE TAMBEM DIVERSOS ANTICORPOS MONOCLONAIS ESPECIFICAMENTE
REACTIVOS COM 20P1F12/TMPRSS2 NO PRESENTE DOCUMENTO.



RESUMO

“ANTIGENIO DE TUMOR UTIL EM DIAGNOSTICO E TERAPEUTICA DE
CANCRO DA PROSTATA E DO COLON”

Descrevem-se composic¢des para 0 diagnéstico e
terapéutica de cancro da prdstata e do cdédlon, derivado de
ou baseado numa nova protease de serina de superficie
celular regulada por androgénio e especifica da prdéstata
denominada 20P1F12/TMPRSS2. Proporciona-se um ADNc de
comprimento completo que compreende a sequéncia codificante
completa do gene de 20P1F12/TMPRSS2 (também designado
20P1F12-GTC1 no presente documento) (FIG. 1). Entre as
composigdes proporcionadas estdo anticorpos que se ligam a
proteinas 20P1F12/TMPRSS2 e seus fragmentos polipeptidicos,
que incluem anticorpos marcados com um marcador detectédvel
ou toxina ou composigdo terapéutica. Descrevem-se também
diversos anticorpos monoclonais especificamente reactivos

com 20P1F12/TMPRSS2 no presente documento.



DESCRICA0

“ANTIGENIO DE TUMOR UTIL EM DIAGNOSTICO E TERAPEUTICA DE
CANCRO DA PROSTATA E DO COLON”

ANTECEDENTES DA INVENQKO

0O cancro da préstata é o cancro mais freguentemente
diagnosticado e segunda causa principal de morte por cancro
em homens. Aproximadamente 45.000 homens morrem anualmente
desta doenca. Somente o cancro de pulmdo tem uma
mortalidade mais alta. A probabilidade de um homem
desenvolver um cancro invasivo da préstata durante a sua
vida é de 1 em 6. Aos 50 anos, um homem tem uma
probabilidade superior a 40% de desenvolver o cancro da
préstata e quase uma probabilidade de 3% de morrer desta
doenga. Enquanto alguns avangos foram alcangados no
tratamento de tumores localmente confinados, o cancro da
préstata é incuradvel apds ter metastizado. Pacientes com
cancro da proéstata metastédtico sdo tratados com terapéutica
de ablacdo hormcnal, mas esta é somente bem-sucedida a
curto prazo. Estes pacientes acabam por desenvolver um
estado refractario a androgénio levando a progressdao da
doenga e morte.

Um problema continuo e fundamental na gestdo de cancro
da préstata € a auséncia de marcadores de progndstico e
diagnéstico confidveis capazes de detectar com precisédo
tumores localizados em fase 1inicial e/ou prever a
progressdo e susceptibilidade a doenca. O diagndstico e a
deteccdo precoce de cancro da prdstata actualmente dependem
do exame rectal digital (DRE), medigbes de antigénio
especifico da prdéstata (PSA), ultrassonografia transrectal
(TRUS), e bidpsia transrectal por agulha (TRNB). Medigdes
de PSA sérico em combina¢do com DRE representam a principal
abordagem diagnéstica no momento. Contudc, esta abordagem
tem grandes 1limitacgdes as quais incitaram a pesquisa

intensiva a encontrar melhores marcadores de diagndstico
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desta doenca. VArios marcadores foram identificados, e pelo
menos um, PSA, é de utilizacgdo clinica difundida. Contudo,
marcadores de tumor de prédstata ideais foram extremamente
elusivos e nenhum marcador provou ainda ser confidvel para
prever a progressdo da doenga. Assim, existe uma
necessidade de métodos de diagndstico e progndéstico mais
fidveis e informativos na gestdo de cancro da prdstata.

Ademais, existe também um grande interesse em
identificar proteinas especificas de prdstata que poderiam
ser apropriadas como alvos terapéuticos, J& gue ndo existe
tratamento eficaz para pacientes que desenvolvem doenc¢a
recorrente ou que foram diagnosticados com doenga
metastasica. Embora a terapéutica de ablag¢do hormonal possa
aliviar estes pacientes, a maioria inevitavelmente acaba
por desenvolve doenca independente de androgénio incurdvel
(Lalani et al.,, 1997, Cancer Metastasis Rev. 16: 29-66).

O PSA ¢ hoje o marcador de tumor mais amplamente
utilizado para seleccionar, diagnosticar, e monitorizar o
cancro da préstata. Em particular, diversos imunoensaios
para a detecgdo de PSA sérico sdo de utilizacgdo clinica
difundida. Recentemente, desenvolveu-se um ensaio de
reacgdo em cadeia da polimerase-transcriptase reversa (RT-
PCR) para ARNm de PSA em sorc. Contudo, o PSA ndc é um
marcador especifico da doenca, j& que niveis elevados de
PSA sdo detectdveils numa grande percentagem de pacientes
com BPH e prostatite (25-86%) (Gao et al., 1997, Prostate
31: 264-281), bem como em outros transtornos ndo malignos e
em alguns homens normais, um factor que significativamente
limita a especificidade de diagndstico deste marcador. Por
exemplo, elevagdes em PSA sérico de entre 4 a 10 ng/ml sdo
observados em BPH, e ainda wvalores mais altos sdo
observados em prostatite, particularmente prostatite aguda.
0 BPH ¢é uma patologia extremamente comum em homens.
Confundindo mais a situacdo é o facto de que elevacgdes de

PSA sérico podem ser observadas sem qualquer indicacdo de



doenca de DRE, e vice-versa. Além disso, ¢é agora
reconhecido que o PSA ndoc é especifico da prdéstata (Gao et
al., supra, para revisao).

Descreveram-se varios métodos desenhados para melhorar
a especificidade de detec¢do baseada em PSA, tais como
medir a densidade de PSA e a razdo de PSA livre versus
complexado. Contudo, nenhuma destas metodologias fol capaz
de distinguir de maneira reproduzivel doenga de prdstata
benigna de maligna. Ademais, os diagndsticos de PSA tém
sensibilidades de entre 57-79% (Cupp & Osterling, 1993,
Mayo Clin Proc 68:297-306), e assim perdem a identificacdo
de cancro da préstata numa populacdo significativa de
homens com a doenga.

Antigénio de Membrana Especifico da Préstata (PSMA) é
um marcador de superficie celular recentemente descrito de
cancro da préstata que foi o assunto de varios estudos que
avaliaram a sua utilizagdo como um marcador diagndstico e
terapéutico. A expressdo de PSMA estd em grande parte
restringida a tecidos da préstata, mas niveis detectéveis
de ARNm de PSMA foram observados no cérebro, glandula
salivar, dintestino delgado, e carcinoma de célula renal
(Israell et al., 1993, Cancer Res 53: 227-230). A proteina
de PSMA ¢é altamente expressa na maioria dos cancros da
préostata primdrios e metastédticos, mas é também expressa na
maioria de espécimes de neoplasia intraepitelial (Gao et
al., supra) . Resultados preliminares utilizando  um
anticorpo monoclonal anti-PSMA marcado com indio-111, para
visualizar cancro da préstata recorrente saoc promissores
(Sodee et al., 1996, Clin Nuc Med 21: 759-766). O PSMA ¢ um
antigénio dependente de hormonas que requer a presenga de
receptor de androgénio funcional. Uma vez que nem todas as
células de cancro da prdstata expressam o receptor de
androgénio, a wutilidade <c¢linica de PSMA como um alvo

terapéutico pode ser 1inerentemente limitada. Ensaios



clinicos desenhados ©para examinar a efectividade de
imunoterapéutica com PSMA estdo também em curso.

Antigénic de Célula Estaminal de Proéstata (PSCA) ¢é
outro marcador de superficie celular de cancro da proéstata
descrito muitoc recentemente (Reiter et al., 1998, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 95: 1735-1740). A expressdo de PSCA
mostrou ser especifica da prdstata e amplamente sobre-
expressa através de todos o0s estdgics de <cancro da
préstata, que inclui neoplasia intraepitelial prostdtica de
alto grau (PIN), tumores de préstata dependentes de
androgénio e independentes de androgénio. O gene de PSCA
foli mapeado no cromossoma 8g24.2Z, uma regido de ganho
alélico em mais de 80% dos cancros da prostata. O PSCA ¢é
promissor como um alvo terapéutico e de diagnéstico em
vista de sua localizacgao de superficie celular,
especificidade da prdstata, e expressdo muito regulada
positivamente em células de cancro da prdéstata.

0O progresso na identificacgdo de marcadores especificos
tem sido lento devido a uma falta de sistemas de modelo
experimental animal que recapitulem a doenca c¢linica.
Tentativas de solugdes a este problema incluiram a geracdo
de linhas celulares de cancro da proéstata (Horoszewicz et
al., 1983, Cancer Res. 43, 1809) e xenoenxertos de cancro
da préstata (Pretlow et al., 1991, Cancer Res. 51, 3814;
van Weerden et al., 1996, Am. J. Pathol. 149, 1055; Klein
et al., 1997, Nature Med. 3, 402). Contudo, estas
abordagens depararam-se com um Sucesso limitado. Por
exemplo, xenoenxertos geralmente produziram baixas taxas de
sobrevivéncia a 1longo prazo. Ademals, nenhuma das mais
amplamente utilizadas 1linhas celulares de cancro da
préstata humanas - PC-3, DU-145, e LNCaP - demonstraram de
maneira reproduzivel causar lesdes osteoblasticas tipicas
de cancro da prdéstata. Uma limitacdo adicional das linhas
celulares DU-145 e PC-3 é gue estas células ndo expressam

antigénio especifico da préstata (PSA) ou receptor de



androgénio (AR) (Kaighn et al., 1979, Invest. Urol. 17: 16—
23; Gleave et al., 1992, Cancer Res. 52: 1598-1605), o que
questiona sua relevancia para o cancro da prostata clinico.
A linha celular de LNCaP é sensivel a androgénio e expressa
PSA, mas contém uma mutagdo no receptor de androgénio que
altera a especificidade do ligando.

Recentemente, contudo, descreveu-se uma Ssérie de
xenoenxertos de cancro da prédstata (derivados de tumores de
pacientes) gque demonstram caracteristicas genéticas e
fenotipicas intimamente em paralelo com a situacdo clinica
humana (Klein et al., 1997, Nature Med. 3: 402). Estes
xenoenxertos de LAPC (Cancro da Prdéstata de Los Angeles)
sobreviveram a passagem em ratinhos com imunodeficiéncia
combinada severa (SCID) durante mais de um ano. O sistema
de modelo de xencenxerto de LAPC-4 tem a capacidade de
imitar a transig¢do de dependéncia de androgénio a
independéncia de androgénio (Klein et al., 1997, supra). Os
tumores de LAPC-4 regridem em ratinhos machos apds a
castracdo, mas crescem de novo dentro de 2-3 meses como
tumores 1independentes de androgénio. Tanto tumores de
xenoenxerto de LAPC-4 dependentes de androgénio (AD) como
independentes de androgénio (AI) expressam niveis iguais
dos marcadores especificos da préstata PSA, PSMA (antigénio
de membrana especifico da prédstata) e PSCA (Antigénio de
Célula Estaminal de Prdstata), que foi iddentificado
utilizando andlise de diferenca representacional de ADNcC

derivado das variantes AD e AI do xenoenxerto de LAPC-4.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengdo refere-se a métodos e composigdes
para o diagnéstico e terapéutica de cancro da prdstata e do
célon, derivado de ou baseado numa nova protease de serina
de superficie celular regulada por androgénic e especifica
da prdstata denominada 20P1F12/TMPRSSZ2 e extensivamente

descrita no presente documento. Proporciona-se um ADNc de



comprimento completo que compreende a sequéncia codificante
completa do gene de 20P1F12/TMPRSSZ2 (também designado
20P1F12-GTCl1 no presente documento) (FIG. 1). Este ADNc
codifica uma proteina que ¢é altamente relacionada a, mas
estruturalmente distinta de, © recentemente publicado
TMPRSS2 (Pacoloni-Giacobino et al., 1997 Genomics 44: 309-
320). O gene de 20P1F12/TMPRSS2 também mostra um padrdc de
expressdo muito diferente em relagdo ao perfil de expresséao
de TMPRSSZ2.

De acordo com um aspecto da presente invengdo,
proporciona-se uma proteina de 20P1F12/TMPRSS2 isolada que
compreende a sequéncia de aminodcidos mostrada na Fig. 1.
Em outro aspecto da presente invencdo, proporciona-se um
polinucledtido isolado seleccionado de (a) um
polinucledétido que tem a sequéncia de nucledtidos como
mostrado na Fig. 1, em que T pode também ser U; (b) um
polinucledtido que codifica um polipéptido 20P1F12/TMPRSS2
cuja sequéncia é codificada no ADNc contido no plasmideo
p20P1F12-GTCl como depositado na American Type Culture
Collection com n.° de acesso 207097, e (c) um
polinucledtido que codifica a proteina d20P1F12/TMPRSS2 da
FIG. 1.

Proporcionam-se também moléculas de ADN recombinantes
que contém os polinucledtidos de 20P1F12/TMPRSS2, células
transformadas ou transduzidas com tais moléculas, e
sistemas de hospedeiro-vector para a expressdo de produtos
de gene de 20P1F12/TMPRSS2.

Em outro aspecto, a presente inven¢do proporciona um
ensaio para determinar a presenca de cancro da préstata ou
do c¢o6lon num individuo, que compreende contactar uma
amostra de teste de tecido da prostata ou do cdédlon com um
anticorpo que se liga imunocespecificamente a proteina que
consiste na sequéncia de aminoacidos da FIG. 1, e cujo
anticorpo € marcado com um marcador detectdvel, e detectar

a ligagdo da proteina de 20P1F12/TMPRSSZ2 na amostra ao



mesmo, em gue um aumento significativo em expressdo de
proteina de 20P1F12/TMPRSS2 na amostra de tecido de teste
em relacdo a niveis de expressdo no correspondente tecido
normal indica a presencga de cancro da prdstata ou do cdlon.

Em outro aspecto, a inven¢ao proporciona um ensaio
para determinar a presenga de cancro da préstata ou do
célon num individuo, que compreende:

(a) colocar uma amostra de tecido da prdstata ou do cdlon
em contacto com  uma sonda de polinucledtido que
especificamente hibridiza ao polinucledtido da Fig. 1; e

(b) detectar a presenca de um complexo de hibridac¢do
formado pela hibridagdo da sonda com polinucledtido de
20P1F12/TMPRSS2 na amostra, em que a presenca do complexo
de hibridacdoc indica a presenga de polinucledtido de
20P1F12/TMPRSS2 na amostra, em que um aumento significativo
em polinucledtido de 20P1F12/TMPRSS2 na amostra em relacdo
a niveis num correspondente tecido normal indica a presenga
de cancro.

Em outro aspecto, a invencdo proporciona um ensaio
para determinar a presenca de cancro da préstata ou do
c6lon num individuo, que compreende:

(a) produzir ADNc a partir de uma amostra de tecido da
préstata ou do cdlon por transcricdo reversa utilizando
pelo menos um iniciador;

(b) amplificar o ADNc assim produzido pela utilizacgdo de
iniciadores sense e anti-sense para amplificar ADNc de
20P1F12/TMPRSS2 no mesmo; e

(c) detectar a presengca do ADNc de 20P1F12/TMPRSS2
amplificado,

em gque os iniciadores sense e anti-sense sdo capazes de
amplificar o polinucleétido da Fig. 1, e em que um aumento
significativo em ADNc ou ARNm de 20P1F12/TMPRSS2 na amostra
de tecido de teste em relagdoc a niveis num correspondente
tecido normal indica a presenca de cancro da préstata ou do

cdlon.



A invencdo também proporciona um anticorpo ou
fragmento de 1ligacdoc a antigénio do mesmo que se liga
imuncespecificamente a proteina que consiste na sequéncia
de amincdcidos da Fig. 1, para utilizacdo num método para o
tratamento de cancro da préstata. Anticorpos que se ligam a
proteina da FIG. 1 incluem anticorpos policlonais e
monoclonais, anticorpos murinos e de outros mamiferos,
anticorpos quiméricos, anticorpos humanizados e
completamente humancs, e anticorpos marcados com um
marcador detectdvel ou toxina ou composicdo terapéutica.
Diversos anticorpos monoclonais especificamente reactivos
com 20P1F12/TMPRSS2 sdo também descritos no presente
documento. Estes e outros anticorpos de 20P1F12/TMPRSS2 sdo
Uteis em ensaios de diagnéstico molecular e métodos de
diagnéstico por imagem para detectar, localizar e
caracterizar carcinomas da prdstata e do cdlon e metadstases

dos mesmos.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

FIG. 1. Sequéncias de nucledtidos e aminoadcidos
deduzidos do clone de ADNc 20P1F12-GICl (Exemplo 3) (como
depositado na ATCC; n.° de acesso 207097).

FIG. 2. Sequéncias de nucledtidos e aminodcidos
deduzidos de sequéncia de gene de TMPRSS2 como publicado em
Paoloni-Giacobino et al., 1997, Genomics 44: 309-320.

FIG. 3. Alinhamento de sequéncia de amincacidos que
compara ADNc de 20P1F12-GTCl (Exemplo 3) com a sequéncia de
TMPRSS2 anteriormente publicada (Paoloni-Giacobino et al.,
1997, Genomics 44: 309-320). As diferencas de aminoacidos
sdo mostradas em negrito.

FIG. 4. Sequéncia de nucledtidos de clone SSH 20P1F12
inicialmente isolado.

FIG. 5. Andlise de RT-PCR de expressdo de gene de
20P1F12/TMPRSS2 em xenoenxertos de cancro da prodstata,

préstata normal, e outros tecidos e linhas celulares, que



mostram niveis aproximadamente iguais de expressdo em
prostata normal e trés xenoenxertos de cancro da prdstata
(Painel RA); e gue mostram expressdoc amplamente especifica
da prostata em tecidos humanos normais, com niveis de
expressdo detectaveis significativamente mais baixos em
célon, pancreas, rim e pulmdo (Painéis B e C).

FIG. 6. Andlise de Northern blot de expressdo de gene
de 20P1F12/TMPRSS2 em tecidos humanos normais e
xenoenxertos de cancro da prédstata utilizando sonda de ADNc
de clone 20P1F12 marcado. Painéis A e B: Expressdo em 16
tecidos normais amplamente restritos a préstata; com rim,
pancreas e pulmido que mostram niveis de expressdo 10 a 20
vezes mais baixos. Painel C: Expressdao em Xenoenxertos de
cancro da proéstata de LAPC-4 e varias linhas celulares que
mostram expressdo de nivel alto em xenocenxertos de cancro
da prdéstata, algumas das linhas celulares de cancro da
préstata, e numa linha celular de carcinoma de c¢élon.
Excepto para LAPC-9 AI, a expressdo de 20P1F12/TMPRSS2 nos
xenoenxertos fol compardvel a niveis observados em amostras
de proéstata normal. Ademais, expressdo de nivel mais baixo
na linha de carcinoma epidermdéide A431 foi observada.

FIG. 7. Expressdo de 20P1F12/TMPRSS2 em 1linhas
celulares de cancro da préstata e do cdlon. Filtros de
linha celular e xenocenxerto foram preparados com 10 pg de
ARN total por pista. As manchas foram analisadas utilizando
uma sonda de fragmento de gene derivado de 20P1F12/TMPRSS2.
Todas as amostras de ARN foram normalizadas por coloracgdo
com brometo de etidio. Kilobases= kb.

FIG. 8. Caracterizagdo de Anticorpos monoclonais
direccionados contra 20P1F12/TMPRSS2. Anticorpos
monoclonais contra a 20P1F12/TMPRSS2 foram gerados
utilizando uma proteina de fusdo de GST-20P1F12/TMPRSS2
purificada como descrito no Exemplo 5. Sobrenadantes de
hibridoma foram inicialmente rastreados por ELISA contra
proteina 20P1F12/TMPRSS2 purificada clivada a partir da
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proteina de fusdo-GST. Um rastreio secundario envolveu
western blotting contra lisados derivados de células de
293T transfectadas com um vector retroviral que codifica
20P1F12/TMPRSS2. (a) Seis mabs (1 F9, 2D10, 2F8, 6B11, 8Cé6
e 9G8) que especificamente reconhecem 20P1F12/TMPRSS2 foram
utilizados para sondar western blots de lisados celulares
derivados de células de 293T transfectadas «com ou
20P1F12/TMPRSS2 (pista 1) ou neo (como um controlo, pista
2). (B) Lisados celulares de células de 293T transfectadas
com 20P1F12/TMPRSSZ (pista 1) ou neo (como um controlo,
pista 2), LAPC-9 AD e LNCaP foram sondados com 1 F9 anti-
TMPRSSZ2 mAb. Padrdes de peso molecular sao indicados no
lado em kilodaltons (KD).

FIG. 9. Biotinilagdo de superficie celular de
20P1F12/TMPRSS2. (a) 20P1F12/TMPRSS2 com cauda de histidina
ou neo (como um controlo) foram transfectadas em células de
293T. Células intactas foram incubadas com biotina para
biotinilar todas as proteinas de superficie celular.
Lisados celulares foram ou analisados por western blotting
directamente (pistas 1 e 2, ou foram incubados com
estreptavidina para purificar por afinidade todas as
proteinas de superficie celular marcadas). Proteinas de
superficie celular purificadas com estreptavidina foram
analisadas por western blotting utilizando anticorpos anti-
His (pistas 3 e 4). A proteina biotinilada foi detectada
somente em células transfectadas 20P1F12/TMPRSS2. (B)
(pista 2) e LNCaP (Pista 4) PC-3 biotinilados, e PC-3
(pista 1) e LNCaP (pista 3) ndo marcados foram incubados
com gel de estreptavidina e entdo analisados por western
blotting utilizando mAb 1F9. 20P1F12/TMPRSS2 fol detectado
somente em amostras biotiniladas. Padrdes de peso molecular
sdo indicados no lado em kilodaltons (KD).

FIG. 10. Desglicosilagao de 20P1F12/TMPRSS2 em células
de 293T transfectadas. 20P1F12/TMPRSS2 com cauda de

histidina transfectada em células de 293T fol purificada
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utilizando Niguel-agarose. A proteina de 20P1F12/TMPRSS2
foi entdo desglicosilada wutilizando N-glicosidase F.
20P1F12/TMPRSS2 (pista 1) ndo tratado e proteina
desglicosilada (pista 2) foram analisados por western
blotting utilizando anticorpos anti-His. Uma mudanga em
peso molecular é detectada com a desglicosilagdo. Padrdes
de peso molecular sao indicados no lado em kilodaltons
(KD) .

FIG. 11. Regulacdo de androgénico de protease de
superficie celular de 20P1F12/TMPRSS2. Células de LNCAP
foram privadas de androgénio por crescer as células em soro
fetal bovino pré-tratado com carvao activado a 2% durante 1
semana (pista 1), ou 24 horas (pista 3). A regulagdo de
androgénio foi determinada estimulando c¢élulas privadas
durante 24 horas com 10 nM de mibolerona (anédlogo do
androgénio) durante 9 horas (pista 4). A expressdo de
20P1F12/TMPRSS2 fol comparada a niveis de 20P1F12/TMPRSS2
em células de LNCAP que crescem em meio completo (pista 2)
por northern blotting de 10 pg de ARN/pista sondados com
uma sonda de 20P1F12/TMPRSS2. A carga de ARN igual foi
determinada por <coloracdo com Dbrometo de etidio e
subsequente sondagem com uma sonda de B-actina. Os niveis
de PSA foram determinados como um controlo para regulacgdo
de androgénio. Os padrdes de peso molecular s&o indicados
no lado em kilokases (kb).

FIG. 12. Regulagdo de androgénio de 20P1F12/TMPRSS2 em
LNCaP. Células de LNCAP foram privadas de androgénio por
crescer as células em soro fetal bovino pre’-tratadas com
carvao activado a 2% durante 1 semana. A regulacdo de
androgénio  foi  determinada estimulando células com
mibolerona (Mib) por varios pontos de tempo. A expressdo de
20P1F12/TMPRSS2 foi determinada por western blotting de
lisados celulares utilizando anti-1 F9 mAb. Como controlos
adicionais lisados celulares de células de PC-3 infectadas

com ou neo (como um controlo) ou 20P1lF12/TMPRSS2 foram
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utilizados. A carga de proteina igual foi determinada pela
sondagem do western blot com anticorpos anti-Grb-2
(Transduction Laboratories) (dados nao mostrados). A
expressdo de proteina de 20P1F12/TMPRSS2 fol comparada com
niveis de ARN por northern blotting de 10 pg de ARN/pista
sondados com uma sonda de 20P1F12/TMPRSS2. A carga de ARN
igual foi determinada pela sondagem do northern blot com
uma sonda de f-actina.

FIG., 13. Efeito de expressdo de 20P1F12/TMPRS52 em
Células de NIH 3T3. As células de NIH 3T3 foram infectadas
com retrovirus que codifica ou neo (como um controlo) ou
20P1F12/TMPRSS2. Quarenta e oito horas apds a infecgdo as
células foram analisadas por meio de microscopia de luz.
Células que pareciam acumular altos numeros de vacuolos s&o
indicadas com flechas.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invencgdo refere-se a métodos e composigdes
para o diagndstico e terapéutica de cancro da prdstata que
utilizam polinucledtidos isolados correspondentes ao gene
de 20P1F12/TMPRSSZ2, proteinas codificadas pelo gene de
20P1F12/TMPRSS2 e anticorpos capazes de especificamente
reconhecer e ligar-se a proteina de Z20P1lF12/IMPRSS2s. O
gene de 20P1F12/TMPRSS2 codifica uma proteina multimérica
de 492 aminocdcidos predita que contém um dominio de
protease de serina, um dominio de receptor sequestrante
rico em cisteina, um dominio de receptor LDL de classe A, e
um dominio transmembranar predito como foi descrito para
TMPRSS2 (Paoloni-Giacobino et al., 1997, Genomics 44: 309-
320). Paoloni-Giacobino et al. descobriram que O gene de
TMPRSS2 ¢é expresso fortemente no intestino delgado e
somente fracamente em diversos outros tecidos e também
mapearam o gene de TMPRSS2Z ao cromossoma 21. O papel
fisioldgico de TMPRSS2 € desconhecido. Os requerentes
clonaram um ADNc de comprimento completo que compreende a

regido codificante inteira do gene de 20PI1F12/TMPRSS2, mas
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contém diversas diferencas de sequéncia de nucledtidos em
relagcdo a seqguéncia publicada de TMPRSS2. Cinco destas
diferengas de sequéncia resultaram em diferencas de
aminoadcidos. A natureza e o significado destas mudangas s&o
desconhecidas no presente momento. Ademais, 0O novo
20P1F12/TMPRSS2 dos requerentes tem um padrdc de expressio
completamente diferente em comparagdo com o gue conheceu-se
do TMPRSS2 anteriormente reportado.

Por causa do 20P1F12/TMPRSS2 ser uma protease
especifica da prostata, é possivel que funcione
directamente no desenvolvimento e/ou progressdo de cancro
da préstata, particularmente no desenvolvimento de doenga
metastatica. Em relacdo a 1sso, as proteases sdo conhecidas
por estarem envolvidas em invasdo e metistase de células de
cancro (Henriet et al., 1999, APMIS 107(1):111-9; Rochefort
et al., 1999, APMIS 107(1):86-95; Webber et al., 1995, Clin
Cancer Res 1(10):1089-94; Duffy, 1996, Clin Cancer Res
2(4):613-8; Webber e Waghray, 1995 <(Clin Cancer Res
1(7):755-61). Por exemplo, pensa-se que o0 activador de
plasminogénio tipo uroquinase (u-PA), catepsina D e PSA
contribuam para &a capacidade de células de cancro da
prostata a metastatisar. O envolvimento directo potencial
da fung¢do de 20P1F12/TMPRSSZ2 em cancro da préstata, e
particularmente em metéstase, pode ser avaliado como
descrito no Exemplo 5.

De maneira interessante, a estrutura primdria de
20P1F12/TMPRSS2 e TMPRSS2 contém dominios de interaccdo
proteina-proteina e um dominio de protease extracelular. A
funcdo de 20P1F12/TMPRSS2 e TMPRSS2Z n&do estd clara. A
fungdo de 20P1F12/TMPRSS2 e TMPRSSZ pode envolver a ligagdo
a proteinas de substrato no meio extracelular através de
seus dominios SRCR e/ou LDLA. 0Os Exemplos de proteinas que
exibem dominios SRCR incluem: CD6, uma molécula de adeséo
que se liga a ALCAM (molécula de adesdo celular de

leucédcito activado) e media a ligacgdo celular de epitélio



14

timico-timécito (Whitney et al., 1995, J Biol Chem
270:18187); CD5 (Ly-1) uma proteina de célula T que liga
CD72 em células B e pode estar envolvida em comunicacdo de
célula T-B (Luo et al., 1992, J Immunol 148:1630); BSSP-3,
uma protease de serina especifica de cérebro com uma
estrutura semelhante a kringle e trés motivos de receptor
sequestrante ricos em cisteina (Yamamura et al., 1997,
Biochem Biophys Res Commun 239:386).

0 dominio de ©protease de 20P1F12/TMPRSS2 ¢é mais
homdélogo ao dominio de protease de hepsina (TMPRSS1), uma
protease de serina transmembranar qgue é altamente expressa
em figado e regulada positivamente em cancro de ovarios
(Leyus et al., 1988, Biochemistry 27: 1067-74; Tanimoto et
al., 1997, Cancer Res. 57: 2884-2887).

A invencdo baseia-se, em parte, no isolamento de um
fragmento de ADNc correspondente ao gene de 20P1F12/TMPRSS2
por <clonagem de Hibridacdo Subtrativa de Supressdo e
mediante estudos detalhados de caracterizacgdo molecular e
bioquimica descritos nos Exemplos. O fragmento de ADNC
inicialmente 1isolado, <clone 20P1F12, mostrou identidade
numa parte sobreposta da sequéncia ndo traduzida 3’ do ADNc
de comprimento completo recentemente descrito que codifica
IMPRSS2. Iniciadores desenhadocs para  especificamente
amplificar o gene correspondente a 20P1F12 foram entdo
utilizados para caracterizar a expressdo de 20P1rF12/TMPRSS2
em xenoenxertos de cancro da prdstata, prdstata normal, e
uma variedade de outros tecidos normais. Um ADNc de
comprimento completo que compreende a sequéncia codificante
completa do gene de 20P1F12/TMPRSS2 fol isolado e
sequenciado e é proporcionado no presente documento.

As sequéncias de nucledétidos e aminoacidos deduzidos
do novo gene de 20P1F12/TMPRSS2 (também designado 20P1lF12-
GTCl1 no presente documento) sdo mostradas na Fig. 1,
Existem diferencas significativas nas sequéncias de

aminodcidos codificadas pelo gene de 20P1F12-GTCl/TMPRSS2
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em comparacdo com a sequéncia de TMPRSS2 anteriormente
reportada (veja-se o alinhamento de amincacidos na Fig. 3).
Por exemplo, quatro das diferengas de aminoacidos s&o no
dominio de protease, trés dos quais sdo diferencas de
aminoacidos ndo conservadoras e que poderiam afectar fungédo
e/ou especificidade da protease. A nova proteina de
20P1F12/TMPRSS2 dos requerentes foi extensivamente
caracterizada, como descrito adicionalmente nas secc¢des de
Exemplos no presente documento. A proteina de
20P1F12/TMPRSS2 é uma proteina transmembranar glicosilada
de tipo II com um dominio de protease C-terminal
extracelular. O gene de 20P1F12/TMPRSSZ2 ¢ regulado por
androgénio. A proteina de 20P1F12/TMPRSS52 ¢é expressa na
superficie celular. A expressdo do gene de 20P1F12/TMPRSS2
em tecidos normais é especifica da préstata. A expressdo de
20P1F12/TMPRSS2 ¢ também observada em cancro da proéstata,
gque inclui a expressdo de nivel alto em doenga avangada e
metastdtica. Ademais, 20P1F12 parece ser sobre—expressa em
cancro do cdédlon e pode também ser expressa em outros
cancros.

Ademais das diferencas em estrutura entre o gene de
20P1F12-GTC1/TMPRSS2 (FIG. 1) dos requerentes e a sequéncia
anteriormente reportada (FIG. 2), os resultados da andlise
de expressdo dos requerentes s&o contrdrios aos reportados
por Paoloni-Giacobino et al. Em particular, a andlise dos
requerentes de expressdo de gene de 20P1F12/TMPRSS2 por RT-
PCR em 16 tecidos normais mostra a expressdo de nivel mais
alto em prdstata, com substancialmente niveis mais baixos
detectados em cdélon, pancreas, rim, figado e pulmdo e
expressdo ndo detectavel em intestino delgado (FIG. 35,
Painéis B e C). Resultados similares foram obtidos em
andlise de Northern Dblot, embora o nivel de expressédo
detectado em prdéstata por northern blot seja extremamente

alto em relagdo a estes outros tecidos em gue somente
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expressdo de nivel muito baixo é detectado (FIG. 6, Painéis
A e B).

A andlise de expressdoc também mostra a expressdo de
nivel alto de 20P1F12/TMPRSS2 em todos 0s xencenxertos de
cancro da prostata testados, em aproximadamente 0S mesmos
niveis vistos em préstata normal (FIG. 5, Painel A4). A
anadlise de Northern blot mostra resultados similares, com
alguma expressdo de nivel mais baixo detectada no
xenoenxerto de LAPC-9 em relacdoc aos xenoenxertos de LAPC-4
e préstata normal; expressdo ¢ também detectada em algumas
das linhas celulares de cancro da prdéstata analisadas (FIG.
6, Painel C). O gene de 20P1F12/TMPRSS2 ¢é também expresso
num numero de linhas celulares de cancro da prdstata (FIG.
7). Estes resultados indicam que o gene de 20P1F12/TMPRSS2
é primariamente um gene especifico da préstata que pode
estar envolvido no desenvolvimento e/ou progressdo de
cancro da préstata. Ademais, expressdo de nivel alto de
20P1F12/TMPRSS2 foi detectada por northern blot num numero
de linhas celulares de carcinoma de cdédlon (FIG. 6, Painel
C; FIG. 7). A expressdo de 20P1F12/TMPRSS2 em cancro do
colon pode proporcionar uma base molecular para detectar,
diagnosticar, prognosticar e/ou tratar cancro do cdlon.

Assim, a invencdo proporciona um Unico e Util gene de
20P1F12/TMPRSS2 (e proteina), que tem o nucledtido e
sequéncias de aminoacidos codificadas como mostrado na Fig.
1. Sondas de nucledétido correspondente ao todo ou parte das
sequéncias de ADNc de 20P1F12/TMPRSSZ2 revelados no presente
documento (FIGS. 1 e 4) sao proporcionadas e podem ser
utilizadas para isolar ou identificar outros ADNC dque
codificam todo ou parte da sequéncia de gene de
20P1F12/TMPRSS2. A invengdo proporcionou adicionalmente
iniciadores capazes de especificamente amplificar o gene de
20P1F12/TMPRSS2 ou seus transcriptos de ARN, A invencgdo
proporciona adicionalmente polinucledtidos isolados que

contém sequéncias codificantes de produto(s) do gene de
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20P1F12/TMPRSS2. Tais polinucledtidos podem ser utilizados
para expressar péptidos e proteinas codificadas por
20P1F12/TMPRSS2 que tem um numeroc de utilizacgles
adicionais. Os iniciadores e sondas de gene de
20P1F12/TMPRSS2 podem também ser utilizados para detectar a
presencga ou auséncia de ARNm de 20P1F12/TMPRSS2 em varias
amostras bioldgicas, para detectar células de cancro da
prostata e outras células que expressam 20P1lF12/TMPRSSZ,
para gerar vacinas de tumor, e em ensaios de progndstico e
diagnéstico molecular para cancro da prostata.
Polinucledétidos correspondentes ou complementares ao gene
de 20P1F12/TMPRSS2 podem ser uteis em métodos para tratar
cancro da proéstata, tails como, por exemplo, em modular ou
inibir actividade bioldgica de 20P1F12/TMPRSS2.

Mais especificamente, um polinucledtido de
20P1F12/TMPRSS2  Util na pratica da invencdo pode
compreender um polinucledétido que tem a sequéncia de
nucledtidos de 20P1F12/TMPRSS2 humano como mostrado na Fig.
1 (SEQ ID NO. XX) ou a seguéncia de nucledtidos do TMPRSS2
anteriormente reportado como mostrado na Fig. 2 (SEQ ID NO:
XX), uma sequéncia complementar a ou do anterior, ou um
fragmento de polinucledtido de qualquer do anterior. Outra
concretizagdo compreende um polinucledtido que codifica a
sequéncia de amincécidos da proteina de 20P1F12/TMPRSS2
como mostrado na Fig. 1 (SEQ ID NO. XX).

Incluem-se dentro do ambito deste aspecto da invencéo
estdo ADN gendmico, ADNc, ribozimas, e moléculas anti-
sense, bem como moléculas de Aacido nucleico baseadas numa
cadeia principal alternativa ou gue incluem bases
alternativas, se derivados de fontes naturais ou
sintetizados. Por exemplo, moléculas anti-sense podem ser
ARN ou outras moléculas, que incluem Aacidos peptidicos
nucleicos (PNA) ou moléculas ndo de acido nucleico tais
como derivados de fosforotiocato, que se liga

especificamente a ADN ou ARN numa maneira dependente de
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pares de base. Um perito na especialidade pode prontamente
obter estas classes de moléculas de 4cido nucleico
utilizando 0S8 polinucledtidos de 20P1F12/TMPRSS2 e
sequéncias de polinucledtido descritas no presente
documento.

Concretizagdes especificas adicionais deste aspecto da
invengdo incluem a utilizagdo de iniciadores e pares de
iniciadores, que permitem a amplificag¢do especifica dos
polinucledtidos da invencdo ou de quaisquer partes
especificas do mesmo, e sondas gque selectivamente ou
especificamente hibridizam a moléculas de Acido nucleico da
invencdo ou a gualguer parte do mesmo. As sondas podem ser
marcadas com um marcador detectavel, tais como, por
exemplo, um radioisdétopo, composto fluorescente, composto
bioluminescente, um composto guimioluminescente, quelante
de metal ou enzima. Tais sondas e iniciadores podem ser
utilizados para detectar a presenga de um polinucledtido de
20P1F12/TMPRSS2 numa amostra e como um meio para detectar
uma célula que expressa uma proteina de 20P1F12/TMPRSSZ. Um
exemplo de tal sonda é um polipéptido que compreende toda
ou parte da segquéncia de ADNc 20P1F12/TMPRSS2 humana
mostrada na Fig. 1 (SEQ ID NO. XX). Os Exemplos de pares de
iniciadores capazes de especificamente amplificar ARNm de
20P1F12/TMPRSS2 sdo também descritos nos Exemplos que
seguem. Como serd entendido pelo perito na especialidade,
iniciadores e sondas bem diferentes podem ser preparados
baseados nas sequéncias proporcionadas no presente
documento e utilizadas efectivamente para amplificar e/ou
detectar um ARNm de 20P1F12/TMPRSS2.

Os polinucledétidos de 20P1F12/TMPRSSZ da invengdo séo
Uteis para uma variedade de propdsitos, que incluem, mas
ndo estdo limitados a sua utilizacdo como sondas e
iniciadores para a amplificacgdo e/ou detecgdo do gene de
20P1F12/TMPRSS2, ARNm, ou fragmentos do mesmo; como

reagentes para o diagndstico e/ou progndstico de cancro da
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prostata e do cdlon; como sequéncias codificantes capazes
de direccionar a expressao de polipéptidos de
20P1F12/TMPRSS2; como ferramentas para modular ou inibir a
expressdo do gene de 20PIF12/TMPRSS2 e/ou tradugdo do
transcripto de 20P1F12/TMPRSS2; e como agentes
terapéuticos.

A inveng¢do também proporciona polipéptidos e proteinas
de 20P1 F12/TMPRSS2 que podem ser utilizados, por exemplo,
para gerar anticorpos ou para utilizacdo como vacinas
contra o cancro. 0s anticorpos capazes de especificamente
ligar-se a e identificar polipéptidos ou proteinas de
20P1F12/TMPRSS2 podem ser wutilizados para detectar a
expressdo de 20P1 F12/TMPRSS2, determinar sua localizagdo
subcelular, detectar e formar imagem de células de cancro
da préstata e tumores da prodstata, e modular ou inibir a
actividade Dbioldégica de 20P1F12/TMPRSS2., Os anticorpos
podem também ser utilizados terapeuticamente como descrito
adicionalmente a seguir. Os métodos para a geracdo de
anticorpos policlonais e monoclonais sdo bem conhecidos na
técnica.

A invencdo também proporciona moléculas de ADN ou ARN
recombinantes que contém um polinucledétido de
20P1F12/TMPRSS2, que incluem, mas ndo estdo limitados a
fagos, plasmideos, fagomideos, cosmideos, YACs, BACs, bem
como varios vectores virais e ndo virais bem conhecidos na
técnica, e células transformadas ou transfectadas com tais
moléculas de ADN ou ARN recombinantes. Como utilizado no
presente documento, uma molécula de ADN ou ARN recombinante
¢ uma molécula de ADN ou ARN gque fol submetida a
manipulagdo molecular in vitro. Os métcdos para gerar tais
moléculas sdo bem conhecidos (veja-se, ©por exemplo,
Sambrook et al, 1989, supra).

A invencdo ainda proporciona um sistema hospedeiro-
vector que compreende uma molécula de ADN recombinante que
contém um polinucledtido de 20P1F12/TMPRSS2 dentro de uma
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célula hospedeira procaridtica ou eucaridtica adequada. Os
exemplos de células hospedeiras eucaridticas adequadas
incluem uma célula de levedura, uma célula de planta, ou
uma célula animal, tal como uma célula de mamifero ou uma
célula de insecto (por exemplo, uma célula infectavel por
baculovirus tal como uma célula Sf9). 0Os exemplos de
células de mamifero adequadas incluem varias linhas
celulares de cancro da prdstata tais como LnCaP, PC-3,
DUL145, LAPC-4, TsuPrl, outras linhas celulares
transfectdveis ou transduziveis de cancro da prdstata, bem
como um numero de células de mamiferc rotineiramente
utilizado para a expressdo de proteinas recombinantes (por
exemplo, células de Cos, CHO, 293, 293T) . Mais
particularmente, um polinucledétido que compreende a
sequéncia codificante de um 20PLlF12/TMPRSS2 pode ser
utilizada para gerar proteinas de 20P1lF12/TMPRSS2 ou
fragmentos do mesmo utilizando qualquer numero de sistemas
de hospedeiro-vector rotineiramente utilizados e amplamente
conhecidos na técnica.

Uma faixa ampla de sistemas de hospedeiro-vector
adequados para a expressdo de proteina de 20P1F12/TMPRSSZ2sS
cu fragmentos do mesmo estdo disponiveis, wveja-se por
exemplo, Sambrook et al., 1989, supra; Current Protocols in
Molecular Biology, 1995, supra). Vectores preferidos para
expressdo em mamiferos incluem, mas ndo estdo limitados a
pADNc 3.1 myc-His-tag (Invitrogen) e o vector retroviral
pSRatkneo (Muller et al., 1991, MCB 11:1785). Utilizando
estes vectores de expressdo, 20P1F12/TMPRSS2Z pode ser
preferentemente expressado em diversas linhas celulares de
cancro da proéstata ou nao da proéstata, que incluem por
exemplo 3T3, 293, 293TPC-3, LNCaP e TsuPrl. Os sistemas de
hospedeiro-vector da inveng¢do sdo Uteis para a producdo de
uma proteina de 20P1 F12/TMPRSS2 ou fragmento do mesmo.

Tals sistemas de hospedeiro-vector podem ser empregados
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para estudar as propriedades funcionais de 20P1F12/TMPRSS2
e mutacdes de 20P1F12/TMPRSS2.

As proteinas codificadas pelos genes de
20P1F12/TMPRSS2, ou por fragmentos do mesmo, terdo uma
variedade de wutilizag¢bes, que incluem, mas nao estao
limitados a gerar anticorpos e em métodos para identificar
ligandos e outros agentes e constituintes celulares que se
ligam a um produto de gene de 20P1F12/TMPRSS2. Tais
proteinas podem também ser utilizadas como vacinas contra o
cancro. 0Os anticorpos levantados contra uma proteina de
20P1F12/TMPRSS2 ou fragmento do mesmo podem ser Uteis em
ensaios de diagnéstico e prognéstico, metodologias de
formacdo de imagem (que incluem, particularmente, forma¢do
de imagem de cancro), e métodos terapéuticos na gestdo de
cancros humanos caracterizados pela expressdo de uma
proteina de 20P1F12/TMPRSS2, tais como cancros da prdstata
e do cdlon. Varios ensaios imunoldgicos uteis para a
deteccéo de proteinas de 20P1F12/TMPRSS2 estédo
contemplados, que incluem, mas ndo estdo limitados a varios
tipos de radioimunoensaios, ensaios imunoabsorventes
ligados a enzima (ELISA), ensaios 1munofluorescentes
ligados a enzima (ELIFA), métodos imunocitoquimicos, e
similares. Tais anticorpos podem ser marcados e utilizados
como reagentes de formacdo de imagem imuncldgicos capazes
de detectar células da prdstata (por exemplo, em métodos de
formacdo de imagem radiocintigréaficos).

Numa concretizacdo especifica, uma nova proteina de
20P1F12/TMPRSS2 que tem a sequéncia de amincacidos de
20P1F12/TMPRSS2 humano ¢ proporcionada na Fig. 1 (SEQ ID
NO. XX). As proteinas de fusdo que combinam todo ou parte
de 20P1F12/TMPRSS2 com um polipéptido heterdlogo estdo
também contemplados. A proteina de 20P1F12/TMPRSS2 da
invengao pode ser concretizada de muitas formas,
preferentemente de forma isolada. Como utilizado no

presente documento, a proteina ¢é dita “isolada” gquando
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métodos fisicos, mecédnicos ou quimicos s&o empregados para
retirar a proteina de 20PI1F12/TMPRSS2 de constituintes
celulares que sdo normalmente associados a proteina. Um
perito na especialidade pode prontamente empregar métodos
de purificagdo padrdo para obter uma proteina de
20P1F12/TMPRSS2 isolada. Uma molécula de proteina de
20P1F12/TMPRSS2 purificada serd substancialmente livre de
outras proteinas ou moléculas que prejudicam a ligagdo de
20P1 F12/TMPRSS2 ao anticorpo ou outro ligando. A natureza
e grau de isolamento e purificacdo dependerdo da utilizacgdo
pretendida. Concretizacgdes de uma proteina de
20P1F12/TMPRSS2 incluem uma proteina de 20P1F12/TMPRSS2
purificada e uma proteina de 20PlF12/TMPRSS2 soluvel e
funcional. Numa forma, tais proteinas de 20P1F12/TMPRSS2
soluveis e funcionais ou fragmentos do mesmo retém a
capacidade de ligar-se a anticorpo ou outro ligando.
Métodos recombinantes podem ser utilizados para gerar
moléculas de &cido nucleico que codificam a proteina de
20P1F12/TMPRSS2. Em relacdo a isso, as moléculas de &cido
nucleico que codificam 20P1F12/TMPRSS2 descritas no
presente documento proporcionam meios para gerar fragmentos
definidos da proteina de 20P1F12/TMPRSS2. Tais polipéptidos
de 20P1F12/TMPRSS2 sdo particularmente TUuteis em gerar
anticorpos especificos de dominio (por exemplo, anticorpos
que reconhecem um epitopo extracelular da proteina de
20P1F12/TMPRSS2), identificar agentes ou factores celulares
que se ligam a um particular dominio de 20P1F12/TMPRSS2, e
em varios contextos terapéuticos, que d1ncluem, mas néo
estdo limitados a wvacinas contra o cancro. Os polipéptidos
de 20P1F12/TMPRSS2 que contém particularmente estruturas
interessantes podem ser preditas e/ou identificadas
utilizando varias técnicas analiticas bem conhecidas na
técnica, que incluem, por exemplo, os métodos de Chou-

Fasman, Garnier-Robson, Kyte-Dooclittle, Eisenberg, Karplus-
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Schultz ou Analise de Jameson-Wolf, ou com base na
imunogenicidade.

Também descritos no presente documento sdo anticorpos
que se ligam imunoespecificamente a proteina de
20P1F12/TMPRSS2 e fragmentos de polipéptido do mesmo. Os
anticorpos mais preferidos serdo ligados selectivamente a
uma proteina de 20P1F12/TMPRSS2 e ndo serdo ligados (ou
serdo ligados fracamente) a polipéptidos e proteinas nédo de
20P1F12/TMPRSS2. Anticorpos anti-20P1F12/TMPRSS2 que s&o
particularmente contemplados incluem anticorpos monoclonais
e policlonais bem como fragmentos que contém o dominio de
ligagdo a antigénioc e/ou uma ou mais regides de
determinacdo de complementaridade destes anticorpos. Como
utilizado no presente documento, um fragmento de anticorpo
é definido como pelo menos uma porgdo da regido variavel da
molécula de imunoglobulina que se liga ao seu alvo, isto é,
a regido de ligacdo a antigénio.

Para algumas aplicacdes, pode ser desejavel gerar
anticorpos que especificamente reagem com uma proteina de
20P1F12/TMPRSS2 e/ou um epitopo particular dentro de um
dominio estrutural particular. Por exemplo, anticorpos
preferidos uteis para propdsitos de diagnédéstice de cancro
por imagem sd0 aqueles gue reagem com um epitopo numa
regido extracelular da proteina de 20P1F12/TMPRSS2 como
expressado em células de cancro. Tals anticorpos podem ser
gerados pela utilizacgdo da proteina de 20P1F12/TMPRSS2, ou
utilizando péptidos derivados de extracelulares preditos ou
outros dominios de 20P1F12/TMPRSS2, e utilizados como um
imunogénio.

Os anticorpos de 20P1F12/TMPRSS2 descritos no presente
documento podem ser particularmente uUtels em ensaios de
diagndéstico e progndstico de cancro da prdstata e do cdlon,
metodologias de formacao de imagem e estratégias
terapéuticas. A invengdo proporciona varios ensaios

imunoldégicos tUteis para a detecgdo e quantificacdo de
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20P1F12/TMPRSS2. Tals ensaios geralmente compreendem um ou
mais anticorpos de 20P1F12/TMPRSS2 capazes de reconhecer e
ligar-se a um 20P1F12/TMPRSS2, e podem ser realizados
dentro de védrios formatos de ensaio 1imunoldgicos bem
conhecidos na técnica, que incluem, mas ndc estdo limitados
a varios tipos de radioimunoensaios, ensaios
imunoabsorventes ligados a enzima (ELISA), ensaios
imunofluorescentes ligadecs a enzima (ELIFA) e similares.,
Ademais, métodos dimunoldgicos por dimagem capazes de
detectar cancro da proéstata sdo também proporcionados pela
invencdo, que incluem, mas ndo estdo limitados a métodos de
formacdo de imagem radiocintigraficos utilizando anticorpos
marcados de 20P1lF12/TMPRSS2. Tals ensaios podem ser
clinicamente Uteis na detecgdo, monitorizacdo e prognédstico
de cancro da prédstata, particularmente cancro da préstata
avangado.

Os anticorpos de 20P1F12/TMPRSS2 podem também ser
utilizados em métodos para purificar proteinas e
polipéptidos de 20P1F12/TMPRSS2 e para isolar homélogos de
20P1F12/TMPRSS2 e moléculas relacionadas. Por exemplo, numa
concretizagdo, o método de purificagidc de uma proteina de
20P1F12/TMPRSS2  compreende incubar um anticorpo de
20P1F12/TMPRSS2, que foi acoplado a uma matriz sdélida, com
um lisado ou outra solugdo que contém 20P1F12/TMPRSS2 sob
condigdes que permitem que o anticorpo de 20P1F12/TMPRSS2
se ligue a 20P1F12/TMPRSS2; lavar a matriz sdlida para
eliminar impurezas; e eluir o 20P1F12/TMPRSS2 do anticorpo
acoplado. Outras utilizacgdes dos anticorpos de
20P1F12/TMPRSS2 descritos no presente documento incluem
gerar anticorpos anti-idiotipicos que imitam a proteina de
20P1F12/TMPRSS2.

Os anticorpos de 20P1lF12/TMPRSS2 podem também ser
utilizados terapeuticamente por, por exemplo, modulagdo ou
inibicdo da actividade biocldgica de uma proteina de
20P1F12/TMPRSS2 ou objectivagdo e destruicdo de células de
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cancro da prostata que expressam uma proteina de
20P1F12/TMPRSS2. Descreve-se a terapéutica de anticorpos de
cancro da préstata e do cdlon em mais detalhe abaixo.

Varios métodos para a preparacdo de anticorpos sdao bem
conhecidos na técnica. Por exemplo, os anticorpos podem ser
preparados por imunizac¢do de um hospedeiro mamifero
adequado utilizando uma proteina, péptido, ou fragmento de
20P1F12/TMPRSS2, em forma isolada ou imunoconjugada
(Antibodies: A Laboratory Manual, CSH Press, Eds., Harlow,
e Lane (1988); Harlow, Antibodies, Cold Spring Harbor
Press, NI (1989)). Ademais, as proteinas de fusdo de
20P1F12/TMPRSS2 podem também ser utilizadas, tais como uma
proteina de fusdo de GST de 20P1F12/TMPRSS2. Numa
concretizagdo particular, uma proteina de fusdo de GST que
compreende toda ou a maloria da sequéncia de aminoacidos da
grelha de leitura aberta da FIG. 1 pode ser produzida e
utilizada como um imunogénio para gerar anticorpos
apropriados. Como descrito no Exemplo 5, tal fusdo de GST
foi utilizada para gerar diversos anticorpos monoclonais
que immunoespecificamente reagem com 20P1F12/TMPRSS2Z. AS
células que expressam ou que sobre-expressam
20P1F12/TMPRSS2 podem também ser utilizadas para
imunizagfes. De maneira similar, qualquer célula construida
para expressar 20P1lF12/TMPRSS2 pode ser utilizada. Esta
estratégia pode resultar na produgdo de anticorpos
monoclonais com capacidades aumentadas para reconhecer
20P1F12/TMPRSS2 enddgeno. Estratégias adicionais para gerar
anticorpos de 20P1F12/TMPRSS2 sdo descritas no Exemplo 5 no
presente documento.

A sequéncia de aminodcidos de 20P1F12/TMPRSSZ como
mostrado na Fig. 1 (SEQ ID NO. XX) pode ser utilizada para
seleccionar regides especificas da proteina de
20P1F12/TMPRSS2 para gerar anticorpos. Por exemplo,
andlises de hidrofobicidade e hidrofilicidade da seguéncia
de aminocdcidos de 20P1 F12/TMPRSS2 podem ser utilizadas
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para identificar regi®es hidrofilicas na estrutura de
20P1F12/TMPRSS2. Regibdes da proteina de 20P1F12/TMPRSS2 que
mostram estrutura imunogénica, bem como outras regifes e
dominios, podem prontamente ser identificadas wutilizando
varios outros métodos conhecidos na técnica, tais como
Chou-Fasman, Garnier-Robson, Kyte-Doolittle, Eisenberq,
Karplus-Schultz ou analise de Jameson-Wolf.

Os métodos para preparar uma proteina ou polipéptido
para utilizacdo como um imunogénio e para preparar
conjugados imunogénicos de uma proteina com um
transportador tal <como BSA, KLH, ou outras proteinas
transportadoras sdoc bem conhecidas na técnica. Em algumas
circunstéancias, a conjugacgdo directa wutilizando, ©por
exemplo, reagentes de carbodiimida pode ser utilizada; em
outros exemplos reagentes de 1ligagdo tais como aqueles
fornecidos por Pierce Chemical Co., Rockford, IL, podem ser
efectivos. A administracédo de um imunogénio de
20P1F12/TMPRSS2 ¢é conduzida geralmente por injecgdo ao
longo de um periodo de tempo adeguado e com utilizagdo de
um adjuvante adequado, como € geralmente entendido na
técnica. Durante o calendario de imunizacdo, titulos de
anticorpos podem ser tomados para determinar a adequag¢do da
formacdo de anticorpos.

Os anticorpos monoclonais anti-20P1F12/TMPRSS2 s&o
preferidos e podem ser produzidos por védrios meios bem
conhecidos na técnica. Por exemplo, as linhas celulares
imortalizadas que secretam um anticorpo monoclonal desejado
podem ser preparadas utilizando o método padrdo de Kohler e
Milstein ou modificac¢des que efectuam a imortalizacdo de
linfécitos ou células do bago, como é geralmente conhecido.
As linhas celulares imortalizadas gue  secretam 0©S
anticorpos desejados sdo seleccionadas por imunoensaio em
gue o antigénio ¢é a proteina de 20P1F12/TMPRSS2 ou
fragmento de 20P1F12/TMPRSS2. Quando a apropriada cultura

de células imortalizadas que secretam o anticorpo desejado
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¢ identificada, as células podem ser expandidas e o0s
anticorpos produzidos ou de culturas iIn vitro ou de fluido
de ascite.

Os anticorpos ou fragmentos podem  também ser
produzidos, wutilizando a tecnologia actual, por meios
recombinantes. As regides que se ligam especificamente as
regides desejadas da proteina de 20P1F12/TMPRSS2 podem
também ser produzidas no contexto de anticorpos enxertados
de CDR ou quiméricos de multiplas origens de espécies.
Anticorpos humanos ou humanizados de 20P1F12/TMPRSSZ2 podem
também ser produzidos e sao preferidos. Varias abordagens
para produzir tails anticorpos humanizados sdo conhecidos, e
incluem métodos de enxerto de CDR ou quiméricos; métodos
para produzir anticorpes monoclonals completamente humanos
incluem métodos de phage display e transgénicos (para
revisdo, veja-se Vaughan et al., 1998, Nature Biotechnology
16: 535-339).

Anticorpos monoclonais completamente humanos de
20P1F12/TMPRSS2 podem ser gerados utilizando tecnologias de
clonagem que empregam grandes bibliotecas combinatoriais de
gene Ig humano (isto ¢&, phage display) (Griffiths e
Hoogenboom, Building an in vitro immune system: human
antibodies from phage display libraries. Em: Protein
Engineering of Antibody Molecules for Prophylactic and
Therapeutic Applications in  Man. Clark, M. (Ed.),
Nottingham Academic, pp 45-64 (1993); Burton e Barbas,
Human Antibodies from combinatorial libraries. Id., pp 65-
82). Os anticorpos monoclonails completamente humanos de
20P1F12/TMPRSS2 podem também ser produzidos utilizando
ratinhos transgénicos construidos para conter loci de gene
de imunoglobulina humana como descrito no Pedido de Patente
PCT W098/24893, Jakobovits et al., publicado em 3 de
Dezembro de 1997 (veja-se também, Kucherlapati e
Jakobovits, 1998, Exp. Opin. Invest. Drugs 7(4): 607-614).

Este método evita a manipulacdo in vitro requerida com a
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tecnologia phage display e eficientemente produz anticorpos
humanos auténticos de alta afinidade.

A reactividade de anticorpos de 20P1lF12/TMPRSS2 com
uma proteina de 20P1F12/TMPRSS2 pode ser estabelecida por
um numero de meios bem conhecidos, que incluem anadlises de
Western blot, imunoprecipitac¢do, ELISA e FACS utilizando,
como apropriado, proteinas de 20P1F12/TMPRSS2, péptidos,
células que expressam 20P1F12/TMPRSS2 ou extractos do
mesmo.

Um anticorpo de 20P1F12/TMPRSSZ ou fragmento do mesmo
descrito no presente documento pode ser marcado com um
marcador detectivel ou conjugado a uma segunda molécula,
tals como um agente terapéutico ou citotdxico, e utilizado
para seleccionar como alvo uma célula positiva de
20P1F12/TMPRSS2 (Vitetta, E.S. et al., 1993, Immunotoxin
therapy, em DeVita, Jr., V.T. et al., eds, Cancer:
Principles and Practice of Oncology, 4& ed., J.B.
Lippincott Co., Filadélfia, 2624-2636). 0Os marcadores
detectéveis adequados incluem, mas ndo estdo limitados a,
um radiocisdétopo, um composto fluorescente, um composto
bioluminescente, composto quimioluminescente, um quelante
de metal ou uma enzima.

A proteina de 20P1F12/TMPRSS2 é uma protease de serina
de superficie celular que pode estar envolvida em invasdo e
metdstase de cancro da prostata e do cdlon.
Consequentemente, o 20P1F12/TMPRSS2 pode ser um alvo ideal
para intervencdo terapéutica. Seu dominio de protease
extracelular pode ser um alvo de farmaco potencial,
enquanto o dominioc extracelular completo pode ser um
potencial anticorpo terapéutico alvo. Portanto, a invencéo
proporciona varias composi¢des imunoterdpicas e métodos
para tratar cancro da préstata e do cdlon, gue incluem
terapéutica de anticorpos, vacinas in vivo, e abordagens

imunoterapéuticos ex vivo, que utilizam polinucledtidos e
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polipéptidos correspondentes a 20P1F12/TMPRSS2 e anticorpos
anti-20P1F12//TMPRSS2.

Numa abordagem, anticcrpos anti-20P1F12/TMPRSS2 podem
ser utilizados para tratar cancro da prodstata. Por exemplo,
0 anticorpo anti-20P1F12/TMPRSS2 ndo conjugado pode ser
introduzido num paciente tal que o anticorpo se liga a
20P1F12/TMPRSS2 em células de cancro da prdstata e media a
destruicdo das células e do tumor. O mecanismo de accgdo
terapéutico pode incluir citdlise mediada por complemento,
citotoxicidade celular dependente de anticorpo, alterar a
funcdo fisioldgica de 20P1F12/TMPRSS2, e/ou a inibicdo de
ligagdo a ligando ou vias de transduc¢ao de sinal. Os
anticorpos anti-20P1F12/TMPRSS2 conjugados a agentes
toxicos tails como ricina, ou a agentes terapéuticos, pode
também ser utilizados terapeuticamente para distribuir o
agente terapéutico ou tdxico directamente a células de
tumor de prdstata que suportam 20P1F12/TMPRSS2 e por meio
disso destruir o tumor.

A imunoterapéutica do cancro da prdédstata utilizando
anticorpos anti-20P1F12/TMPRSS2 pode seguir os ensinamentos
gerados de wvarias abordagens que foram com sSUCESSO
utilizadas com respeito a outros tipos de cancro, que
incluem, mas ndo estdoc limitados a cancro do cdlon (Arlen
et al., 1998, Crit Rev Immunol 18: 133-138), mieloma
miltiplo (Ozaki et al., 1997, Blood 90: 3179-318¢;
Tsunenari et al., 1997, Blood 90: 2437-2444), cancro do
estbmago (Kasprzvk et al., 1992, Cancer Res 52: 2771-2776),
linfoma de célula B (Funakoshi et al., 1996, J Immunther
Emphasis Tumor Immunol 19: 93-101), leucemia (Zhong et al.,
1996, Leuk Res 20: 581-589), cancro colo-rectal (Moun et
al., 1994, Cancer Res 54: 6160-6166); Velders et al., 1995,
Cancer Res 55: 4398-4403), e cancro de mama (Shepard et
al., 1991, J Clin Immunol 11:117-127),

0s anticorpos de 20P1F12/TMPRSS2 podem ser

introduzidos num paciente tal que o anticorpo se liga a
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20P1F12/TMPRSS2 nas células de cancro e media a destruicdo
das células e do tumor e/ou inibe o crescimento das células
ou do tumor. 0Os mecanismos pelos quais tails anticorpos
exercem um efeito terapéutico pode incluir a citdlise
mediada por complemento, citotoxicidade celular dependente
de anticorpo, modular a funcao fisiolégica de
20P1F12/TMPRSS2, inibir a ligagdoc a ligando ou vias de
transduccao de sinal, modular diferenciacgao celular do
tumor, alterar os perfis de factor de angiogénese tumoral,
e/ou pela indugdo da apoptose. Os anticorpos 20P1
F12/TMPRSS2 conjugados a agentes terapéuticos ou tdxicos
podem também ser utilizados terapeuticamente para
distribuir o agente terapéutico ou toéxico directamente as
células de tumor gue suportam 20P1F12/TMPRSS2.

Embora a terapéutica de anticorpo de 20P1F12/TMPRSS2
pode ser util para todos o©s estagios dos anteriores
cancros, a terapéutica de anticorpos pode ser
particularmente apropriada em cancros da prdstata avangados
ou metastidticos. Em particular, por causa do gene de
20P1F12/TMPRSS2 parecer ndo estar regulado pelo androgénio,
a terapéutica de anticorpo anti-20P1F12/TMPRSS2 pode ser
utilizada para tratar pacientes sob terapéutica de ablagédo
de androgénio. Combinando o método de terapéutica de
anticorpos da invengdo com um regime quimioterapéutico pode
ser preferido em pacientes que nado receberam tratamento
gquimioterapéutico, considerando que o© tratamento com a
terapéutica de anticorpos da invencdo pode ser indicada
para pacientes que receberam um ou mais guimioterapéuticos.
Adicionalmente, a terapéutica de anticorpos pode também
capacitar a utilizacgdo de doses reduzidas de
quimioterapéutica concomitante, particularmente em
pacientes que ndo toleram a toxicidade do @ agente
quimioterapéutico muito bem.

Pode ser desejavel para pacientes a serem avaliados

para a presenca e nivel de 20P1F12/TMPRSS2, preferentemente
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utilizando avaliag¢gdes d1munohistoquimicas de tecido de
tumor, formacgdo de imagem quantitativa de 20P1F12/TMPRSSZ,
ou outras técnicas capazes de 1indicacdo confidvel da
presenca e grau de expressdo. A andlise imunohistoquimica
de biopsias de tumor ou espécimes cirurgicos pode ser
preferida para este propdsito. Métodos para andlise
imunohistoquimica de tecidos de tumor sdo bem conhecidos na
técnica.

Os anticorpos monoclonais anti-20P1F12/TMPRSS2 uteis
em tratar cancros da prodstata incluem aqueles que sé&o
capazes de iniciar uma potente resposta imune contra o
tumor e aqueles que sdo capazes de citotoxicidade directa.
Em relagdo a 1sso, os mAbs anti-20P1F12/TMPRSS2 podem
elicitar a lise celular do tumor por ou mecanismos mediados
por complemento cu de citotoxicidade celular dependente de
anticorpo (ADCC), ambos ©0s quals requerem uma porgdo Fc
intacta da molécula de imunoglobulina para interacgdo com
sitios de receptor Fc de células efetoras ou proteinas de
complemento. Ademais, o©s mAbs anti-20P1F12/TMPRSS2 que
exercem um efeitc bioldgico directo scobre o crescimento do
tumor sdo Utels na pratica da invengdo. Os mecanismos
potenciais pelos quais tais mAbs directamente citotdxicos
possam actuar incluem a inibi¢do do crescimento celular,
modulacdo da diferencia¢do celular, modulag¢do de perfis de
factor de angiogénese de tumor, e a indugdo da apoptose. O
mecanismo pelo qual um mAb anti-20P1F12/TMPRSS2 particular
exerce um efeito anti-tumor pode ser avaliado utilizando
qualguer numero de ensaios in vitro desenhados para
determinar ADCC e lise celular mediada por complemento, bem
como 1nibig¢dc do crescimento, modulagac de apoptose e
inibigdo de diferenciacdo, e/ou inibicdo de angiogénese,
como é geralmente conhecido na técnica.

A actividade anti-tumoral de um mAb anti-
20P1F12/TMPRSS2 particular, ou combinacdo de mAb anti-
20P1F12/TMPRSS2, pode ser avaliada in wviveo utilizando um
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modelo animal adequado. Por exemplo, modelos de cancro da
prostata xenogénico em que explantes de cancro da proéstata
humano ou tecidos de  xenoenxerto de passagem sS&o
introduzidos em animais imunocomprometidos, tais como
ratinhos atimicos ou SCID, sdo apropriados em relagdo a
cancro da proédstata e foram descritos (Klein et al., 1997,
Nature Medicine 3: 402-408). Por exemplo, o pedido de
Patente PCT W098/16628, Sawyers et al., publicado em 23 de
Abril de 1998, descreve varios modelos de xenoenxerto de
cancro da prdéstata humano capazes de recapitular o
desenvolvimento de tumores primdrios, micrometdstase, e a
formacdo de metdstases osteoblasticas caracteristicas de
doenga em estagio tardio. A eficidcia pode ser predita
utilizando a 1inibicdoc da formacdo de tumor, regressao
tumoral, metastase, e similares.

Deve-se notar que a utilizagdo de anticorpos
monoclonais murinos ou outros ndo humanos, mAb guiméricos
humanos/de ratinhos podem induzir respostas imunes de
moderadas a fortes em alguns pacientes. Nos c¢asos mais
graves, tal resposta imune pode levar a formacdo extensiva
de complexos imunes que, potencialmente, podem causar
insuficiéncia  renal. Consequentemente, 05 anticorpos
monoclonais preferidos utilizados na pratica dos métodos
terapéuticos da inven¢ao sdo aqueles que sdo  ou
completamente humanos ou humanizados e gue se ligam
especificamente ao antigénio 20P1F12/TMPRSS2 alvo com alta
afinidade, mas que exibem baixa ou nenhuma antigenicidade
no paciente.

O método da invencdo contempla a administracdo de mkb
anti-20P1F12/TMPRSS2 sozinhos bem como em combinacgdes, ou
“cocktails”, de diferentes mAb. Tais cocktails de mAb podem
ter certas vantagens na medida em que como contém mAb que
exploram uma diferente especificidade de epitopo,
diferentes mecanismos efectores, ou combinam directamente

mADb citotdxicos com mAb gue se baseiam na funcionalidade
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efectora imune. Tals mAb em combinacdo podem exibir efeitos
terapéuticos sinergéticos. Ademais, a administracdo de mAb
anti-20P1F12/TMPRSS2 pode ser combinada com outros agentes
terapéuticos ou radiacdo terapéutica, que incluem, mas nio
estdo limitados a vAarios agentes quimioterapéuticos,
bloqueadores de androgénio, e moduladores imunes (por
exemplo, IL-2, GM-CSF). Os mAb anti-20P1 F12/TMPRSS2 podem

"

ser administrados em sua forma “nu” ou ndo conjugada, ou
podem ter agentes terapéuticos ou tdxicos conjugados aos
mesmos.

Os anticorpos monoclonais anti-20P1F12/TMPRSS2
utilizados na pratica do método da invencido podem ser
formulados em composigdes farmacéuticas gue compreendem um
transportador adequado para 0 desejado método de
distribui¢do. Os transportadores adequados incluem gqualquer
material que quando combinado com 0s mAb anti-
20P1F12/TMPRSS2 retém a especificidade e fungdo anti-tumor
do anticorpo e ndo sdo reactivos com os sistemas imunes do
sujeito. 0s exemplos incluem, mas ndo estdo limitados a,
qualguer de um numero dos transportadores farmacéuticos
padrao tais como solugdes salinas tamponadas com fosfato
estéreis, agua bacteriostatica, e similares.

As formulagdes de anticorpo anti-20P1F12/TMPRSS2 podem
ser administradas pde meio de qualquer wvia capaz de
distribuir os anticorpos ao local do tumor. As vias
potencialmente efectivas de administracdo incluem, mas ndo
estao limitados a, intravenosa, intraperitoneal,
intramuscular, intratumoral, intradérmica, e similares. A
rota preferida de administracdo é por injeccdoc intravenosa.
Unma formulagdo  preferida  para injecg¢dao intravenosa
compreende o mAb anti-20P1F12/TMPRSS2 numa solugdo de &gua
bacteriostitica preservada, &agua ndo preservada estéril,
e/ou diluida em cloreto de polivinilo ou bolsas de
polietileno que contém 0,9% de cloreto de sddio estéril

para injeccéo, UsP. A preparacédo de mAb anti-
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20P1F12/TMPRSS2 pode ser liiofililzada e armazenada como um
jole} estéril, preferentemente sob vacuo, e entdo
reconstituida em Agua Dbacteriostatica gque contém, por
exemplo, conservante de 4alcool benzilico, ou em &gua
estéril antes da injeccgdo.

0O tratamento envolverd geralmente a administracgédo
repetida da preparacdo de anticorpo anti-20P1F12/TMPRSS2
por meio de uma via aceitdvel de administracgdo tal como
injeccdo intravenosa (IV), tipicamente numa dose no
intervalo de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10 mg/kg
em peso corporal. As doses no intervalo de 10-500 mg de mAb
por semana podem ser efectivas e bem toleradas. Com base na
experiéncia clinica com o mAb Herceptina no tratamento de
cancro de mama metastatico, uma dose de carga inicial de
aproximadamente 4 mng/kg em peso corporal do paciente IV
seguido de doses semanais de aproximadamente 2 mg/kg IV da
preparagdo de mAb anti-20P1F12/TMPRSS2 podem representar um
regime de dosagem aceitdvel. Preferentemente, a dose de
carga inicial é administrada como uma infusdo de 90 minutos
ou mais longa. A dose de manutencdo periddica pode ser
administrada como uma infusdo de 30 minutos ou mais longa,
com a condi¢do de que a dose inicial fosse bem tolerada.
Contudo, como um perito na especialidade entenderd, varios
factores influenciardo o regime de dose ideal num caso
particular. Tais factores podem incluir, por exemplo, a
afinidade de 1ligacdc e semivida do mAb ou dos mAb
utilizado(s), o grau de sobre-expressdo de 20P1F12/TMPRSS2
no paciente, a extensdo de antigénio de 20P1F12/TMPRSS2
livre em circulagdo, o desejado nivel de concentracdo de
anticorpo em estado estacionario, a frequéncia do
tratamento, e a influéncia de agentes quimioterapéuticos
utilizados em combinagdo com o método de tratamento da
invencao.

Optimamente, o©os pacientes deveriam ser avaliados para

o nivel de antigénio de 20P1F12/TMPRSS2 livre em circulagdo
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em soro a fim de assistir na determinacdo do regime de
dosagem mais efectivo e factores relacionados. Tais
avaliacdes podem também ser utilizadas para propdsitos de
monitorizacdo ao longo da terapéutica, e podem ser uteis
para calibrar o sucesso terapéutico em combina¢do com a
avaliagdo de outros parémetros (tais como niveis de PSA
sérico em terapéutica de cancro da prodstata).

Descrevem-se também vacinas contra cancro da prdstata
que compreendem uma proteina de 20P1F12/TMPRSS2 ou
fragmento do mesmo. A utilizagdc de um antigénio de tumor
numa vacina para gerar imunidade humoral e mediada por
célula para utilizagcdo em terapéutica anti-cancroc € bem
conhecida na técnica e fol empregada em cancro da proéstata
utilizando PSMA humanc e imunogéniocs PAP de roedores (Hodge
et al., 1995, Int. J. Cancer 63: 231-237; Fong et al.,
1997, J. Immunol. 159:; 3113-3117). Tais métodos podem ser
prontamente praticados pelo emprego de uma proteina de
20pP1Fr12/TMPRSS2, ou fragmento do mesmo, ou um
20P1F12/TMPRSS2 — que codifica molécula de &cido nucleico e
vectores recombinantes capazes de expressar e apresentar
apropriadamente o imunogénio de 20P1F12/TMPRSS2.

Por exemplo, sistemas de distribuigdc de gene viral
podem ser utilizados para distribuir um 20P1F12/TMPRSS2 -
que codifica molécula de &cido nucleico. VArios sistemas de
distribuigdo de gene viral que podem ser utilizados na
prdtica deste aspecto da invencdo incluem, mas ndo estédo
limitados &, vaccinia, fowlpox, canarypox, adenovirus,
influenza, poliovirus, virus adeno-asscciado, lentivirus, e
virus sindbus (Restifo, 1996, Curr. Opin. Immunocl. 8: 658-
663) . Os sistemas de distribuig¢do ndo virais podem também
ser empregados pela utilizagdo de ADN nu que codifica uma
proteina de 20P1F12/TMPRSS2 ou  fragmento do mesmo
introduzido no paciente (por exemplo, intramuscularmente)
para induzir uma resposta anti-tumoral. Numa concretizacdo,
© ADNc de 20P1F12/TMPRSS2 de comprimento completo humano
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pode ser empregado. Em outra concretizacdo, moléculas de
dcido nucleico de 20P1F12/TMPRSS2 que codifica epitopos de
linfécito T citotdxico especifico (CTL) podem  ser
empregadas. 0s epitopos de CTL podem ser determinados
utilizando algoritmos especificos (por exemplo, Epimer,
Universidade de Brown) para identificar péptidos dentro de
uma proteina de 20P1F12/TMPRSS2 que sdo capazes de
optimamente ligar-se a alelos HLA especificados.

Varias  estratégias ex vivo podem também  ser
empregadas. Uma abordagem envolve a utilizacdo de células
dendriticas para apresentar antigénio de 20P1F12/TMPRSS2 a
um sistema d1mune de ©paciente. As células dentriticas
expressam MHC de classe I e II, co-estimulador B7, e IL-12,
e sdo assim células apresentadoras de antigénio altamente
especializadas. Em cancro da proéstata, células dentriticas
autdlogas pulsadas com péptidos do Antigénio de Membrana
Especifico da Prdstata (PSMA) estdo sendo utilizadas num
ensaio clinico de Fase I para estimular os sistemas imunes
dos pacientes com cancro da proéstata (Tjoa et al., 1996,
Prostate 28: 65-69; Murphy et al., 1996, Prostate 29: 371-
380). As células dendriticas podem ser utilizadas para
apresentar péptidos de 20P1F12/TMPRSS2 a células T no
contexto de moléculas MHC de «classe I e II. Numa
concretizagdo, células dendriticas autdlogas sdo pulsadas
com péptidos de 20PlF12/TMPRSS2 capazes de ligar-se a
moléculas MHC. Em outra concretizacdo, as células
dendriticas sdo pulsadas com a proteina completa de
20P1F12/TMPRSS2. Ainda outra concretizacdo envolve a
construgdo da sobre-expressdo do gene de 20P1F12/TMPRSS2 em
células dendriticas utilizando varios vectores de
implementa¢do conhecidos na técnica, tais como adenovirus
(Arthur et al., 1997, Cancro Gene Ther. 4: 17-25),
retrovirus (Henderson et al., 1996, Cancer Res, 56: 3763-
3770), lentivirus, virus adeno-associado, transfeccdo de
ADN (Ribas et al., 1997, Cancer Res. b57: 2865-2869), e
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transfecgdo de ARN derivado de tumor (Ashley et al., 1997,
J. Exp. Med. 186: 1177-1182).

Os anticorpos anti-idiotipicos anti-20P1F12/TMPRSS2
podem também ser utilizados em terapéutica anti-cancro como
uma vacina para induzir uma resposta imune a células que
expressam uma proteina de 20P1F12/TMPRSS2. Especificamente,
a geragdo de anticorpos anti-idiotipicos é bem conhecida na
técnica e pode prontamente ser adaptada para gerar
anticorpos anti-idiotipicos anti-20P1 F12/TMPRSS2 que
imitam um epitopo sobre uma proteina de 20P1F12/TMPRSS2
(veja-se, por exemplo, Wagner et al., 1997, Hybridoma 16:
33-40; Foon et al., 1995, J Clin Invest 96: 334-342; Herlyn
et al., 1996, Cancer Immunol Immunother 43: 65-76). Tal
anticorpo anti-idiotipico pode ser utilizado em terapéutica
anti-idiotipica c¢omo praticado no presente momento com
cutros anticorpos anti-idiotipicos direccionados contra
antigénios de tumor.

0s métodos de imunizacdo genética podem ser utilizados
para gerar respostas imunes profildticas ou terapéuticas
humoral e celular direccionadas contra células de cancro
que expressam 20P1F12/TMPRSS2, particularmente células de
cancro da prdéstata e do codlon. Constructos que compreendem
ADN que codifica uma proteina/imunogénio de 20P1F12/TMPRSS2
e sequéncias reguladoras apropriadas podem ser injectados
directamente no musculo ou na pele de um individuo, tal que
as células do musculo ou da pele absorvam © constructo e
expressem a proteina/imunogénio de 20P1F12/TMPRSS2
codificada. A proteina/imuncgénio de 20P1F12/TMPRSS2 pode
ser expressa como uma proteina de superficie celular ou ser
secretada. A expressio da proteina/imunogénio de
20P1F12/TMPRSS2 resulta na geragdo de imunidade profilatica
ou terapéutica humoral e celular contra cancro da prédstata.
Varias técnicas de imunizacdo genética profilatica e

terapéutica conhecidas na técnica podem ser wutilizadas
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(para revisdo, veja-se informacdo e referéncias publicadas

no enderego de internet www.genweb.com) .

Outro aspecto da invencdo é direccionado a métodos de
diagnéstico molecular e de diagndéstico por 1magem que
utilizam os polinucledtidos de 20P1F12/TMPRSS2 e anticorpos
descritos no presente documento. O perfil de expressdo e
localizacgdo de superficie celular de 20P1F12/TMPRSS2 torna-
0 um potencial reagente de imagem para a doenga
metastasiada. O 20P1F12/TMPRSS2 €& expresso em VAarios
tecidos de xencenxerto de cancro da prdstata e linhas
celulares, e ¢ também expresso em algumas linhas celulares
de cancro do célon. 0 estado de expressao de
20P1F12/TMPRSS2 pode proporcionar informagdo util para
localizar tumores, predizer susceptibilidade a doenga em
estagio avancado, e/ou calibrar a agressividade do tumor. O
estado de expressdo de 20P1F12/TMPRSS2 em amostras de
paciente pode ser analisado por, por exemplo: (i) anédlise
imunohistoquimica, (ii) hibridacdo in situ, (iii) anélise
de RT-PCR em amostras micro-disseccadas por captura a
laser, (iv) andlise de western blot de amostras clinicas e
linhas celulares, (v) andlise de arranjo de tecido, (vi)
formagdo de imagem in vivo. VAarios ensaios imunoldgicos
Uteis para a detecg¢do de proteinas de 20P1F12/TMPRSS2 estéo
contemplados, que incluem, mas ndo estdo limitados a varios
tipos de radioimuncensaios, ensaios imunocabsorventes
ligados a enzima (ELISA), ensalios imunofluorescentes
ligados a enzima (ELIFA), métodos imunocitogquimicos, e
similares. Como um exemplo, 0s anticorpos de
20P1F12/TMPRSS2 podem ser marcados e utilizados como
reagentes imunolégicos de formacdo de 1imagem capazes de
detectar células do cancro da proéstata e do cdlon (por
exemplo, em métodos radiocintigrdficos de formacdo de
imagem) . Para formacgdo de imagem radiocintigrafica in vivo,

anticorpos radiomarcados com 20P1F12/TMPRSS2
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especificamente reactivos com epitopos extracelulares de
20P1 F12/TMPRSSZ2 sdo preferidos.

Os ensaios para 1dentificar células de préstata,
cancro da prdstata ou cancro do cédlon compreendem detectar
polinucledtidos correspondentes ao gene de 20P1F12/TMPRSS2
numa amostra bioldgica, tal como soro, ©0sso, proéstata,
célon e outros tecidos, urina, sémen, prepara¢des celulares
e similares. Os polinucledtidos detectdaveis de
20P1F12/TMPRSS2 incluem, por exemplo, um  gene de
20P1F12/TMPRSS2 ou fragmentos do mesmo, ARNm de
20P1F12/TMPRSS2, ARNm de 20P1F12/TMPRSS2 variante de splice
alternativo, e moléculas de ADN cu ARN recombinantes que
contém um polinucledtido de 20P1F12/TMPRSS2. Um nimero de
métodos para amplificar e/ou detectar a presenga de
polinucledétidos 20P1 F12/TMPRSS2 s&c bem conhecidos na
técnica e podem ser empregados na préatica deste aspecto da
invencdao.

Numa concretizacdo, um método para detectar um ARNm de
20P1F12/TMPRSS2 numa amostra bioldgica compreende produzir
ADNc da amostra por transcrigdo reversa utilizando pelo
menos um iniciador; amplificar o ADNc assim produzido
utilizando polinucledtidos de 20P1F12/IMPRSS2 Como
iniciadores sense e anti-sense para amplificar ADNc de 20P1
F12/TMPRSS2 no mesmo; e detectar a presenca do ADNc de
20P1F12/TMPRSS2 amplificado. Em outra concretizagdo, um
método de detecgdo de um gene de 20P1 F12/TMPRSS2 numa
amostra bioldégica compreende primeirc isolar o ADN gendémico
da amostra; amplificar o ADN gendémico isoclado utilizando
polinucledtidos de 20P1F12/TMPRSS2 como iniciadores sense e
anti-sense para amplificar o gene de 20P1 F12/TMPRSSZ no
mesmo; e detectar a presenga do gene de 20P1F12/TMPRSS2
amplificado. Qualguer numero de combina¢des de sondas sense
e anti-sense apropriadas pode ser desenhado a partir da

sequéncia de nucledtidos proporcionada para o
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20P1F12/TMPRSS2 (FIG. 1; SEQ ID NO. XX) e utilizadas para
este propdsito.

Em outra concretizacdo, um método de deteccdao da
presenca de uma proteina de 20P1F12/TMPRSS2 numa amostra
bioldégica compreende primeiro contactar a amostra com um
anticorpo de 20P1F12/TMPRSS2, um fragmento reactivo de
20P1F12/TMPRSS2 do mesmo, ou uma proteina recombinante que
contém uma regido de ligagdo a antigénio de um anticorpo de
20P1F12/TMPRSS2; e entdo detectar a ligagdo da proteina de
20P1F12/TMPRSS2 na amostra ao mesmo.

Métodos para d1dentificar uma célula gue expressa
20P1F12/TMPRSS2 sdo também proporcionados. Numa
concretizagdo, um ensalo para identificar uma célula que
expressa um gene de 20P1lF12/TMPRSS2 compreende detectar a
presenga de ARNm de 20P1F12/TMPRSS2 na célula. Métodos para
a detecgdo de ARNm particulares em c¢élulas sdo bem
conhecidos e incluem, por exemplo, ensaios de hibridacdo
utilizando sondas de ADN complementar (tais como hibridacéo
in situ utilizando ribosondas de 20P1F12/TMPRSS2 marcadas,
Northern blot e técnicas relacionadas) e védrios ensaios de
amplificacdo de 4acidos nucleicos (tais como RT-PCR
utilizando iniciadores complementares especificos para
20P1F12/TMPRSS2, e outros métodos de detecgdo de tipo
amplificac¢do, tais como, por exemplo, ADN ramificado,
SISBA, TMA e similares). Alternativamente, um ensaio para
identificar uma célula que expressa um  gene de
20P1F12/TMPRSS2 compreende detectar a presenga de proteina
de 20P1F12/TMPRSSZ2 na célula ou secretada pela célula.
Varios métodos para a deteccdo de proteinas sdo bem
conhecidos na técnica e podem ser empregados para a
deteccdo de proteinas de 20P1F12/TMPRSS2 e 20P1F12/TMPRSS2
que expressam células.

A determinagdc do estado de padrdes de expressdo de
20P1F12/TMPRSS2 num individuo pode ser utilizada para

diagnosticar cancro e pode proporcionar informacédo
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prognéstica Util na definici@o de op¢des terapéuticas
apropriadas. De maneira similar, o estado de expressdo de
20P1F12/TMPRSS2 pode proporcionar informagdo util para
predizer susceptibilidade a estagios particulares da
doenga, progressdo, e/ou agressividade do tumor. Portanto,
outro aspecto da invengdo proporciona métodos e ensaios
para determinar o estado de expressdo de 20P1F12/TMPRSS2 e
diagnosticar cancros que expressem 20P1F12/TMPRSS2.

Numa concretizacdo, um ensaio util na determinacdc da
presenca de cancro num individuo compreende detectar um
aumento significativo em ARNm de 20P1F12/TMPRSS2 ou
expressdo de proteina numa célula de teste ou amostra de
tecido em relagdo a nivels de expressdo na correspondente
célula ou tecido normal. A presengca de ARNm de
20P1F12/TMPRSS2 numa amostra de c¢bédlon, por exemplo, pode
indicar a emergéncia, presenga e/ou gravidade do cancro do
célon, uma vez que o c6lon normal ndc expressa
20P1F12/TMPRSS2. Numa concretizacdo relacionada, o estado
de expressdo de 20P1F12/TMPR3S2 pode ser determinado no
nivel de proteina ao invés do nivel de acido nucleico. Por
exemplo, tal método ou ensalo compreenderia determinar o
nivel de proteina de 20P1F12/TMPRSS2 expressado pelas
células numa amostra de tecido de teste e comparar o nivel
assim determinado ao nivel de 20P1F12/TMPRSS2 expressado
numa correspondente amostra normal. A presenca de proteina
de 20P1F12/TMPRSS2 pode ser avaliada, por exemplo,
utilizando métodos de imunochistoquimica. Os anticorpos de
20P1F12/TMPRSS2 ou parceiros de ligacédo capazes de detectar
a expressdo de proteina de 20P1F12/TMPRSS2 podem ser
utilizados numa variedade de formatos de ensaio Dbem
conhecidos na técnica para este propdsito.

O sangue periférico pode ser convenientemente testado
para a presenga de células de cancro da prdstata ou do
célon, wutilizando RT-PCR para detectar a expressdo de
20P1F12/TMPRSS2 no  mesmo. A presenca de ARNm de
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20P1F12/TMPRSS2 amplificdvel por RT-PCR pode indicar a
presenca de um destes cancros. 05 ensaios de detec¢do por
RT-PCR para células tumorais em sangue periférico estéo
actualmente sendo avaliados para utilizacdoc no diagndstico
e gestdo de um numerc de tumores sélidos humanos. No campo
de cancro da préstata, estes incluem ensaios de RT-PCR para
a deteccdo de células que expressam PSA e PSM (Verkaik et
al., 1997, Urol. Res., 25: 373-384; Ghossein et al., 1995,
J. Clin. Oncol. 13: 1195-2000; Heston et al., 1995, Clin.
Chem. 41: 1687-1688). 0Os ensaios de RT-PCR sdao Dbem
conhecidos na técnica.

Nutra abordagem, um ensaio sensivel recentemente
descrito para detectar e caracterizar células de carcinoma
em sangue pode ser utilizado (Racila et al., 1998, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 95: 4589-4594). Este ensaio combina o
enriquecimento imunomagnético com andlises
imunohistoguimicos e citométricos de fluxo
multiparamétrico, e é altamente sensivel para a deteccédo de
células de cancro em sangue, capazes reportadamente de
detectar uma célula epitelial em 1 ml de sangue periférico.

Os métodos para detectar e quantificar a expressdc de
ARNm de 20P1F12/TMPRSS2 ou proteina s3o descritos no
presente documento e utilizam tecnologias padrdo de
detecgdo e quantificagdo de Aacido nucleico e proteina bem
conhecidas na técnica. 0s métodos padrdo para a detecgdo e
gquantificagdo de ARNm de 20P1F12/TMPRSS2 incluem hibridacgdo
in situ utilizando ribossondas de 20P1F12/TMPRSS2 marcadas,
Northern blot e técnicas relacionadas utilizando sondas de
polinucledtido de 20P1F12/TMPRSS2, anadlise de RT-PCR
utilizando iniciadores especificos para 20P1lF12/TMPRSS2, e
outros métodos de detecgdo de tipo amplificacdo, tais como,
por exemplo, ADN ramificado, SISBA, TMA e similares. Numa
concretizagdo especifica, o RT-PCR semiquantitativo pode
ser utilizado para detectar e gquantificar a expressdo de
ARNm de 20P1F12/TMPRSSZ comc descrito nos exemplos que
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seguemn. Qualguer numero de iniciadores capazes de
amplificar 20P1F12/TMPRSS2 pode ser utilizado para este
propdsito, que incluem, mas ndo estdo limitados aos varios
conjuntos de iniciadores especificamente descritos no
presente documento. 0s métodos padrdo para a detecgdo e
quantificacdo de proteina podem ser utilizados para este
propodsito. Numa concretizagdo  especifica, anticorpos
policlonais ou monoclonais especificamente reactivos com a
proteina de 20P1F12/TMPRSS2 podem ser utilizados num ensaio
imunohistoquimico de tecido biopsado.

Descrevem-se também kits para aplicacdes de
diagnéstico e terapéuticas descritas ou sugeridas acima.
Tais kits podem compreender um meio transportador que esti
compartimentalizado para receber em confinamento intimo um
ou mais meios contentores tais como frascos, tubos e
similares, cada um dos meios contentores compreendendo um
dos elementos separados a serem utilizados no método. Por
exemplo, um dos meios contentores pode compreender uma
sonda que é ou pode ser marcada de modo detectdvel. Tal
sonda pode ser um anticorpo ou polinucledtido especifico
para a proteina ou gene/ARNm de 20P1F12/TMPRSS2,
respectivamente. Onde o kit utiliza hibridag¢do de 4cido
nucleico para detectar o acido nucleico alvo, o kit pode
também ter contentores gque contém nucledtido(s) para
amplificagcdo da sequéncia de A4cido nucleico alvo e/ou um
contentor que compreende um meio repdrter, tal como uma
proteina de ligagdo a Dbiotina, tal como avidina ou
estreptavidina, ligada a uma molécula repdrter, tal como um

marcador enzimatico, florescente, ou de radionucledtido.

EXEMPLOS

EXEMPLO 1: ISOLAMENTO DE ADNc CORRESPONDENTE AO GENE
20P1F12/TMPRSS2 POR CLONAGEM POR HIBRIDACAO SSH E ANALISE
DE EXPRESSAQ

MATERIAIS E METODOS
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Linhas celulares e Tecidos Humanos

Todas as linhas celulares de cancro humanas utilizadas
neste estudo foram obtidas da ATCC. Todas as linhas
celulares foram mantidas em DMEM com 10% de soro fetal
bovino. PrEC (células primdrias epiteliais de proédstata)
foram obtidas de Clonetics e foram cultivadas em meio PrEBM
suplementado com factores de crescimento (Clonetics).

Todos os xenoenxertos de cancro da prdéstata humanos
foram proporcionados originariamente por Charles Sawyers
(UCLA) (Klein et al., 1997). 0Os =xenoenxertos LAPC-4 AD e
LAPC-9 AD foram passados de forma rotineira como pequenos
pedacos de tecido em recipientes SCID macho. Os
xenoenxertos LAPC-4 Al e LAPC-9 Al foram derivados como
descritos anteriormente (Klein et al., 1997) e foram
passados em ratinhos SCID fémeas ou machos castrados.

Os tecidos humanos para andlises de ARN e proteina
foram obtidos do Centro de Recursos em Tecidos Humanos
(HTRC) na UCLA (Los Angeles, CA) e de QualTek, Inc. (Santa
Barbara, CA). Uma amostra de tecido de Thiperplasia
prostatica benigna foi derivada de uma paciente.

Isolamento de ARN:

Tecidos tumorais e linhas celulares foram
homogeneizados em reagente Trizol (Life Technologies, Gibco
BRL) utilizando 10 ml/g de tecido ou 10 ml/10° células para
isolar ARN total. Poli A ARN foi purificado do ARN total
utilizando Qiagen’s Oligotex ARNm Mini e Midi kits. O ARNm
e total foram quantificados por meio de andlise
espectrofotométrica (D.O. 260/280 nm) e analisados por meio
de electroforese em gel.

Oligonucledtidos:

Os seguintes oligonucledétidos purificados por meio de
HPLC foram utilizados.
RSACDN (iniciador de sintese de ADNc):

5’ TTTTGTACAAGCTT303’
Adaptador 1:
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SCTAATACGACTCACTATAGGGLTCGAGCGGLCGCCCGOGUAGHTY
FGECCCCTCCAS
Adaptador 2:
SETAATACGACTCACTATAGGGCAGCETGETCGCGROCGAGRTY
YCCGCTCCAS!

iniciador de PCR 1:
5’ CTAATACGACTCACTATAGGGC3'

iniciador nested (NP)1:
5TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT3'
iniciador nested (NP)2;
5’ AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT3’
Hibridagado subtractiva supressiva:

Hibridac¢do subtractiva supressiva (SSH) foil utilizada
para identificar ADNc correspondentes aos genes que podem
ser regulados positivamente em cancro de préstata
dependente de androgénio em comparagdo com hiperplasia
prostédtica benigna.

ADNc de cadeia dupla correspondentes ao xenoenxerto
LAPC-4 AD (“tester”) e o tecido BPH (condutor) foram
sintetizados a partir de 2 pg de ARN poli(a)* isolado de
Xenoenxerto e tecido BPH, como descritos anteriormente,
utilizando Kit de Subtraccdo de ADNc PCR-Select de CLONTECH
e 1 ng de oligonucleétido RSACDN como iniciador. A sintese
da primeira cadeia e da segunda cadeia foram levadas a cabo
como descrito no protocolo do manual do utilizador do kit
(Protocolo de CLONTECH N.° PT1117-1, N.° de Catdlogo K1804-
1). O ADNc resultante foi digerido com Rsa I durante 3 h a
37°C. O ADNc digerido foi extraido com fenol/cloroférmio
(1:1) e etanol precipitado.

O ADNc “driver” (BPH) foli gerado pela combina¢ac numa
razdo 4 para 1 de BPH ADNc digerido com Rsa I com ADNc
digerido de figade de ratinho, a fim de assegurar que oS
genes murinos foram subtraidos do ADN¢ “tester” (LAPC-4
AD) .
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O ADNc “tester” (LAPC-4 AD) fol gerado pela diluicéo
de 1 pl de LAPC-4 AD ADNc digerido com Rsa I (400 ng) em 5
pl de agua. O ADNc dilufdo (2 pl, 160 ng) entdo foi ligado
a 2 pl de adaptador 1 e adaptador 2 (10 uM), em reacgdes de
ligagdo separadas, num volume total de 10 pl a 16°C durante
a noite, utilizando 400 u de T4 DNA ligase (CLONTECH). A
ligagdo foi interrompida com 1 pul de 0,2 M EDTA e
aquecimento a 72°C durante 5 min.

A primeira hibridacdo fol realizada pela adigdo de 1,5
pl (600 ng) de ADNc “driver” a cada um de dois tubos que
continham 1,5 pl (20 ng) de ADNc “tester” ligado a
adaptador 1- e adaptador 2-. Num volume final de 4 pl, as
amostras foram sobrepostas com ¢leo mineral, desnaturadas
num ciclador térmico de MJ Research a 98°C durante 1,5
minutos, e entdo foram deixadas hibridizar durante 8 h a
68°C. As duas hibridac¢fes entdo foram misturadas junto com
um 1 pl adicional de ADNc “driver” desnaturado fresco e
foram deixadas hibridizar durante a noite a 68°C. A segunda
hibridacdo entdo foi diluida em 200 pl de Hepes 20 mM, pH
8,3, NaCl 50 mM, EDTA 0,2 mM, aquecida a 70°C durante 7
min. e armazenada a -20°C.

Amplificag¢dao por PCR, Clonagem e Sequenciagdo de Fragmentos

de gene gerados a partir de SSH:

Para amplificar fragmentos de gene que resultam das
reacgbes SSH, duas amplificagdes por PCR foram realizadas.
Na reaccgdo de PCR primdria 1 ul da mistura de hibridacgéo
final diluida foi adicionada a 1 pl de iniciador de PCR 1
(10 mM), 0,5 pl de ANTP mix (10 uM), 2,5 pl de 10 x tampdo
de reaccdo (CLONTECH) e 0,5 pl de 50 x Advantage ADNcC
polimerase Mix (CLONTECH) num volume final de 25 pl. A PCR
1 fol conduzida utilizando as seguintes condig¢des: 75°C
durante 5 min., 94°C durante 25 seg, entdo 27 ciclos de
94°C durante 10 seg, 66°C durante 30 seg, 72°C durante 1,5
min. Cinco reacgdes de PCR primdrias separadas foram

realizadas para cada experiéncia. 0s produtos foram
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agrupados e diluidos 1:10 com Agua. Para a reaccdo de PCR
secundaria, 1 pl da reacgdo de PCR primaria agrupada e
diluida foi adicionado & mesma mistura de reacgdo cComo
utilizado para PCR 1, excepto que iniciadores NP1 e NP2 (10
uM) foram utilizados ao invés de iniciador de PCR 1. A PCR
2 foi reazlizada utilizando 10-12 ciclos de 94°C durante 10
seg, 68°C durante 30 seg, 72°C durante 1,5 minutos. Os
produtos de PCR foram analisados utilizando electroforese
em gel de agarose a 2%.

Os produtos de PCR foram 1inseridos no pCR2.1
utilizando o kit de clonagem de vector T/A (Invitrogen). E.
coli transformadas foram submetidas a selecgdo azul/branco
e ampicilina. As coldnias brancas foram inoculadas em
placas de 96 pogos e cresceram em cultura liguida durante a
noite. Para identificar os insertos, a amplificag¢do por PCR
foi realizada em 1 ml de cultura bacteriana utilizando as
condigdes de PCR1 e NP1 e NP2 como iniciadores. Os produtos
de PCR foram analisados utilizando electroforese em gel de
agarose a 2%.

Os clones bacterianos foram armazenados em glicerol a
20% num formato de 96 pocos. O ADN de plasmideo foi
preparado, sequenciado, e submetido a investigac¢des de
homologia de 4&cido nucleico das bases de dados GenBank,
dBest, e NCI-CGAP.

Anidlise de expressdo por RT-PCR:

As primeiras cadeias de ADNc foram geradas a partir de
1 ug de ARNm com iniciag¢do com oligo (dT)12-18 utilizando o
sistema Gibco-BRL Superscript Preamplification. O protocolo
do fabricante foi utilizado para e incluia uma incubacdo
durante 50 min a 42°C com transcriptase reversa seguido por
tratamento com RNAse H a 37°C durante 20 min. Apds
completar a reacc¢do, aumentou-se o volume até 200 pl com
agua antes da normalizagdo. As primeiras cadeias de ADNc de
16 diferentes tecidos humanos normais foram obtidas de
Clontech.
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A normalizagdo das primeiras cadeilas de ADNc de
multiplos tecidos fol realizada ©pela utilizacdo dos
iniciadores 5"atatcgceccgegcetegtegtegacaasl’ e
5" agccacacgcagctcattgtagaagg 3’ para amplificar B-actina. A
primeira cadeia de ADNc (5 ul) foi amplificada num volume
total de 50 Ul contendo iniciadores de 0,4 uM, dNTPs de 0,2
UM cada um, 1X tampdo de PCR (Clontech, Tris-HCL 10 mM,
MgCl, 1,5 mM, KCl1 50 mM, pH 8,3) e 11X Klentag ADN
polimerase (Clontech). Cinco nu da reacgcdo de PCR foram
retirados a 18, 20, e 22 ciclos e utilizado para
electroforese em gel de agarose. A PCR fol realizada
utilizando um ciclador térmico MJ Research sob as seguintes
condig¢des: desnatura¢do inicial foil a 94°C durante 15 segq,
seguido por um 18, 20, e 22 ciclos de 94°C durante 15, 65°C
durante 2 min, 72°C durante 5 seg. Uma extensdo final a
72°C foi levada a cabo durante 2 min. Apds a electroforese
em gel de agarose, as intensidades de banda das bandas de
f-actina de 283 bp de multiplos tecidos foram comparadas
por meio de inspeccdo visual. Os factores de diluicdo para
0s ADNc de primeira cadeia foram calculados para resultar
em intensidades de banda de B-actina iguais em todocs o0s
tecidos apds 22 ciclos de PCR. Trés séries de normalizacgdo
foram requeridas para alcanc¢ar intensidades de banda iguais
em todos os tecidos apds 22 ciclos de PCR.

Para determinar os niveis de expressdo do gene
20p1F12, 5 W1 das primeiras cadeias de ADNc normalizadas
foram analisados por meio de PCR utilizando 25, 30 e 35
ciclos de amplificacdo utilizando os seguintes pares de
iniciador, que foram desenhados com a ajuda de (MIT; para

detalhes, veja-se, www.genome.wi.mit.edu):

FAGTCTTCCTGCT BAGTCCTITOC ¥
S'CAA GGG CACTGTCTATATTCTCACC Y

A andlise de expressdo semiquantitativa foi realizada
pela comparacdoc dos produtos de PCR a numeros de ciclo que

deram intensidades de banda leve.
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RESULTADOS :

Diversas experiéncias SSH foram realizadas como
descritos nos Materiais e Métodos, supra, e levaram a&ao
isolamento de numerosos clones de fragmento de gene
candidatos. Todos os clones candidatos foram sequenciados e
submetidos a andlise de homologia contra todas as
sequéncias nas principais bases de dados EST e de genes
publicas a fim de ©proporcionar informag¢do sobre a
identidade do gene correspondente e ajudar a gular a
decisdo para analisar um gene particular para expressao
diferencial.

Um dos clones de ADNc¢c, designado 20P1F12, mostrou
identidade com uma serina protease TMPRSS2 recentemente
descrita (Paoloni-Giacobino et al., 1997, Genomics 44: 309-
320). O fragmento de ADNc 20P1F12 isolado é de 388 bp em
comprimento e tem a sequéncia de nucledtidos mostrada na
Fig. 4. A andlise de expressdo diferencial por meic de RT-
PCR mostrou que o gene 20P1lF12 ¢é expresso em niveis
aproximadamente iguais em prdstata normal e 0s xenoenxertos
LAPC-4 e LAPC-9 (FIG. 5, painel A). A andlise de expressédo
de RT-PCR adicional dos ADNc de primeira cadeia de 16
tecidos normais mostrou maiocres niveis de expressdc de
20P1F12 em préstata. Uma expressio de nivel
substancialmente inferior foi observada em diversos outros
tecidos normais (isto ¢é, c¢dlon, pancreas, rim, figado e
pulmdo) (FIG. 5, painéis B e C).

EXEMPLO 2: ANALISE DE NORTHERN BLOT DE EXPRESSAO DO GENE
20P1F12/TMPRSS2

Andlises de Northern blot num painel de 16 tecidos

humanos normais utilizando uma sonda 20P1F12/TMPRSS2
marcada (correspondente ao ADNc de 20P1F1l2 SSH de FIG. 4)
foram conduzidas para confirmar a especificidade de
prostata da expressdc de 20P1F12/TMPRSS2 inicialmente
estabelecida por andlise de expressdo por RT-PCR. Os

resultados, mostrados na Fig. 6 (Painéis A & B), confirmam
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e estendem as andlises de RT-PCR e mostram que a expresséo
de 20P1F12/TMPRSS2 é relativamente especifica de proéstata,
JA& gue a expressdo em prostata é claramente muitas vezes
superior a expressdo em pulmdoc, rim, pancreas ou cdélon,
onde somente uma expressdo de nivel muito baixo é
detectado. Ndo observou-se expressdo detectavel em qualquer
dos outros 11 tecidos normais utilizado neste painel.

Ademais, os niveils de expressdo de 20P1F12/TMPRSS2 nos
xenoenxertos LAPC-4 e LAPC-9 também foram examinados por
andlise de Northern blot. 0Os resultados, mostrados na Fig.
6 (Painel C), indicam niveis de expressdo similares nos
xenoenxertos e tecido normal, com expressdo de nivel
inferior visto no xenoenxerto LAPC-9 somente. Andlise de
Northern blot adicional da expressdo de20P1lF12/TMPRSS2 num
painel maior de células de cancro é descrita no Exemplo 4,
a seguir,
EXEMPLO 3: CLONAGEM DE COMPRIMENTO COMPLETO DE ADNc DE
20P1F12

Um ADNc de comprimento completo que codifica o gene
20P1F12/TMPRSS2 foi isolado de uma biblioteca préstata

humana e designado 20P1F12-GTICl. As sequéncias de
nucledtidos e de aminodcidos de 20P1F12-GTCl s&o mostradas
na FIG 1. O plasmideo p20P1lF12-GTCl (portando o ADNc de
20P1F12-GTCl) foi depositado no ATCC (Manassas, Virginia)
em 12 de Fevereiro de 1999 e foi registado com o Numero de
Designacdo do ATCC 207097. O ADNc de 20PlF12-GICl de
aproximadamente 3,5 kb codifica wuma proteina de 492
aminodcidos que é quase, mas nao completamente, i1déntica a
sequéncia anteriormente descrita (FIG. 2). Existem diversas
diferengas na sequéncia de nucledtidos do ADNc de 20P1F12-
GTCl em relagdo a sequéncia de TMPRSS2 publicada, cinco dos
quais resultam em aminocacidos codificados diferentes, como
mostrado no alinhamento de aminoacides da FIG. 3.
Especificamente, quatro das diferencgas de aminoacido sdo no

dominio da protease, trés das quais sdo diferencas de
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aminodcido ndo conservadoras que poderiam afectar a fungéo
e/ou especificidade da protease. Ndo estd claro como estas
diferencas na sequéncia de amincacidos poderiam afectar a
actividade biocldgica. Contudo, é possivel que
20P1F12/TMPRSS2 e TMPRSS2 sejam expressos de maneira
diferencial em vista dos dados dos depositantes que mostram
padrao de expressdo de ARNm divergente em tecidos humanocs
normais.

EXEMPLO 4: EXPRESSAO DE 20P1F12/TMPRSS2 EM CANCRO DA
PROSTATA E DO COLON

Para analisar a expressdo de 20P1F12/TMPRSS2 em linhas
celulares e tecidos de cancro, Northern Dblotting foi
realizado em derivado de ARN dos xenoenxertos LAPC e um
painel de linhas celulares de cancro da prdstata e nado da
préstata. 0s resultados mostram altos niveis de expressdo
de 20P1F12/TMPRSS2 em todos os =xenoenxertos LAPC e em
linhas celulares de cancro do célon (FIG. 7). Niveis de
expressdo similares foram detectados em préstata, LAPC-4
AD, LAPC-4 Al, LAPC-9 AD e LNCaP. Niveis inferiores de
20P1F12/TMPRSS2 foram vistos em células LAPC-9 Al e PC-3
sem expressdo vista em DU145. Altos niveis de expressdo de
20P1F12/TMPRSS2 também foram detectados em trés das quatro
linhas celulares de cancro do c¢délon, que incluem LoVo, T84
e Colo-205.

EXEMPLO 5: CARACTERIZACAQ DE PROTEINA 20P1F12/TMPRSS2
Geracdo de Anticorpos monoclonais de 20P1F12/TMPRSS2

TMPRSS2 representa um alvo terapéutico potencial para
cancros da proéstata e do cdlon. Como um antigénio de
superficie celular, pode ser um particularmente bom &alvo
para terapéutica com anticorpo. Para explorar esta
possibilidade e caracterizar adicionalmente a proteina
20P1F12/TMPRSS2, anticorpos monoclonais dirigidos contra
uma proteina de fusdo de GST-20P1F12/TMPRSS2 foram gerados.
0 imunogénio compreendia uma regido de aproximadamente § kD

dentro do dominic da protease, especificamente os residuos
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de aminodcido 362 a 440 (veja-se a FIG. 1). Ratinhos foram
imunizados com GST-TMPRSSZ2 purificado e foram gerados
hibridomas. Os sobrenadantes de hibridomas foram
seleccionados para anticorpos especificos por meio de
western Dblotting utilizando 1lisados de células 293T
transfectadas com 20P1F12/TMPRSS2. Um total de 6 hibridomas
foram identificados que especificamente reconhecem
20P1F12/TMPRSS2 por Western blotting (FIG. 8a).

Western blotting de lisados de células LNCaP, LAPC-4 e
LAPC-9 identifica duas bandas de proteinas principais de
aproximadamente 70 e 32 kilodaltons (kD) (FIG. 8b). O peso
molecular (MW) predito de 20P1F12/TMPRSS2 ¢ de 54 kD,
sugerindo que a isoforma de 70 kD é modificada,
possivelmente por glicosilagdo. A forma de 32 kD pode ser
um fragmento proteoliticamente clivado que contem o0s
epitopos carboxilo terminais reconhecidos pelos anticorpos.

mAb de 20P1F12/TMPRSS2 adicionais podem ser gerados
por meio de imunizacdo a base de célula utilizando células
LAPC-9 e células PC-3 que expressam 20P1F12/TMPRSS2 como um
agente de selecgdo para ELISA baseado em célula. Ademais,
mAbs de 20P1F12/TMPRSS2 podem ser gerados utilizando
proteina de 20P1F12/TMPRSS2 purificada como imunogénio. Por
exemplo, 20P1F12/TMPRSS2 recombinante que tem uma cauda de
histidina amino-terminal pode ser expresso num sistema de
baculovirus utilizando pBlueBac4.5 (Invitrogen) .
20P1F12/TMPRSS2 com cauda de histidina entdo pode ser
purificada utilizando uma coluna de niquel, quantificada e
utilizada como imunogénioc. A selecgdo de monoclonal pode
ser realizada utilizando ELISA baseados em células com, por
exemplo, células LNCaP e PC-3/TMPRSS2.

Localizagdo de superficie celular

Para estudar as caracteristicas da proteina
20P1F12/TMPRSS2, ADNc de 20P1Fl12 (FIG. 1) foi clonado em
ADNpc 3.1 Myc-His (Invitrogen), gque proporciona uma

etiqueta 6-His na terminacdo carboxilo. O constructo foi
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transfectado em células 293T e foi analisado por meio de
biotinilagcac de superficie celular. As proteinas de
superficie celular biotiniladas foram purificadas por
afinidade utilizando estreptavidina-sefarose. A analise de
Western blot de proteinas purificadas por afinidade com
estreptavidina utilizando um anticorpo anti-His demonstrou
a presenca de proteina 20P1F12/TMPRSS2 (FIG. 9a). Portanto,
como  predito a partir da andlise de sequéncia,
20P1F12/TMPRSS2 € expressa na superficie celular de células
transfectadas.

Para examinar a expressdc em superficie celular de
20P1F12/TMPRSS2 enddgena em células de cancro da préstata
LNCaP e PC-3, proteinas de superficie celular biotiniladas
foram purificadas por afinidade com estreptavidina-sefarose
e sondadas com anticorpos anti-20P1F12/TMPRSS2. Western
blotting de proteinas purificadas com estreptavidina
claramente mostra biotinilacdo de superficie celular de
20P1F12/TMPRSS2 enddgena tanto em células LNCaP como PC-3
aparecendo como bandas de proteina de 32 e 70 kD (FIG. 9b).
Em controlos adicionais, a proteina 20P1F12/TMPRSS2 ndo foi
detectada em precipitados de estreptavidina de células néo
biotiniladas (Fig. 8b). Este dado combinado com a andlise
de sequéncia prediz que 20P1F12/TMPRSS2 seja uma proteina
transmembranar de tipo II.

De maneira interessante, células 293T transfectadas
com uma 20P1F12/TMPRSS2 com cauda de histidina carboxilo
terminal expressa primariamente a proteina de 70 kD (FIG.
9a). Uma vez que o dominio de protease de 20P1F12/TMPRSS2
localiza-se na terminacdc carboxilo, ¢é possivel que o
fragmento de 32 kD seja um resultado de c¢livagem
autocatalitica, que ¢é inibida pela cauda de histidina. A
molécula relacionada, hepsina (TMPRSS1), parece que é capaz
de autoactivagdo numa maneira dependente de concentracgédo
(Vu et al., 1997, J. Biol. Chem. 272: 31315-31320). Esta

clivagem autocatalitica pode ser explorada para identificar
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moléculas pequenas que inibem a actividade de
20P1F12/TMPRSS2. As células podem ser crescidas na presenca
ou auséncia de inibidores de molécula pequenas para
procurar especificamente a inibi¢do de <clivagem. Tais
moléculas pequenas podem ser testadas como terapéutica para
cancro da proéstata.
Glicosilagdo de 20P1F12/TMPRSS2

O MW predito de 20P1lF12/TMPRSS2 ¢ significativamente

menor que o MW aparente detectado por Western blotting.
Isto sugere que 20P1F12/TMPRSS2 pode ser glicosilada. A
sequéncia GTCl1 indica que existem trés sitios de
glicosilagcdo potenciais com a sequéncia consenso de NXS/T
(residuos 128, 213, 249). Para explorar a possibilidade de
que 20P1F12/TMPRSS2 seja glicosilada, 20P1F12/TMPRSS2 com
cauda de histidina foi transfectada em células 293T e
purificada wutilizando um niquel-agarose (Invitrogen). A
proteina purificada por afinidade foi eluida com EDTA 50
mM, pH 8,0, e fol desglicosilada utilizando N-glicosidase F
(Boehringer Mannheim) de acordo com o protocolo do
fabricante. Proteinas ndo tratadas e desglicosiladas foram
analisadas por western Dblotting wutilizando anti-His
anticorpos. Os resultados mostram um desvio de MW de 5-8 kD
de 20P1F12/TMPRSS2 com tratamento com N-glicosidase F (FIG
10), indicando que 20P1F12/TMPRSS2 é de facto uma proteina
glicosilada. 20PlF12/IMPRSS2 desglicosilada ainda exibia um
MW de pelc menos 5-10 kD maior que o tamanho predito,
indicando que ou a reacgdo de desglicosilacdo nédo foi
completa (ou gque a glicosilagdo ¢ 0O-ligada), ou qgue
20P1F12/TMPRSS2 pode exibir modificag¢des poéds-traducionais
adicionais (tais como fosforilacgdo, sulfatacao).

Regulagdo de Androgénio

Northern blotting mostra que a expressao de
20P1F12/TMPRSS2 parece diminuir no xenoenxerto LAPC-9
independente de androgénio e as linhas celulares PC-3 e

DU145 independente de androgénioc (FIG. 6), sugerindo que
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20P1F12/TMPRSS2 pode ser um gene regulado por androgénio.
Para explorar esta possibilidade, células LNCaP, que s&0
dependentes de androgénio e expressam niveis significativos
de 20P1F12/TMPRSS2, foram privadas de androgénio durante
uma semana crescendo-as em meio que continha soro fetal
bovino pré-tratado com carvido activado a 2% (FBS). As
células entdo foram estimuladas com mibolerona, um andlogo
de androgénio sintético, em varios pontos de tempo. Células
foram recolhidas para ARN e Northern blotting. Como um
controlo de carga, a mesma mancha também foi sondada com B-
actina. 0Os resultados (FIG. 11) mostram uma clara reducdo
de expressido de 20P1P12/TMPRSS2 durante a privacgdo de
androgénio (FIG. 11). A adi¢do de mibolerona aumentou a
expressdo de 20P1F12/TMPRSS2 significativamente, indicando
que é um gene que responde a androgénio. A expressdo de
antigénio especifico da prdéstata (PSA) nas mesmas amostras
foi monitorizada como um controlo positivo para regulacgdo
de androgénio (FIG. 11).

Para determinar o tempo Optimo de inducdo de
20P1F12/TMPRSS2, células privadas de androgénic foram
estimuladas com mibolerona por varios pontos de tempo. As
células foram recolhidas para isolamento de ARN e proteina
para realizar northern e western blotting respectivamente.
Os resultados (FIG. 12) mostram indu¢do de mensagem de
20P1F12/TMPRSS2 dentro de trés horas de estimulacdo e
aumentou ao longo de 24 horas apds a adicdo de hormona.

Para analisar os niveis de proteina, foi realizado
western blotting de lisados celulares utilizando o maAb 1
F9. Controlos adicionais para a expressao de
20P1F12/TMPRSS2 incluiram células PC-3 infectadas com um
retrovirus que <codifica ou neo ou 20P1F12/TMPRSS2. As
células PC-3 infectadas foram seleccionadas em G418 durante
2-3 semanas e recolhidas para western Dblotting. Os

resultados mostraram forte expressdo de 20P1F12/TMPRSS2 nas
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células infectadas com um virus 20P1lF12/TMPRSSZ, e ndo
detectou-se expressdo de 20P1F12/TMPRSS2 nas células neo.

Quando examina-se células LNCaP privadas de
androgénio, a expressdo de 20P1F12/TMPRSS2 ainda ¢é
detectével, mas visivelmente reduzida gquando se compara com
células estimuladas com androgénio. Contudo, o primeiro
ponto de tempo da expressdo induzida aparece apds 9 horas
de estimulo, indicando que a expressdc de proteina de
20P1F12/TMPRSS2 decai a inducdo de ARN (FIG. 12).

Estes resultados demonstram gque 20P1F12/TMPRSSZ é um
gene regulado por androgénio, similar a outras proteases
especificas de prdstata, tais como PSA e hK2 (Young et al.,
1995, J. Androl. 16:97).

Efeito de 20P1F12/TMPRSS2 sobre a morfologia de NIH 3T3

20P1F12/TMPRSS2 exibe expressdo especifica de préstata
e pareceque ¢é regulado por androgénio. Para determinar o
efeito da expressdo de 20P1P12/TMPRSS2 numa linha celular
ndo de cancro da préstata heterdloga, retrovirus de
20P1F12/TMPRSS2 foi wutilizada para infectar células NIH
3T3. A morfologia das células infectada com retrovirus
20P1F12/TMPRSS2 foi comparada com a morfologia de células
infectadas com virus de controlo (neo). Uma populagdo de
células infectadas exibiu uma aparéncia vacuolar distinta
em comparacdo com células de controlo (FIG. 13), que
parecem estar correlacionadas com altos niveis de
expressdo. Apds a passagem desta populacidoc de células
infectadas, células gque portavam vaclolos gradualmente
desapareceram com expressao aparentemente reduzida de
20P1F12/TMPRSS2.
Avaliacdo da Funcdo de 20P1F12/MPRSS2

A fungdo de 20P1F12/TMPRSS2 pode ser avaliada em

células de mamiferos modificadas por engenharia para
expressar 20P1F12/TMPRSS2., Para este propésito,
20P1F12/TMPRSS2 € convenientemente clonada em diversos

vectores, que incluem ADNpc 3.1 myc-His-tag (Invitrogen), o
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retrovector viral pSRatkneo (Muller et al., 1991, MCB
11:1785), e pIND (Invitrogen) um sistema de expressdo
induzivel por ecdisona. Utilizando estes vectores de
expressdo, 20P1F12/TMPRSS2 ¢& expressa em diversas 1linhas
celulares, que incluem PC-3, NIH 3T3, fibroblastos de
célula L de ratinho e 293T. A expressdo de 20P1F12/TMPRSS2
¢ monitorizada wutilizando anticorpos anti-20P1F12TMPRSS2
por andlise de Western e FACS. TMPRSS2 purificada pode ser
utilizada para identificar o substrato.

Tais 1linhas celulares de mamiferos que expressam
20P1F12/TMPRSS2 sdo entdo testadas em diversos in vitro,
que incluem proliferacdo celular, adesao celular, invasdo
celular wutilizando um sistema de cultura de 1invasdo
membrana (MICS) (Welch et al.,Int. J. Cancer 43: 449-457)
em cultura de tecido, e ensaios in vivo, que incluem a
formagdo de tumor em ratinhos SCID., O fenotipo celular de
20P1F12/TMPRSS2 é comparado com o fenotipo de células que
ndo expressam 20P1F12/TMPRSS2.

Para avaliar o papel funcional dos diferentes dominios
em 20P1F12/TMPRSS2, o0s seguintes mutantes com delecdo e
mutantes pontuais sdo gerados: (1) ASRCR (delecdo de 93
a.a.); (ii) ALDLRA (delecao de 35 a.a.); e (iii) mutante da
triade catalitica: H296Q, D345N, S441A (mutantes de pontos
individuais). Os mutantes 20P1F12/TMPRSS2 sdo clonados nos
vectores retrovirais psRuatkneo para expressdo em células de
mamiferos. Os mutantes resultantes sdo Uteis para elucidar
a importéncia dos diferentes dominios e residuos. Ademais,
estas experiéncias sdo Uteis para determinar se tais
mutantes funcionam como moléculas dominantes negativas. A
actividade dominante negativa pode ser manifestada em
células que expressa 20P1F12/TMPRSS2 enddgena, tais como
LNCaP. A actividade dominante negativa pode ser devido a
interacgdes com substratos via dominio de protease, ou via
os dominios de interacgdo proteina-proteina. As moléculas

20P1F12/TMPRSS2 mutantes sdo testadas nos mesmos ensaios 1in
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vitro e in vivo como 20P1F12/TMPRSS2 de tipo selvagem
(veja—-se anteriormente). Tais moléculas 20P1F12/TMPRSS2
dominantes negativas podem ser Uteis terapeuticamente. Por
exemplo, uma 20P1F12/TMPRSS2 dominante negativa pode ser
introduzida em células cancro da proéstata via vectores de
terapéutica genica capazes de distribuir e expressar a
sequéncia codificante correspondente em células de tumor da
préstata. De maneira similar, tais métodos pode ser uteis
no tratamento de cancro do cdlon.

A determinagdo de caracteristicas da expressdo de
20P1F12/TMPRSS2 em tecidos de ratinhos normais e em
ratinhos transgénicos proporciona informag¢do adicional a
respeito da fungdo de 20P1F12/TMPRSS2. A anAdlise Northern
blot utilizando sondas desenhadas a partir de sequéncias
20P1F12/TMPRSS2 proporcionadas no presente documento pode
ser utilizada para definir o padrdo de expressdo de
20P1F12/TMPRSS2 murina. Ademais, a expresséo de
20P1F12/TMPRSS2 durante desenvolvimento no embrido de
ratinho pode ser analisada. Os dados resultantes
identificardo uma fonte de tecido para clonagem do gene de
ratinho e predizer gquails tecidos seriam afectados num
estudo de ratinho transgénico silenciado.

Ratinho transgénico pode ser gerado e utilizado para
definir o papel bioldégico de 20P1F12/TMPRSS2 num ajuste in
vivo. Numa abordagem, o0 gene humano ou de ratinho de
20P1F12/TMPRSS2s sdo utilizados para gerar ratinhos
transgénicos. A sobre-expressdo de formagdo de tumor
espontdnea em ratinhos pode ser estudada utilizando
ratinhos transgénicos. WNoutra abordagem, o silenciamento
génico de 20P1F12/TMPRSS2 ¢é gerado em ratinhos. Tais
ratinhos também podem ser cruzados com outros modelos de
ratinho de cancro da préstata, tais como o modelo TRAMP
(Greenberg et al., 1995, PNAS 92:3439) para estudar a
influéncia sobre a agressividade e metastase do cancro da

préstata e para observar mudancas na progressdo da doencga.



59

Experiéncias testando a interaccdo funcional de
20P1F12/TMPRSS2 com inibidores de serina protease também
proporcionarao informagao sobre a fung¢ao de
20P1F12/TMPRSS2. para este propdsito, a inibicdo ¢
conseguida utilizando moléculas de baixo peso molecular

como inibidores ou inibidores bioldgicos.
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REIVINDICACOES

1. Uma proteina 20P1F12/TMPRSS2 isolada que compreende a

sequéncia de aminoacidos mostrada na Fig. 1.

2. Um polinucledtido isolado seleccionado de (a) um
polinucledétido que tem a sequéncia de nucledtidos como
mostrado na Fig. 1, em gue T pode também ser U; (b) um
polinucledtido que codifica um polipéptido 20P1F12/TMPRSS2
cuja sequéncia é codificada pelo ADNc contido no plasmideo
p20P1lF12-GTCl como depositado na American Type Culture
Collection com n.° de acesso 207097, e (c) um
polinucledtido que codifica a proteina 20P1F12/TMPRSS2 da
Fig. 1.

3. Um vector de expressdo recombinante que contém um

polinucledtido de acordo com reivindicacdo 2.

4. O vector de expressdo de acordo com a reivindicacdo 3,
em que o vector é o plasmideo p20P1lF12-GICl como depositado
na American Type Culture Collection com n.° de acesso
207097.

5. O vector de expressdo de acordo com a reivindicac¢do 3,

em que o vector é um vector viral,.

6. O vector de expressdo de acordo com a reivindicacdo 5,
em gue o vector viral é seleccionado de virus vaccinia,
virus da variola avidria, virus canarypox, adenovirus,
virus influenza, poliovirus, virus adeno-associado,

lentivirus e virus Sindbis.

7. Uma célula hospedeira que contém um vector de
expressdo de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 3 a
6.
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8. Um ensaio para determinar a presenga de cancro da
prostata ou do célon num individuo, que compreende colocar
em contacto uma amostra de teste de tecido da prdstata ou
do cdélon com um anticorpo que se liga imunocespecificamente
a proteina gque consiste na sequéncia de aminocacidos da Fig.
1, e cujo anticorpo é marcado com um marcacdor detectével, e
detectar a ligagdo da proteina 20P1F12/TMPRSS2 na amostra
ao mesmo, em que um aumentc significativo na expressdo da
proteina 20P1F12/TMPRSS2 na amostra de tecido de teste em
relacdo a niveis de expressdo no correspondente tecido

normal indica a presencga de cancro da prdstata ou do cdlon.

9. Un ensalo para determinar a presenga de cancro da
préstata ou do célon num individuo, que compreende:

(a) colocar em contacto uma amostra de tecido da prdstata
ou do c¢dlon com uma sonda polinucleotidica gque hibrida
especificamente com o polinucledtido da Fig. 1; e

(b) detectar a presenca de um complexo de hibridac¢ao
formado pela hibridacdo da sonda com © polinucledétido de
20P1F12/TMPRSS2 na amostra, em que a presenca do complexo
de hibridagdo indica a presenga de polinucledtido
20P1F12/TMPRSS2 na amostra, em que um aumento significativo
em polinucledétido 20P1F12/TMPRSS2 na amostra em relagdo a
niveis num correspondente tecido normal indica a presenga

de cancro.

10. Um ensaio para determinar a presenca de cancro da
prostata ou do célon num individuo, que compreende:

(a) produzir ADNc a partir de uma amostra de tecido da
préostata ou do cdélon por transcricdo reversa utilizando
pelo menos um iniciador;

(b) amplificar o ADNc assim produzido pela utilizag¢do de
iniciadores sense e anti-sense para amplificar ADNc de
20P1F12/TMPRSS2 no mesmo; e



(c) detectar a presenga do ADNc de 20P1F12/TMPRSS2
amplificado,

em gue o0s iniciadores sense e anti-sense sao capazes de
amplificar o polinucleétido da Fig. 1, e em que um aumento
significativo em ADNc ou ARNm de 20P1F12/TMPRSS2 na amostra
de tecido de teste em relagdc a niveis num correspondente
tecido normal indica a presenga de cancro da prdstata ou do

cédlon.

11. Um ensaio de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 8 a 10, em gue o cancro € cancro da

prostata.

12, Um anticorpo ou fragmento de ligagdo a antigénio do
mesmo que se liga imunoespecificamente a proteina que
consiste na sequéncia de amincdcidos da Fig. 1, para
utilizacdo num método para o tratamento de cancro da

prostata.

13. Um anticorpo ou fragmentos de ligacdo a antigénio de
acordo com a reivindicagcdo 12 conjugado a uma toxina ou
agente terapéutico para utilizacdo num método para o

tratamento de cancro da proéstata.

14, Utilizacdo de um anticorpo ou fragmento de ligacdo a
antigénio do mesmo que se liga imunoespecificamente a
proteina que consiste na sequéncia de aminodcidos da Fig.
1, para o fabrico de um medicamento para o tratamento de

cancro da préstata.

15. Utilizacdo de acordo com reivindicagdo 14, em que ©
anticorpo ou fragmento do mesmo é conjugado a uma toxina ou

agente terapéutico,
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ttettgeeag
garaggggst
gaatgtgatg
argghotteg
tgcatygattt
tgterggett
tgetoreant
tcaategesg
cEecaggune
agatgaaaza
Lotggggeea
ttagagoott
qLgangtogt

atagacagry

ggtgcagyie
ctoatootee
agggeqneasy
grenatygyg
acacatgat

ageaagatgg
ggataccaac
gtgcateoygy
caggeLtocs
tcaaagacra
grgetggcey
gagtgegact
tgceecageg
cagatgtace
aactacggge
ggaatagrgy
gtogatates
tracgorget
ggtgagageg
cacgtgrygeg
gaaasacete
ttoatgtrot
tccaagaccoa
gqacctagega
tgerggatt
gctgeeaagg
CtgaLcacac
ggtgacagtg
303agetgyg
gratcoacyg
oo} dee - Tolx A
actebtagag
tggractete
aageoeisgh
4299389399
caattitgga
ggagagacat
shtagtagty
ageageotty
RGLCACELDL
cortrggtge
fctaccigea
ctgacoorys
sterggeacy
gaastcargy
gILPITYRCT

MALNSGSPOAICPYYENHGYOUENPY PAQPTVV R TVY EVHPAOYY DS DVRO Y APRVL TOASNPVVCTOPKS PAGTY
CTSETXEALCITETLGTFLVGAALAACLLNKFNGSKE SNSGT EC DS SETCIN S NWCDGYSHE PEGEDENRCYRL Y
GENFILOMY S SORKSHE BV CODDWN EN Y S RA A CR MG Y KA Y 8 SOG IVEDSGS TS PMELN TS BGNVE TV RKLYES
DACSSRAVYSLROLACCVNLES SROSRIVAGES AL D GARPHO VS LHVONVEVCGES T TTRERT VI ARHOVEKBLAY
EREWTAPAGILROS FMFYGAGYQVQRY I SUPNY DS KTRIND T ALMKLOKP LT FNDLVKIVOLPNPGYMEO PROLCH
1SGWGATEEKGKTSEVLNAAKVLL Y ETORCNER Y VY DNL I TP AMT CAGFLOGNVDSCOEDSREPLY TSN WRLT
GDTSWESECARAYR DGV ECNVMVETONT Y ROMKANG
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FIG 4

GATCTTCCTGCTGAGTCCTTTCCAGGGEGCCAATTTTGGATGAGCATGGAGCTGTCACCTCTCAGCTGCTGGATGAC
TTGAGATCAAAAACGAGAGACATGCAAAGGGAGACAGCCAGECTGCCACCTGCAGCGECTGCCCTCTGGEECCACTT
GGTAGTGTCCCCAGCCTACCTCTCCACAAGGGGATTTTCCTGATGGGTTCTTANAGCCTTAGCAGCCCTGGATGGT
GGCCAGAAATAMAGGGACCAGCCCTTCATGGGTGGTGACGTGGTANTCACT TGTARGGGCGAACAGARACATTTTTG
TTCTTATGGCGTCAGAATATAGACAGTCCCCTTCGATGCGAGGGRAGCAATTGRAAAGGAACTTGCCCTGAGCACTE
CTGGTGCA
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FIG. 5
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1. Cérebro 1. Cérebro 1. Colon
2. Prostata 2. Coragdo 2. Ovario
3. LAPC4 AD 3. Rim 3. Leucdcitos
4. LAPC-4 Al 4. Figado 4. Prostata
5. LAPC-9 AD 5. Pulméo 5. Intestino delgado
6. HeLa 6. Pancreas 6. Bago
7. ADNc murino 7. Placenta 7. Testiculo
8. Controlo neg. 8. Musculo-esquelético 8. Timo
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FIG. 7

pmstata o colan
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pancreét:ca mama testicular _cervical _de ovarios
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1. préstata 14, CaCo-2 22.BT-20 31. Ad431

2. LAPC-4 AD 15. LoVo 23. CAMA-1 32, Hela

3. LARPC-4 Al 16. T84 24. DU4475 33. OV-1063
4. LARC-9 AD 17. Colo-205 25. MCF-7 34, PA-1

5. LAPC-9 Al 26. MDA-MB-435s . 35 SW626
6. LNCaP 18, PANC-1 36, CAQOV-3
7. PC-3 18, BxPC-3 27. NTERA-2

8. DU145 20. HPAC 28. NCCIT

8. Hela 21. Capan-1 29. TERA-1

1Q. Colo 205 30. TERA-2

11. A431

12. 2937

13. KCI-22
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FIG. 9

A. Em células 293T transfectadas

ko 1234

130- .. 1. Lisado de neo
2. Li TMPRSS2
7. - o isado de SS
— 3. Biotina/estreptavidina de neo
43- . 4. Biotina/estreptavidina de TMPRSS2
31- -

o

a-His Western

B. Em células de cancro da prostata

PC3  LNCaP
kp 1 2 3

1. Estreptavidina de PC-3

2. Biotina/Estreptavidina de PC-3
3. Estreptavidina de LNCaP

4. Biotina/Estreptavidina de LNCaP

72-

43-

3-

a~1F9 Western
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FIG. 10

1. His-TMPRSS2 n&o tratada
2. His-TMPRSS2 desglicosilada

anti-His
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FIG. 11
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kb
9,5+
7,5
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TMPRSS2
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B-ACTINA

Painel

1. LNCaP privadas de androgénio durante 1 semana

3. LNCaP privadas de androgénio durante 24 h + mock durante 9 h
4. LNCaP privadas de androgénio durante 24 h + Mib durante 9 h
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FIG. 12
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-~ ARN

B-actina

As células LNCaP foram privadas de androgénio durante 1 semana (cresceram em CS-FBS a
2%) e entdo foram estimuladas com milbolerona 10 nM por vérios pontos de tempo
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