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DESCRIPCION

Antigeno de membrana especifico de la prostata.
Antecedentes de la invencion

Esta invencion descrita en la presente memoria se hizo en parte con ayuda del Gobierno con las Ayudas NIH No.
DK47650 y CA58192 del Department of Health and Human Services. Por consiguiente, el Gobierno de EEUU tiene
determinados derechos en esta invencion.

A lo largo de esta solicitud se hace referencia a varias referencias entre paréntesis.
Las citas bibliograficas completas de estas referencias pueden encontrarse al final de cada serie de experimentos.

El céncer de prostata es uno de los principales problemas médicos en los Estados Unidos, ya que la enfermedad
es actualmente la malignidad mds comuinmente diagnosticada en los varones Americanos. En 1992, hubo més de
132.000 nuevos casos de cancer de prostata detectados con mas de 36.000 muertes atribuibles a la enfermedad, lo
que representa un 17,3% de incremento en 4 afios (2). Las tasas de supervivencia en cinco afios de los pacientes con
céncer de prostata varian entre el 88% de los que tienen la enfermedad localizada al 29% de los que tienen enfermedad
metastasica. El rapido incremento del nimero de casos parece resultar en parte de un incremento del conocimiento
de la enfermedad asi como de la utilizacién generalizada de marcadores clinicos tales como las proteinas secretadas
antigeno especifico de la prostata (PSA) y fosfatasa acida prostatica (PAP) (37).

La glandula prostdtica es un sitio de patologia significativa afectado por condiciones tales como crecimiento be-
nigno (BPH), neoplasia (cancer prostatico) e infeccion (prostatitis). El cancer de préstata representa la segunda causa
principal de muerte de cancer en los hombres (1). Sin embargo, el cdncer de prostata es el lugar principal de desarrollo
de cancer en los hombres. La diferencia entre estos dos hechos radica en que el cancer de préstata aparece con una fre-
cuencia incrementada al aumentar la edad de los hombres, especialmente en las edades superiores a 60 en un momento
en el que frecuentemente se produce la muerte por otros factores. Ademds, el espectro de la agresividad bioldgica del
céncer de prostata es grande, por lo que en algunos hombres después de la deteccién el tumor permanece como un
tumor histoldgico latente y no aparece como clinicamente significativo, mientras que en otros progresa rapidamente,
metastatiza y mata al hombre en un periodo relativamente corto de 2-5 afios (1,3).

En las células del cincer de prostata, dos proteinas que se producen en muy altas concentraciones son la fosfatasa
acida prostatica (PAP) y el antigeno especifico de la préstata (PSA) (4,5,6). Estas proteinas han sido caracterizadas y
se han utilizado para seguir la respuesta a la terapia. Con el desarrollo del cdncer, la arquitectura normal de la gldndula
se altera, incluyendo la pérdida de la estructura normal del conducto para la eliminacién de secreciones por lo que las
secreciones alcanzan el suero. La determinacion de PSA sérico se ha sugerido como un método de cribado potencial
para el cancer de préstata. La cantidad relativa de PSA y/o PAP en el cancer se reduce respecto al tejido normal o
benigno.

PAP fue uno de los primeros marcadores séricos para detectar la diseminacién metastdsica (4). PAP hidroliza
tirosina fosfato y tiene una amplia especificidad de sustrato. La fosforilacion de tirosina se incrementa a menudo con
la transformacién oncogénica. Se ha hipotetizado que durante la transformacién neopldsica existe una menor actividad
fosfatasa disponible para inactivar proteinas que son activadas por fosforilacion en restos tirosina. En algunos casos,
la insercién de fosfatasas que tienen actividad tirosina fosfatasa ha revertido el fenotipo maligno.

PSA es una proteasa y no se aprecia fiacilmente la correlacion entre la pérdida de su actividad con el desarrollo del
céncer (5,6). La actividad proteolitica de PSA se inhibe por cinc. Las concentraciones de cinc son altas en la prdstata
normal y se reducen en el ciancer de préstata. Posiblemente la pérdida de cinc permite una actividad proteolitica
incrementada de PSA. Debido a que las proteasas estan implicadas en la metastasis y que algunas proteasas estimulan
la actividad mitdtica, podria pensarse que la actividad potencialmente incrementada de PSA juega un papel en la
metastasis y diseminacién de los tumores (7).

Tanto PSA como PAP se encuentran en secreciones prostaticas. Parece que ambos son dependientes de la presencia
de andrégenos para su produccion y se reducen sustancialmente después de la privacién de andrégenos.

Se ha identificado el antigeno de membrana especifico de la prostata (PSM) que parece estar localizado en la
membrana prostatica. Este antigeno se identificé como resultado de la generacién de anticuerpos monoclonales frente
a una célula de cancer de prostata, LNCaP (8).

El Dr. Horoszewicz establecié una linea celular denominada LNCaP a partir del nddulo linfatico de un paciente
refractario a hormonas intensamente pretratado (9). Se vio que esta linea tiene un cariotipo masculino aneuploide.
Mantuvo una funcién de diferenciacién prostitica ya que produjo tanto PSA como PAP. Poseia un receptor de andro-
genos de alta afinidad y especificidad. Los ratones se inmunizaron con células LNCaP y se obtuvieron hibridomas a
partir de animales sensibilizados. Se obtuvo un anticuerpo monoclonal y se denominé 7E11-C5 (8). La tincién con
anticuerpo fue consistente con una localizacién en la membrana y las fracciones aisladas de membranas de células
LNCaP presentaron una reaccién muy positiva con técnicas de transferencia inmunoelectroforética y ELISA. Este
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anticuerpo no inhibié ni increment6 el crecimiento de las células LNCaP in vitro o in vivo. El anticuerpo frente a este
antigeno fue muy especifico frente a células epiteliales prostéticas, ya que no se observé reactividad en ningin otro
componente. La tincién inmunohistoquimica de las células epiteliales cancerosas fue mads intensa que la de las células
epiteliales normales o benignas.

El Dr. Horoszewicz también informé de la deteccidon de material inmunorreactivo utilizando 7E11-CS5 en el suero
de pacientes con cancer de prostata (8). La inmunorreactividad se detecté en cerca del 60% de los pacientes con
enfermedad en estadio D-2 y en un porcentaje ligeramente inferior de los pacientes con enfermedad en un estadio
mds temprano, pero el nimero de pacientes en el ultimo grupo fue menor. Los pacientes con hiperplasia prostatica
benigna (BPH) fueron negativos. Los pacientes con enfermedad no aparente fueron negativos, aunque el 50-60% de
los pacientes en remisién pero con enfermedad estable activa o con progresién demostraron una reactividad sérica
positiva. Los pacientes con tumores no prostaticos no mostraron inmunorreactividad con 7E11-C5.

El anticuerpo monoclonal 7E11-CS5 estd actualmente en ensayos clinicos. Los grupos aldehido del anticuerpo se
oxidaron y se acoplé el ligante-quelante glicol-tirosil-(n,e-dietilentriamina-4cido pentacético)-lisina (GYK-DTPA)
a los aldehidos reactivos de la cadena pesada (10). El anticuerpo resultante se denominé CYT-356. Los patrones
de tincién inmunohistoquimica fueron similares excepto en que el anticuerpo modificado CYT-356 tifi6 el misculo
esquelético. La comparacién entre CYT-356 y el anticuerpo monoclonal 7E11-CS5 sugirié que ambos se unian a
fibras musculares de tipo 2. Se sugirié que la razén de la discrepancia con el estudio previo, que mostré que el
musculo esquelético era negativo, era debida a diferencias en las técnicas de fijacion de los tejidos. Aun asi, la reaccién
mas intensa y definida se observo con células epiteliales prostaticas, especialmente células cancerosas. Se detectd
reactividad con musculo esquelético de ratones mediante inmunohistoquimica pero no con estudios de imagen. El
anticuerpo marcado con Indio''! se localiz6 en tumores LNCaP crecidos en ratones desnudos con una captacién de
cerca del 30% de la dosis inyectada por gramo de tumor en cuatro dias. In vivo, no se observé una retencion selectiva
del anticuerpo en tumores negativos para el antigeno tales como PC-3 y DU-145 o en musculo esquelético.

Se conocia muy poco acerca del antigeno PSM. Un resultado de purificacién y caracterizacién ha sido descrito
en congresos por el Dr. George Wright y colaboradores (11,12). Estos investigadores han mostrado que después de
electroforesis en geles de acrilamida y transferencia Western, el antigeno PSM mantiene un peso molecular de 100
kilodalton (kd). EI tratamiento quimico y enzimético mostré que tanto los restos peptidicos como de carbohidrato
del antigeno PSM se requerian para el reconocimiento por el anticuerpo monoclonal 7E11-C5. Los estudios de unién
competitiva con lectinas especificas sugirieron que galNAc es el carbohidrato dominante del epitopo antigénico.

Se purificé y caracteriz6 la glicoproteina de 100kd especifica de células y tejidos prostéticos. La proteina se digirié
proteoliticamente con tripsina y se secuenciaron nueve fragmentos peptidicos. Utilizando la técnica de PCR degenera-
da (reaccion en cadena de la polimerasa), se clon6 el ADNc completo de 2,65 kilobases (kb) que codifica este antigeno.
Los resultados preliminares han mostrado que este antigeno estd altamente expresado en tejidos de cancer de prdstata,
incluyendo metastasis en hueso y ndédulo linfético (13). Se determiné la secuencia completa de ADN para el ADNc
asf como la secuencia predicha de aminodcidos para el antigeno. Actualmente se estd realizando en el laboratorio de
los solicitantes una caracterizacién adicional del antigeno PSM incluyendo: andlisis de la expresioén génica de PSM
en una amplia variedad de tejidos, transfeccion del gen de PSM en células que no expresan el antigeno, localizacién
cromosomica del gen de PSM, clonacién del gen de PSM genémico con andlisis del promotor de PSM y generacién
de anticuerpos policlonales y monoclonales frente a dominios peptidicos altamente antigénicos del antigeno PSM e
identificacién de cualquier molécula endégena que una PSM (ligandos).

Actualmente, las células LNCaP proporcionan el mejor sistema de modelo in vitro para estudiar el cdncer de pros-
tata humano, ya que producen los tres marcadores prostdticos: PSA, PAP y PSM. Las células presentan un cariotipo
aneuploide masculino con un cromosoma Y, expresan un receptor de andrégenos de alta afinidad y responden hor-
monalmente tanto a testosterona como a DHT. Debido a que PSM parece ser una glicoproteina transmembrana, se
considera una diana atractiva tanto para la formacién de imédgenes dirigida por anticuerpos como para el reconoci-
miento de depdsitos de tumor prostatico (38). Hemos demostrado la expresion de la proteina PSM en membranas de
células LNCaP y en células PC-3 transfectadas con ADNc de PSM y también la caracterizacién de la expresion del
ARNm de PSM en tejidos humanos y en respuesta a hormonas esteroides.

Descripcion breve de las figuras

Figura 1: La sefial en el carril 2 representa el antigeno PSM de 100kD. Se utilizé6 EGFr como control positivo y se
muestra en el carril 1. La incubacidn con anticuerpo anti-ratén de conejo (RAM) solo sirvié como control negativo y
se muestra en el carril 3.

Figura 2 A-D: Las dos fotos superiores muestran citocentrifugados de LNCaP con tincién positiva para el antigeno
PSM. En la parte inferior izquierda y derecha se muestran citocentrifugados de DU-145 y PC-3, respectivamente,
ambos negativos para la expresion del antigeno PSM.

Figura 3 A-D: Los dos paneles superiores son secciones de prostata humana (BPH) con tincién positiva para el
antigeno PSM. Los dos paneles inferiores muestran secciones de carcinoma humano de préstata invasivo con tincién
positiva para la expresion del antigeno PSM.
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Figura 4: El antigeno PSM de 100kD después de inmunoprecipitacion de células LNCaP marcadas con *S-Metio-
nina con el anticuerpo Cyt-356.

Figura 5: Geles de agarosa al 3% tefiidos con bromuro de etidio que muestran productos de PCR obtenidos utili-
zando los cebadores degenerados de antigeno PSM. La flecha indica la muestra IN-20, que es un producto de PCR de
1,1 kb que confirmamos mads tarde como un ADNCc parcial que codifica el gen de PSM.

Figura 6 A-B: Geles de agarosa al 2% de ADN plasmidico resultante de clonacién TA de productos de PCR. Los
insertos se escindieron del vector PCR II (Invitrogen Corp.) mediante digestién con EcoR1. En el carril 3 del gel 1 se
muestra el producto de 1,1 kb del ADNc parcial del gen de PSM.

Figura 7: Autorradiograma que muestra el tamafio del ADNc representado en la biblioteca de LNCaP de los
solicitantes utilizando transcriptasa inversa M-MLV.

Figura 8: Andlisis de restriccion de clones de longitud completa del gen de PSM obtenidos después de cribar la
biblioteca de ADNc. Las muestras se cortaron con las enzimas de restriccion Not I y Sal I para liberar el inserto.

Figura 9: Autorradiograma Southern del pldsmido de los clones del gen de PSM de longitud completa. El tamafio
es de aproximadamente 2,7 kb.

Figura 10: Transferencia Northern que muestra la expresiéon de PSM limitada a la linea de cancer de prostata
LNCaP y a la linea celular LNCaP transfectada con Ras H26. PC-3, DU-145, T-24, SKRC-27, HELA, MCF-7, HL-
60 y otras fueron todas negativas.

Figura 11: Autorradiograma de andlisis Northern que muestra la expresién del mensajero de PSM de 2,8 kb tini-
camente en la linea celular LNCaP (carril 1) pero no en las lineas celulares DU-145 (carril 2) y PC-3 (carril 3). El
tamaifio de la escalera de ARN se muestra a la izquierda (kb) y las bandas de ARN ribosomal 28S y 18S se indican a
la derecha.

Figura 12 A-B: Resultados de PCR de tejidos de prdstata humanos utilizando cebadores del gen PSM. Los carriles
estan numerados de izquierda a derecha. Carril 1, LNCaP; Carril 2, H26; Carril 3, DU-145; Carril 4, Préstata Normal;
Carril 5, BPH; Carril 6, Cancer de Proéstata; Carril 7, BPH; Carril 8, Normal; Carril 9, BPH; Carril 10, BPH; Carril 11,
BPH; Carril 12, Normal; Carril 13, Normal; Carril 14, Cancer; Carril 15, Cancer; Carril 16, Cancer; Carril 17, Normal;
Carril 18, Cancer; Carril 19, IN-20 Control; Carril 20, ADNc de PSM.

Figura 13: Punto isoeléctrico del antigeno PSM (no glicosilado)

Figura 14: 1-8 Estructura secundaria del antigeno PSM

Figura 15: A-B A. Griéfico de hidrofilicidad del antigeno PSM

B. Prediccién de los segmentos incluidos en la membrana

Figura 16: 1-11 Homologia con la secuencia del receptor de la transferrina de pollo, rata y humano.

Figura 17A-C: Deteccién inmunohistoquimica de la expresion del antigeno PSM en lineas celulares de préstata. El
panel superior muestra un nivel de expresién uniformemente alto en células LNCaP; el panel medio y el panel inferior
son células DU-145 y PC-3 respectivamente, ambas negativas.

Figura 18: Autorradiograma de un gel de proteinas que muestra productos de transcripcidn/traduccion acopladas in
vitro de PSM. El polipéptido PSM no glicosilado se ve a 84 kDa (carril 1) y la glicoproteina PSM sintetizada después
de la adicién de microsomas se ve a 100 kDa (carril 2).

Figura 19: Andlisis por transferencia Western que detecta la expresion de PSM en células PC-3 transfectadas que
no expresan PSM. Se ve claramente una especie glicoproteica de PSM de 100 kDa en membranas de LNCaP (carril
1), lisado crudo de LNCaP (carril 2), y células PC-3 transfectadas con PSM (carril 4), pero no es detectable en células
PC-3 nativas (carril 3).

Figura 20: Autorradiograma del gel de proteccién de ribonucleasa que ensaya la expresiéon del ARNm de PSM en
tejidos humanos normales. En el carril 1 se muestra la escalera de ADN 1 kb marcado radiactivamente (Gibco-BRL).
La sonda no digerida tiene 400 nucleétidos (carril 2), la banda de PSM protegido esperada tiene 350 nucle6tidos y se
muestra el ARNt control (carril 3). Se puede ver una sefal intensa en prdstata humana (carril 11), viéndose senales
muy débiles pero detectables en cerebro humano (carril 4) y glandula salival humana (carril 12).

Figura 21: Autorradiograma del gel de proteccion de ribonucleasa que ensaya la expresion del ARNm de PSM en
tumores LNCaP crecidos en ratones desnudos, y en tejidos prostaticos humanos. En el carril 1 se muestra la escalera de
ADN de 1 kb marcado con *2P. Se muestra (carril 2) la sonda no digerida de 298 nucledtidos y el ARNt control (carril
3). La expresiéon del ARNm de PSM se detecta claramente en células LNCaP (carril 4), tumores LNCaP crecidos
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ortotépicamente en ratones desnudos con o sin matrigel (carriles 5 y 6), y tumores LNCaP implantados y crecidos
subcutdneamente en ratones desnudos (carril 7). La expresiéon del ARNm de PSM también se puede ver en préstata
humana normal (carril 8) y en adenocarcinoma prostatico humano moderadamente diferenciado (carril 10). Se puede
ver una expresiéon muy débil en una muestra de tejido prostatico humano con hiperplasia benigna (carril 9).

Figura 22: Ensayo de proteccion de ribonucleasa para la expresion de PSM en células LNCaP tratadas con dosis
fisiologicas de varios esteroides durante 24 horas. En el carril 1 se muestra la escalera de ADN marcado con **P. Se
muestra (carril 2) la sonda no digerida de 298 nucleétidos y el ARNt control (carril 3). La expresion del ARNm de
PSM es mas alta en células LNCaP no tratadas en medio extraido con carbén (carril 4). El solicitante observa una
expresion de PSM disminuida significativamente en células LNCaP tratadas con DHT (carril 5), Testosterona (carril
6), Estradiol (carril 7) y Progesterona (carril 8), con una pequefia respuesta a Dexametasona (carril 9).

Figura 23: Datos que ilustran los resultados de la presencia del ADN y ARN de PSM en lineas celulares Dunning
transfectadas utilizando técnicas de transferencia Southern y Northern.

Figura 24: A-B La figura A indica el poder de células transfectadas con citoquinas para modificar células sin
modificar. La administracién se dirigié a las células parentales contiguas o prostéticas. Los resultados indican las
consideraciones del microentorno.

La figura B indica la potencia real en un sitio particular. El tumor se implant6 en células de prostata y se trat6 con
células inmunes en dos sitios diferentes.

Figura 25: A-B Potencias relativas de las citoquinas en la inhibicién del crecimiento de tumores primarios. Se
administré a los animales células tumorales parentales sin modificar y como vacuna células transfectadas. La prosta-
tectomia posterior del tumor del roedor resulta en un incremento de la supervivencia.

Figura 26: La amplificacién por PCR con cebadores anidados mejor6 nuestro nivel de deteccion de células prosta-
ticas de aproximadamente una célula prostatica por 10.000 células MCF-7 a mds de una célula por millén de células
MCEF-7, utilizando cualquier PSA.

Figura 27: La amplificacién por PCR con cebadores anidados mejor6 nuestro nivel de deteccion de células prosta-
ticas de aproximadamente una célula prostatica por 10.000 células MCF-7 a mds de una célula por millén de células
MCEF-7, utilizando cebadores obtenidos de PSM.

Figura 28: Una fotograffa de gel tefiido con etidio representativo para PSM-PCR. Las muestras que se corrieron
en el carril A representan productos de PCR generados a partir de cebadores externos y las muestras en los carriles
marcados con B son productos de pares de cebadores internos.

Figura 29: Autorradiografia de transferencia Southern de PSM. La sensibilidad de los andlisis de transferencia
Southern fue mayor que la de la tincién con etidio, como puede observarse en varias muestras en las que el producto
externo no es visible en la figura 3 A-D, pero que es detectable mediante transferencia Southern como se muestra en
la figura 4.

Figura 30: Caracteristicas de los 16 pacientes analizados respecto a su estadio clinico, tratamiento, valores séricos
de PSA y PAP y resultados del ensayo.

Compendio de la invencién

Esta invencién proporciona una molécula de dcido nucleico de mamiferos aislada que codifica un antigeno de
membrana especifico de la préstata de mamiferos (PSM). El dcido nucleico de mamiferos aislado puede ser ADN,
ADNCc o ARN.

Esta invencién también proporciona una molécula de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en:

(a) un 4cido nucleico que codifica un antigeno polipeptidico de membrana especifico de la préstata humano que
tiene la secuencia mostrada en SEQ ID NO:2;

(b) un 4cido nucleico que tiene la secuencia mostrada en SEQ ID NO:1 o un fragmento de éste que codifica un
area antigénica frente a la que puede generarse un anticuerpo que es especifico del antigeno de membrana especifico
de la préstata humano que tiene la secuencia mostrada en SEQ ID NO:2; y

(c) un 4cido nucleico que tiene al menos 15 nucleétidos consecutivos de la secuencia mostrada en SEQ ID NO:1,
o la cadena complementaria de ésta.

La molécula de 4cido nucleico puede ser ADN o ARN.

Esta invencién proporciona ademds un método para detectar la expresion del antigeno PSM que comprende obtener
ARNm total de la célula y poner en contacto el ARNm as{ obtenido con una molécula de dcido nucleico especifica

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2276 390 T3

del antigeno PSM marcada en condiciones de hibridacién, determinando la presencia de ARNm hibridado a la sonda
y detectando, por lo tanto, la expresién del antigeno PSM por la célula. El antigeno PSM puede detectarse de manera
similar en secciones de tejido.

Esta invencién proporciona una molécula de 4cido nucleico aislada del antigeno PSM unida de manera operativa a
un promotor de la transcripciéon de ARN. Esta invencién proporciona ademds un vector que comprende una molécula
de 4cido nucleico de mamiferos aislada del antigeno PSM.

Esta invencion también proporciona un dcido nucleico que codifica un antigeno polipeptidico de membrana espe-
cifico de la préstata humano que tiene la secuencia mostrada en SEQ ID NO:2.

Esta invencién proporciona ademds un vector que comprende la molécula de acido nucleico descrita en la presente
memoria.

Esta invencion proporciona ademds un sistema de anfitrién vector para la produccién de un polipéptido que tiene la
actividad bioldgica de un antigeno PSM de mamiferos que comprende el vector que comprende la molécula de dcido
nucleico de mamiferos que codifica un antigeno PSM de mamiferos y un anfitrién adecuado. El anfitrién adecuado
para la expresion del antigeno PSM puede ser una célula bacteriana, célula de insectos o célula de mamiferos.

Ademds, esta invencién proporciona una célula de mamiferos que comprende el vector descrito en la presente
memoria.

Esta invencion proporciona un método para determinar si un ligando puede unirse a un antigeno PSM de mamiferos
que comprende poner en contacto una célula de mamiferos que tiene una molécula de ADN aislada de mamiferos que
codifica un antigeno PSM de mamiferos con el ligando en condiciones que permitan la unién de ligandos al antigeno
PSM de mamiferos y determinar si el ligando se une al antigeno PSM de mamiferos. Esta invencién proporciona
ademads ligandos que se unen al antigeno PSM.

Esta invencion proporciona antigeno PSM de mamiferos purificado. Asf, esta invencién proporciona un polipéptido
con la secuencia del antigeno de membrana especifico de la préstata humano mostrada en la SEQ ID NO:2.

Esta invencién también proporciona un polipéptido codificado por la molécula de dcido nucleico aislada de mami-
feros que codifica un antigeno PSM de mamiferos.

De acuerdo con esto, esta invencidn proporciona un polipéptido con la secuencia del antigeno de membrana es-
pecifico de la préstata humano mostrada en SEQ ID NO:2 o un drea antigénica que es una secuencia de aminodcidos
hidrofilica de dicho antigeno de membrana especifico de la préstata humano, en la que el polipéptido puede utilizarse
para generar anticuerpos que son especificos de dicho antigeno de membrana especifico de la préstata humano, siem-
pre que el drea antigénica no consista en secuencias mostradas en SEQ ID NO:35. Esta invencién proporciona ademds
un método para identificar y purificar ligandos del antigeno PSM de mamiferos.

Esta invencién proporciona ademds un método para producir tanto anticuerpos policlonales como monoclonales
utilizando antigenos PSM purificados o polipéptidos codificados por una molécula de dcido nucleico aislada de ma-
miferos que codifica un antigeno PSM de mamiferos.

De acuerdo con esto, esta invencién proporciona un anticuerpo monoclonal dirigido frente al antigeno de membra-
na especifico de la prostata humano, mostrdndose la secuencia de dicho antigeno en SEQ ID NO:2.

Esta invencidn proporciona anticuerpos policlonales y monoclonales dirigidos preferentemente, pero no limitados
a, bien al péptido Asp-Glu-Leu-Lys-Ala-Glu (SEQ ID No:35) o Asn-Glu-Asp-Gly-Asn-Glu (SEQ ID No.36) o Lys-
Ser-Pro-Asp-Glu-Gly (SEQ ID No. 37) del antigeno PSM o frente al dominio de membrana externo del antigeno
PSM o frente a una secuencia de aminodcidos hidrofilica del antigeno PSM. Los anticuerpos de esta invencién se
caracterizan ademads por ser capaces de unirse a la superficie de una célula cancerosa de préstata.

Esta invencién proporciona un agente terapéutico que comprende una anticuerpo dirigido frente a un antigeno PSM
de mamiferos y un agente citotoxico conjugado con éste.

Esta invencion también proporciona una utilizacién de al menos un anticuerpo dirigido frente al antigeno PSM
para la preparacién de una composicion de diagnéstico para obtener imagenes del cancer de prdstata en pacientes
humanos, en la que dicho anticuerpo es capaz de unirse a la superficie celular de la célula cancerosa de prostata y
marcarse con un agente de imagen en condiciones tales que se forma un complejo entre el anticuerpo monoclonal y
el antigeno PSM de la superficie celular. Esta invencién proporciona ademds una composicién que comprende una
cantidad eficaz para obtener imédgenes del anticuerpo dirigido frente al antigeno PSM y un vehiculo aceptable desde
un punto de vista farmacéutico.

Esta invencion proporciona ademds una utilizacién de multiples anticuerpos dirigidos frente a diferentes epitopos
de PSM para la preparacién de una composicion de diagndstico para obtener imagenes del cancer de préstata en
pacientes humanos.
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Esta invencién también proporciona una utilizacién de un acido nucleico marcado que tiene al menos 15 nucleé-
tidos consecutivos de la secuencia mostrada en SEQ ID NO:1 para la preparacion de una composicién de diagndstico
para detectar la expresion del antigeno PSM en una célula o seccién de tejido en una muestra.

Esta invencién también proporciona una utilizacién del anticuerpo monoclonal o composicién como se ha descrito
en la presente memoria para la preparacion de una composicion farmacéutica para tratar el cancer de prdstata en un
sujeto.

Esta invencién proporciona un inmunoensayo para determinar la cantidad de antigeno PSM en una muestra bio-
l6gica, por ejemplo suero, que comprende las etapas de a) poner en contacto la muestra biolégica con al menos un
anticuerpo PSM para formar un complejo con dicho anticuerpo y el antigeno PSM y b) determinar la cantidad de
antigeno PSM en dicha muestra bioldgica determinando la cantidad de dicho complejo.

Esta invencién proporciona un método para purificar antigeno PSM de mamiferos que comprende las etapas de: a)
Acoplar el anticuerpo dirigido frente al antigeno PSM a una matriz sélida; b) incubar el anticuerpo acoplado de a) con
un lisado celular que contiene antigeno PSM en condiciones que permitan la unién del anticuerpo y el antigeno PSM;
c) lavar la matriz sélida acoplada para eliminar impurezas y d) eluir el antigeno PSM del anticuerpo unido.

Esta invencién proporciona ademds mamiferos transgénicos no humanos que comprenden una molécula de 4cido
nucleico aislada del antigeno PSM. Esta invencién también proporciona un mamifero transgénico no humano cuyo
genoma comprende ADN antisentido complementario al ADN que codifica un antigeno PSM de mamiferos situado
de manera que se transcribe en ARNm anti-sentido complementario al ARNm que codifica el antigeno PSM y que
hibrida con el ARNm que codifica el antigeno PSM reduciendo as{ su traduccién.

Esta invencién proporciona una utilizacién de una molécula de ADN que codifica un antigeno de membrana es-
pecifico de la préstata unido de manera operativa a un elemento regulador en posicién 5’ para la preparacion de una
composicién farmacéutica para suprimir o modular la capacidad metastasica de las células de tumor de prdstata, el
crecimiento del tumor de préstata o eliminar las células del tumor de préstata, en la que dicha composiciéon farmacéu-
tica se introduce en una célula tumoral o sujeto, de manera que la expresion del antigeno de membrana especifico de
la préstata estd bajo el control del elemento regulador, suprimiendo o modulando asi la capacidad metastdsica de las
células del tumor de prdstata, el crecimiento del tumor de préstata o eliminando las células del tumor de prdstata.

Esta invencién proporciona una utilizacién de una molécula de ADN que codifica un antigeno de membrana es-
pecifico de la préstata unido de manera operativa a un elemento regulador en posicién 5’ acoplado con un ADN
terapéutico para la preparacién de una composicién farmacéutica para suprimir o modular la capacidad metastasica de
las células de tumor de préstata, el crecimiento del tumor de préstata o eliminar las células de tumor de prdstata, en
la que dicha composicién farmacéutica se introduce en una célula tumoral de un sujeto, suprimiendo o modulando asi
la capacidad metastésica de las células del tumor de préstata, el crecimiento del tumor de préstata o eliminando las
células del tumor de prostata.

Esta invencion proporciona una vacuna terapéutica para prevenir el crecimiento del tumor de prdstata humano o la
estimulacién de células del tumor de préstata en un sujeto. Dicha vacuna terapéutica y un vehiculo aceptable desde un
punto de vista farmacéutico pueden administrarse en una cantidad eficaz a la célula de la préstata, previniendo asi el
crecimiento del tumor o la estimulacién de las células tumorales en el sujeto.

Esta invencién proporciona un método para detectar células tumorales hematdgenas micrometastasicas de un suje-
to, que comprende (A) realizar la reaccion en cadena de la polimerasa anidada (PCR) en muestras de sangre, médula
6sea o nddulo linfatico del sujeto utilizando los cebadores del antigeno de membrana especifico de la préstata y (B)
verificar las micrometdstasis mediante secuenciacion de ADN y andlisis Southern, detectando asi las células tumorales
hematdgenas micrometastasicas del sujeto.

Esta invencién proporciona una utilizacién de una molécula de ADN que codifica el antigeno de membrana es-
pecifico de la préstata unido de manera operativa a un elemento regulador en posicién 5° para la preparacién de una
composicion farmacéutica para eliminar la respuesta mitogénica debida a la transferrina, en la que dicha composicién
farmacéutica se introduce en una célula tumoral, la expresién de cuyo gen estd asociada directamente con un efecto
patoldgico definido en un organismo multicelular, eliminando asf la respuesta mitogénica debida a la transferrina.

Descripcion detallada de la invencion

A lo largo de esta solicitud, las referencias a nucleétidos especificos son a nucledtidos presentes en la hebra
codificadora del dcido nucleico. Las abreviaturas estandar siguientes se utilizan a lo largo de la especificacién para
indicar nucledtidos especificos:

C=citosina A=adenosina

T=timidina G=guanosina
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Un “gen” significa una molécula de 4cido nucleico, cuya secuencia incluye toda la informacion requerida para la
produccién regulada normal de una proteina particular, incluyendo la secuencia codificadora estructural, promotores
y amplificadores.

Esta invencién proporciona un 4cido nucleico aislado de mamiferos que codifica un antigeno de membrana espe-
cifico de la préstata de mamiferos (PSM).

Esta invencidn proporciona ademas una molécula de ADN aislada de mamiferos de una molécula de acido nucleico
aislada de mamiferos que codifica un antigeno de membrana especifico de la prostata de mamiferos. Esta invencién
también proporciona una molécula de ADNc aislada de mamiferos que codifica un antigeno de membrana especifico
de la préstata de mamiferos. Esta invencién proporciona una molécula de ARN aislada de mamiferos que codifica un
antigeno de membrana especifico de la préstata de mamiferos.

En una realizacién preferida de esta invencidn, la secuencia nucleica aislada es ADNc de seres humanos como se
muestra en la secuencia ID nimero 1. Esta secuencia humana se envié al GenBank (Los Alamos National Laboratory,
Los Alamos, Nuevo Méjico) con el Nimero de Registro M99487 y la descripcién como PSM, Homo sapiens, 2.653
pares de bases.

En esta referencia también se describen ADN y ADNc que codifican secuencias de aminoacidos que se diferencian
de las del antigeno PSM, pero que no deberian producir cambios fenotipicos. Mds atn, también se describen ADN y
ADNCc que hibridan con el ADN y ADNCc de la presente invencién. Los métodos de hibridacién son muy conocidos
para los expertos en la técnica.

Las moléculas de ADN de la presente invencién también incluyen moléculas de ADN que codifican fragmentos
polipeptidicos de polipéptidos antigénicos que se diferencian de las formas naturales en términos de identidad o lo-
calizacion de uno o mds restos de aminodcidos (andlogos de delecién que no contienen todos los restos especificados
para la proteina, andlogos de sustitucién en los que uno o mas restos especificados estan reemplazados por otros restos
y andlogos de adicién en los que se anaden uno o mds restos de aminodcidos a una parte terminal o media de los
polipéptidos) y que comparten algunas o todas las propiedades de las formas naturales. Estas moléculas incluyen: la
incorporacién de codones “preferidos” para la expresion por anfitriones no mamiferos seleccionados; la provision de
sitios para la degradacion por enzimas endonucleasas de restriccidn; y la provision de secuencias de ADN adicionales
iniciales, terminales o intermedias que facilitan la construccidn de vectores que se expresan facilmente.

Las moléculas de ADN descritas y reivindicadas en la presente memoria son utiles por la informacién que pro-
porcionan respecto a la secuencia de aminodcidos del polipéptido y como productos para la sintesis a gran escala del
polipéptido mediante diferentes técnicas recombinantes. La molécula es 1itil para generar nuevos vectores de clonacién
y expresion, células anfitrionas procariotas y eucariotas transformadas y transfectadas, y métodos nuevos y ttiles para
el crecimiento en cultivo de dichas células anfitrionas capaces de expresar el polipéptido y productos relacionados.

Mas atin, las moléculas de dcido nucleico aisladas de mamiferos que codifican un antigeno de membrana especifico
de la préstata de mamiferos son ttiles para el desarrollo de sondas para estudiar la tumorogénesis del céncer de
prostata.

Esta invencion también proporciona moléculas de dcido nucleico de al menos 15 nucleétidos capaces de hibridar
especificamente con una secuencia de una molécula de 4cido nucleico que codifica el antigeno de membrana especifico
de la proéstata.

Esta molécula de 4cido nucleico producida puede ser ADN o ARN. Tal y como se utiliza en la presente memoria,
la expresion “hibridar especificamente” significa la capacidad de una molécula de 4cido nucleico para reconocer una
secuencia de 4dcido nucleico complementaria a ella y para formar segmentos de doble hélice mediante puentes de
hidrégeno entre los pares de bases complementarios.

Esta molécula de 4cido nucleico de al menos 15 nucleétidos capaz de hibridar especificamente con una secuencia
de una molécula de 4cido nucleico que codifica el antigeno de membrana especifico de la prostata puede utilizarse
como sonda. La tecnologia de sondas de 4dcidos nucleicos es muy conocida para los expertos en la técnica que apre-
ciardn facilmente que dichas sondas pueden variar mucho en longitud y pueden marcarse con un marcador detectable,
tal como un radioisétopo o marcador fluorescente, para facilitar la deteccién de la sonda. Las sondas de moléculas de
ADN pueden producirse por insercién de una molécula de ADN que codifica el antigeno PSM en vectores adecuados,
tales como plasmidos o bacteriéfagos, seguido de transformacion en células bacterianas anfitrionas adecuadas, repli-
cacion en las células bacterianas anfitrionas transformadas y recogida de las sondas de ADN utilizando métodos muy
conocidos en la técnica.

Alternativamente, las sondas pueden generarse quimicamente a partir de sintetizadores de ADN.

Las sondas de ARN pueden generarse insertando la molécula del antigeno PSM en posicidon 3’ respecto a un
promotor de bacteriéfago tal como T3, T7 o SP6. Pueden producirse grandes cantidades de sonda de ARN incubando
los nucledtidos marcados con el fragmento del antigeno PSM linearizado que contiene un promotor en posicién 5’ en
presencia de la polimerasa de ARN apropiada.
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Esta invencién también proporciona una molécula de dcido nucleico de al menos 15 nucleétidos capaz de hibridar
especificamente con una secuencia de una molécula de 4cido nucleico que es complementaria a la molécula de dcido
nucleico de mamiferos que codifica un antigeno de membrana especifico de la préstata de mamiferos. Esta molécula
puede ser una molécula de ADN o ARN.

La presente invencién proporciona ademds un método para detectar la expresion de un antigeno PSM de mamife-
ros en una célula que comprende obtener el ARNm total de la célula, poner en contacto el ARNm asi obtenido con
una molécula de dcido nucleico marcada de al menos 15 nucledtidos capaz de hibridar especificamente con una se-
cuencia de la molécula del dcido nucleico que codifica un antigeno PSM de mamiferos en condiciones de hibridacion,
determinando la presencia del ARNm hibridado a la molécula y detectando asi la expresion del antigeno de mem-
brana especifico de la prdostata de mamiferos en la célula. Las moléculas de dcido nucleico sintetizadas anteriormente
pueden utilizarse para detectar la expresién de un antigeno PSM detectando la presencia del ARNm que codifica el
antigeno PSM. El ARNm total de la célula puede aislarse mediante muchos procesos muy conocidos por el experto en
la técnica. Las condiciones de hibridacion de las moléculas de 4cido nucleico marcadas pueden determinarse por ex-
perimentacidn rutinaria muy conocida en la técnica. La presencia de ARNm hibridado a la sonda puede determinarse
mediante electroforesis en gel u otros métodos conocidos en la técnica. Determinando la cantidad de hibrido realizado,
puede determinarse la expresion del antigeno PSM por la célula. El marcaje puede ser radiactivo. Por ejemplo, uno o
mas nucledtidos radiactivos pueden incorporarse al dcido nucleico cuando éste se hace.

En una realizacion de esta invencion, los dcidos nucleicos se extraen mediante precipitacion a partir de células lisa-
das y se aisla el ARNm del extracto utilizando una columna de oligo-dT que une las colas poli-A de las moléculas de
ARNm (13). El ARNm se expone entonces a una sonda marcada con radiactividad en una membrana de nitrocelulosa
y la sonda se hibrida a y marca asi las secuencias de ARNm complementarias. La unién puede detectarse mediante
autorradiografia luminiscente o contaje de centelleo. Sin embargo, otros métodos para realizar estas etapas son muy
conocidos para los expertos en la técnica y la discusién anterior es sélo un ejemplo.

Esta invencién proporciona ademds otro método para detectar la expresion de un antigeno PSM en secciones
de tejido que comprende poner en contacto las secciones de tejido con una molécula de 4cido nucleico marcada
de al menos 15 nucleétidos capaz de hibridar especificamente con una secuencia de la molécula de acido nucleico
que codifica un antigeno PSM de mamiferos en condiciones de hibridacién, determinando la presencia del ARNm
hibridado a la molécula y detectando asi la expresién del antigeno PSM de mamiferos en secciones de tejido. Las
sondas también son ttiles para hibridacién in situ o con el fin de localizar tejidos que expresan este gen, o para
otros ensayos de hibridacion para detectar la presencia de este gen o su ARNm en diferentes tejidos biolégicos. La
hibridacion in situ utilizando una molécula de 4cido nucleico marcada es muy conocida en la técnica. Esencialmente,
se incuban secciones de tejido con la molécula de 4cido nucleico marcada para permitir que se produzca la hibridacion.
La molécula incluird un marcador para la deteccidon porque estd “marcada” y la cantidad del hibrido se determinara
tomando como base la deteccion de la cantidad de marcador y por lo tanto también la expresion del antigeno PSM.

Esta invencién proporciona ademds la molécula de acido nucleico del antigeno PSM aislada unida de manera
operativa a un promotor de la transcripciéon de ARN. La secuencia del antigeno PSM aislada puede unirse a sistemas
de vectores. Varios vectores incluyendo vectores plasmidicos, vectores césmidos, vectores de bacteriéfagos y otros
virus son muy conocidos para los expertos en la técnica. Esta invencién proporciona ademads un vector que comprende
la molécula de 4cido nucleico aislada que codifica el antigeno PSM.

Como ejemplo para obtener estos vectores, el ADN de insertos y vectores puede exponerse a una enzima de
restriccion para crear extremos complementarios en ambas moléculas que tienen bases complementarias y entonces
se ligan con ADN ligasa. Alternativamente, pueden ligarse ligantes al inserto de ADN que se corresponde con un sitio
de restriccion en el ADN del vector, que se digiere entonces con la enzima de restricciéon que corta en ese sitio. Otros
medios también estdn disponibles y son conocidos por el experto en la técnica.

En una realizacion, la secuencia de PSM se clona en el sitio Not I/Sal I del vector pSPORT (Gibco®-BRL). Este
plasmido, pSSA-PSM, se deposito el 14 de agosto de 1992 en la American Type Culture Collection (ATCC), 12301
Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852, EEUU bajo el Tratado de Budapest en el Reconocimiento Internacional
de Depdsito de Microorganismos a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes. Se asigné al plasmido p55A-
PSM el Niimero de Registro ATCC 75294.

Esta invencién proporciona ademds un sistema anfitrién vector para la produccién de un polipéptido que tiene la
actividad bioldgica del antigeno de membrana especifico de la préstata. Estos vectores pueden transformarse en una
célula anfitriona adecuada para formar un sistema anfitrién vector para la produccién de un polipéptido que tiene la
actividad bioldgica del antigeno PSM.

Los elementos reguladores requeridos para la expresion incluyen secuencias promotoras para unir ARN polimera-
sa y secuencias de inicio de la transcripcién para unién a ribosomas. Por ejemplo, un vector de expresion bacteriano
incluye un promotor tal como el promotor lac y para el inicio de la transcripcién la secuencia Shine-Dalgarno y el
codon de inicio AUG (14). De manera similar, un vector de expresion eucariota incluye un promotor heterélogo u
homélogo para la ARN polimerasa II, una sefial de poliadenilacién en posicion 3’, el codén de inicio AUG y un codén
de terminacidn para la desunién al ribosoma. Dichos vectores pueden obtenerse comercialmente o construirse a partir
de las secuencias descritas mediante métodos muy conocidos en la técnica, por ejemplo, los métodos descritos ante-
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riormente para construir vectores en general. Los vectores de expresion son utiles para producir células que expresan
el antigeno PSM.

Esta invencién proporciona ademds una molécula de ADN o ADNc aislada descrita anteriormente en la presente
memoria en la que la célula anfitriona se selecciona del grupo que consiste en células bacterianas (tal como E. coli),
células de levadura, células fiingicas, células de insecto y células animales. Las células animales adecuadas incluyen,
pero no estan limitadas a, células Vero, células HeLa, células Cos, células CV1 y varias células primarias de mamiferos.

Esta invencién proporciona ademds un método para producir un polipéptido que tiene la actividad bioldgica del
antigeno de membrana especifico de la préstata que comprende crecer las células anfitrionas de un sistema de vector
que contiene la secuencia del antigeno PSM en condiciones adecuadas que permitan la produccion del polipéptido y
la recuperacién del polipéptido asi producido.

Esta invencién proporciona una célula de mamifero que comprende una molécula de ADN que codifica un antigeno
PSM de mamiferos, tal como una célula de mamifero que comprende un pldsmido adaptado para la expresion en
una célula de mamifero, que comprende una molécula de ADN que codifica un antigeno PSM de mamiferos y los
elementos reguladores necesarios para la expresion del ADN en la célula de mamifero localizados respecto al ADN
que codifica el antigeno PSM de mamiferos de tal manera que permitan la expresion de éste.

Pueden utilizarse numerosas células de mamiferos como anfitriones, incluyendo, pero sin limitarse a, la célula de
fibroblastos de ratén NIH3T3, células CHO, células HeLa, células Ltk, células Cos, etc. Los plasmidos de expresion
tales como los descritos anteriormente pueden utilizarse para transfectar células de mamiferos mediante métodos co-
nocidos en la técnica tales como precipitacién con fosfato de calcio, electroporacién o el ADN que codifica el antigeno
PSM de mamiferos puede introducirse de otra manera en las células de mamiferos, por ejemplo, por microinyeccion,
para obtener células de mamiferos que comprenden ADN, por ejemplo ADNCc o un plasmido, que codifica un antigeno
PSM de mamiferos.

Esta invencién proporciona un método para determinar si un ligando puede unirse a un antigeno de membrana
especifico de la prostata de mamiferos que comprende poner en contacto una célula de mamifero que comprende una
molécula de ADN aislada que codifica un antigeno de membrana especifico de la préstata de mamiferos con el ligando
en condiciones que permitan la unién de ligandos al antigeno de membrana especifico de la prostata de mamiferos, y
determinar asf si el ligando se une al antigeno de membrana especifico de la prdstata de mamiferos.

En la presente memoria también se proporcionan ligandos unidos al antigeno PSM de mamiferos.

Mais atin, en la presente memoria también se proporciona un agente terapéutico que comprende un ligando iden-
tificado por el método descrito anteriormente y un agente citotéxico conjugado con éste. El agente citotdxico puede
ser un radioisétopo o una toxina. Los ejemplos de radiois6topos o toxinas son muy conocidos para el experto en la
técnica.

Los vehiculos aceptables desde un punto de vista farmacéutico son muy conocidos para el experto en la técnica.
Por ejemplo, dicho vehiculo aceptable desde un punto de vista farmacéutico puede ser disolucion salina fisioldgica.

También se proporciona por esta invencién un antigeno PSM de mamiferos purificado. Cuando se utiliza en la
presente memoria, la expresion “antigeno de membrana especifico de la prdstata purificado™ significa antigeno de
membrana especifico de la prdstata natural aislado o proteina (purificada a partir de la naturaleza o fabricada de
manera que la conformacién primaria, secundaria y terciaria y las modificaciones posteriores a la traduccién son
idénticas al material natural) asi como polipéptidos no naturales que tienen una conformacién estructural primaria (es
decir, secuencia continua de restos de aminodcidos). Dichos polipéptidos incluyen derivados y andlogos.

Esta invencién proporciona ademds un polipéptido codificado por la secuencia del 4cido nucleico de mamiferos
aislada del antigeno PSM.

Se piensa que pueden existir ligandos naturales que interaccionan con el antigeno PSM. Esta invencion proporciona
un método para identificar dicho ligando natural u otro ligando que puede unirse al antigeno PSM. Un método para
identificar el ligando comprende a) acoplar el antigeno PSM de mamiferos purificado a una matriz sélida, b) incubar la
proteina PSM de mamiferos purificada acoplada con los ligandos potenciales en condiciones que permitan la unién de
los ligandos y el antigeno PSM purificado; c) lavar el complejo del ligando y el antigeno PSM de mamiferos purificado
acoplado formado en b) para eliminar la unién no especifica y las impurezas y finalmente d) eluir el ligando del
antigeno PSM de mamiferos purificado unido. Las técnicas de acoplamiento de proteinas a una matriz s6lida son muy
conocidas en la técnica. Los ligandos potenciales pueden deducirse de la estructura del PSM de mamiferos o mediante
otros experimentos empiricos conocidos por los expertos en la técnica. Las condiciones de la unién también pueden
determinarse facilmente y los protocolos para llevar a cabo dichos experimentos estdn muy bien documentados (15).
El complejo ligando-antigeno PSM se lavard. Finalmente, el ligando unido se eluird y se caracterizard. Las técnicas
estandar de caracterizacion de ligandos son muy conocidas en la técnica.

El método anterior también puede utilizarse para purificar ligandos a partir de cualquier fuente bioldgica. Para
la purificacién de ligandos naturales en la célula, se utilizardn lisados celulares, suero u otras muestras biolégicas
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para incubarlas con el antigeno PSM de mamiferos unido a la matriz. El ligando natural especifico se identificard y
purificard como se ha descrito anteriormente.

Con la informacién de la secuencia de la proteina, pueden identificarse dreas antigénicas y pueden generarse
anticuerpos dirigidos frente a estas dreas y dirigidos al cdncer de préstata para obtener imdgenes del cancer o terapias.

Esta invencién proporciona un anticuerpo dirigido frente a la secuencia de aminoacidos de un antigeno PSM de
mamiferos.

Esta invencién proporciona un método para seleccionar regiones especificas en el antigeno PSM para generar
anticuerpos. La secuencia de la proteina puede determinarse a partir de la secuencia de ADN de PSM. Las secuencias
de aminodcidos pueden analizarse mediante métodos muy conocidos por los expertos en la técnica para determinar
si producen regiones hidrofébicas o hidrofilicas en las proteinas de las que forman parte. En el caso de proteinas de
las membranas celulares, se sabe que las regiones hidrofébicas forman la parte de la proteina que estd insertada en la
bicapa lipidica de la membrana celular, mientras que las regiones hidrofilicas estan localizadas en la superficie celular,
en un medio acuoso. Habitualmente, las regiones hidrofilicas seran mas inmunogénicas que las regiones hidrofébicas.
Por lo tanto, las secuencias de aminodcidos hidrofilicas pueden seleccionarse y utilizarse para generar anticuerpos
especificos frente al antigeno PSM de mamiferos. Por ejemplo, las secuencias hidrofilicas del antigeno PSM humano
mostradas en el gréfico de hidrofilicidad de la Figura 16 pueden seleccionarse facilmente. Los péptidos seleccionados
pueden prepararse utilizando equipos disponibles comercialmente. Como alternativa, el ADN, tal como un ADNc
o un fragmento de éste, puede clonarse y expresarse y recuperarse el polipéptido resultante y utilizarse como un
inmundgeno.

Pueden producirse anticuerpos policlonales frente a estos péptidos inmunizando animales utilizando los péptidos
seleccionados. Los anticuerpos monoclonales se preparan utilizando la tecnologifa del hibridoma fusionando células
B productoras de anticuerpos de animales inmunizados con células de mieloma y seleccionando la linea celular de
hibridoma resultante que produce el anticuerpo deseado. Alternativamente, los anticuerpos monoclonales pueden pro-
ducirse mediante técnicas in vitro conocidas por el experto en la técnica. Estos anticuerpos son ttiles para detectar
la expresion del antigeno PSM de mamiferos en animales vivos, en seres humanos, o en tejidos o fluidos bioldgicos
aislados de animales o seres humanos.

En una realizacién, se seleccionan los péptidos Asp-Glu-Leu-Lys-Ala-Glu (SEQ ID No. 35), Asn-Glu-Asp-Gly-
Asn-Glu (SEQ ID No. 36) y Lys-Ser-Pro-Asp-Glu-Gly (SEQ ID No. 37) del antigeno PSM humano.

Esta invencién proporciona ademads anticuerpos policlonales y monoclonales frente a los péptidos Asp-Glu-Leu-
Lys-Ala-Glu (SEQ ID No. 35), Asn-Glu-Asp-Gly-Asn-Glu (SEQ ID No. 36) y Lys-Ser-Pro-Asp-Glu-Gly (SEQ ID
No. 37).

Esta invencién proporciona un agente terapéutico que comprende anticuerpos o ligando (s) dirigidos frente al
antigeno PSM y un agente citotéxico conjugado con éste o enzimas unidas a anticuerpos que activan el profirmaco
para matar el tumor. El agente citotoxico puede ser un radioisétopo o una toxina.

Esta invencion proporciona una utilizaciéon de un anticuerpo monoclonal dirigido frente al péptido del antigeno
PSM de mamiferos para la preparacién de una composicién farmacéutica para obtener imagenes del cidncer de prdstata
en pacientes humanos, en la que dicho anticuerpo monoclonal es capaz de unirse a la superficie celular de la célula
del cancer de prostata y marcarse con un agente de imagen en condiciones que permitan la formacién de un complejo
entre el anticuerpo monoclonal y el antigeno de membrana especifico de la superficie celular de la prostata. El agente
de imagen es un radiois6topo tal como Indio'"". Esta invencién proporciona ademds un agente de imagen especifico
del cancer de préstata que comprende el anticuerpo dirigido frente al antigeno PSM y un radioisétopo conjugado con
éste.

Esta invencion también proporciona una composicién que comprende una cantidad de eficaz para la obtencién de
imagenes del anticuerpo dirigido frente al antigeno PSM y un vehiculo aceptable desde un punto de vista farmacéutico.
Los métodos para determinar cantidades eficaces para la obtencion de imdgenes son muy conocidos por el experto en
la técnica. Un método es mediante titulacion utilizando diferentes cantidades del anticuerpo.

Esta invencién proporciona ademds un inmunoensayo para determinar la cantidad del antigeno de membrana espe-
cifico de la préstata en una muestra biolégica que comprende las etapas de a) poner en contacto la muestra bioldgica
con al menos un anticuerpo dirigido frente al antigeno PSM para formar un complejo con dicho anticuerpo y el an-
tigeno de membrana especifico de la prdstata, y b) determinar la cantidad del antigeno de membrana especifico de la
prostata en dicha muestra bioldgica determinando la cantidad de dicho complejo. Un ejemplo de la muestra bioldgica
es una muestra de suero.

Esta invencion proporciona un método para purificar antigeno de membrana especifico de la prostata de mamiferos
que comprende las etapas de a) acoplar el anticuerpo dirigido frente al antigeno PSM a una matriz sélida; b) incubar el
anticuerpo acoplado de a) con lisado que contiene el antigeno de membrana especifico de la prdstata en la condicién
en la que puedan unirse el anticuerpo y el antigeno de membrana especifico de la préstata; ¢) lavar la matriz sélida
para eliminar impurezas y d) eluir el antigeno de membrana especifico de la préstata del anticuerpo acoplado.
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Esta invencién también proporciona un mamifero transgénico no humano que comprende la molécula de acido
nucleico aislada que codifica un antigeno PSM de mamiferos. Esta invencién proporciona ademds un mamifero trans-
génico no humano cuyo genoma comprende ADN antisentido complementario al ADN que codifica un antigeno de
membrana especifico de la préstata de mamiferos situado de manera que se transcribe en ARNm antisentido comple-
mentario al ARNm que codifica el antigeno de membrana especifico de la préstata y que hibrida con el ARNm que
codifica el antigeno especifico de la prostata reduciendo asi su traduccion.

Los sistemas de modelos animales que esclarecen los papeles fisiolgicos y funcionales del antigeno PSM de
mamiferos se producen creando animales transgénicos en los que la expresion del antigeno PSM estd incrementada o
disminuida o la secuencia de aminoacidos del antigeno PSM expresado esta alterada mediante diferentes técnicas. Los
ejemplos de estas técnicas incluyen, pero no estdn limitados a: 1) Insercién de versiones normales o mutantes del ADN
que codifica un antigeno PSM de mamiferos, mediante microinyeccidn, electroporacion, transfeccién retroviral u otros
medios muy conocidos para los expertos en la técnica, en embriones no humanos apropiados fertilizados con el fin de
producir un animal transgénico no humano (16) o 2) Recombinacién homéloga (17) de versiones mutantes o normales,
humanas o animales de estos genes con el locus del gen nativo en animales transgénicos para alterar la regulacion de
la expresion o la estructura de estas secuencias del antigeno PSM. La técnica de recombinacién homéloga es muy
conocida en la técnica. Reemplaza el gen nativo con el gen insertado y de esta manera es Util para producir un animal
que no puede expresar el antigeno PSM nativo pero que expresa, por ejemplo, un antigeno PSM mutante insertado que
ha reemplazado el antigeno PSM nativo en el genoma del animal por recombinacion, lo que resulta en una expresién
menor del transportador. La microinyeccion afiade genes al genoma, pero no los elimina, y de esta manera es util
para producir un animal que expresa antigenos PSM propios y afladidos, lo que resulta en una sobreexpresion de los
antigenos PSM.

Un medio disponible para producir un animal transgénico no humano con un ratén como ejemplo, es como sigue:
Se aparean ratones hembra y los huevos fertilizados resultantes se extraen de sus oviductos. Los huevos se almacenan
en un medio apropiado tal como medio M2 (16). Se purifica el ADN o ADNc que codifica el antigeno PSM de mami-
feros a partir de un vector mediante métodos muy conocidos en la técnica. Pueden fusionarse promotores inducibles
con la regidén codificadora del ADN para proporcionar un medio experimental para regular la expresion del transgén.
Alternativamente o ademads, pueden fusionarse elementos reguladores especificos de tejido con la regién codificadora
para permitir la expresion especifica de tejido del transgén. E1 ADN, en una disolucién tamponada apropiada, se pone
en una aguja de microinyeccién (que puede obtenerse por tubo capilar utilizando una pipet puller) y el huevo que se
va a inyectar se pone en un portaobjetos con depresion. La aguja se inserta en el prontcleo del huevo, y se inyecta la
disolucién de ADN. El huevo inyectado se transfiere al oviducto de un ratén pseudoprefiado (un ratén estimulado con
las hormonas apropiadas para mantener la gestacion pero que no estd realmente prefiado), desde donde se va al utero,
se implanta y se desarrolla a término. Como se ha indicado anteriormente, la microinyeccién no es el inico método
para insertar ADN en la célula del huevo y se utiliza aqui s6lo para fines ejemplares.

Otra utilizacién de la secuencia del antigeno PSM es aislar un gen o genes homoélogos en diferentes mamiferos.
El gen o los genes pueden aislarse mediante cribado de baja astringencia bien de ADNc o de bibliotecas genémicas
de diferentes mamiferos utilizando sondas de la secuencia de PSM. Los clones positivos identificados se analizardn
adicionalmente mediante técnicas de secuenciacion de ADN que son muy conocidas para el experto en la técnica. Por
ejemplo, la deteccién de miembros de la familia de proteinas serina quinasa por sondeo de homologia (18).

Esta invencién proporciona una utilizacién de una molécula de ADN que codifica un antigeno de membrana es-
pecifico de la préstata unido de manera operativa a un elemento regulador en posicioén 5’ para la preparacion de una
composicién farmacéutica para suprimir o modular la capacidad metastasica de las células del tumor de préstata, el
crecimiento del tumor de prostata o eliminar las células del tumor de préstata, en la que dicha composicién farmacéu-
tica se introduce en las células de manera que la expresion del antigeno de membrana especifico de la prostata esta
bajo el control del elemento regulador, suprimiendo o modulando asi la capacidad metastésica de las células del tumor
de prostata, el crecimiento del tumor de préstata o eliminando las células del tumor de préstata. El sujeto puede ser
un mamifero o mds especificamente un ser humano. En una realizacién, la molécula de ADN que codifica el antigeno
de membrana especifico de la préstata unido de manera operativa a un elemento regulador en posicién 5’ forma parte
de un vector de transferencia que se inserta en una célula u organismo. Ademas, el vector es capaz de replicarse y ex-
presar el antigeno de membrana especifico de la préstata. La molécula de ADN que codifica el antigeno de membrana
especifico de la préstata puede integrarse en un genoma de una célula eucariota o procariota o en una célula anfitriona
que contiene y/o expresa un antigeno de membrana especifico de la prostata.

Ademéds, la molécula de ADN que codifica un antigeno de membrana especifico de la préstata puede introducirse
mediante un vehiculo bacteriano, viral, fingico, animal o liposomal. También estdn disponibles otros medios y son
conocidos por el experto en la técnica.

Ademds, la molécula de ADN que codifica un antigeno de membrana especifico de la préstata unido de manera
operativa a un promotor o amplificador. Se han descrito varios vectores virales incluyendo los construidos a partir de
varios promotores y otros elementos reguladores obtenidos a partir de fuentes virales. Los promotores consisten en
series cortas de secuencias de 4cido nucleico que interaccionan especificamente con proteinas celulares implicadas en
la transcripcion. La combinacion de diferentes secuencias de reconocimiento y la concentracion celular de los factores
de transcripcion conocidos determina la eficacia con la que un gen se transcribe en un tipo particular de célula.
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Los ejemplos de promotores adecuados incluyen un promotor viral. Los promotores virales incluyen: promotor de
adenovirus, un promotor del virus simio 40 (SV40), un promotor del citomegalovirus (CMV), un promotor del virus
del tumor mamario de ratén (MMTV), un promotor del virus de la leucemia murina de Malony, un promotor del virus
del sarcoma murino y un promotor del virus del sarcoma de Rous.

Ademds, otro promotor adecuado es un promotor de choque térmico. Ademads, un promotor adecuado es un pro-
motor de bacteriéfago. Los ejemplos de promotores de bacteriéfagos adecuados incluyen, pero no estan limitados a,
promotor T7, promotor T3, promotor SP6, promotor lambda y promotor de baculovirus.

También es adecuado como promotor un promotor de células animales tales como un promotor de interferén,
un promotor de metalotioneina, y un promotor de inmunoglobulina. Un promotor flingico también es un promotor
adecuado. Los ejemplos de promotores flingicos incluyen, pero no estan limitados a, un promotor ADC1, un promotor
ARG, un promotor ADH, un promotor CYC1, un promotor CUP, un promotor ENO1, un promotor GAL, un promotor
PHO, un promotor PGK, un promotor GAPDH, un promotor de factor tipo apareamiento. Ademds, también son
adecuados los promotores de células de plantas y de células de insectos para los métodos descritos en la presente
memoria.

Esta invencién proporciona una utilizacién de una molécula de ADN que codifica un antigeno de membrana es-
pecifico de la préstata unido de manera operativa a un elemento regulador en posicién 5’ acoplado con un ADN
terapéutico para la preparacién de una composicién farmacéutica para suprimir o modular la capacidad metastasica de
las células del tumor de prostata, el crecimiento del tumor de préstata o eliminar las células del tumor de prostata, en
la que dicha composicién farmacéutica se introduce en una célula tumoral de un sujeto, suprimiendo o modulando asi
la capacidad metastésica de las células del tumor de préstata, el crecimiento del tumor de préstata o eliminando las
células del tumor de proéstata. El sujeto puede ser un mamifero o mas especificamente un ser humano.

Ademds, el ADN terapéutico que estd acoplado a la molécula de ADN que codifica un antigeno de membrana
especifico de la préstata unido de manera operativa a un elemento regulador en posicién 5’ en una célula tumoral
puede codificar una citoquina, antigeno viral, o una enzima que activa el profdrmaco. También estin disponibles otros
medios y son conocidos para el experto en la técnica.

La citoquina utilizada puede ser interleuquina-2, interleuquina-12, interferén alfa, beta o gamma, factor estimulante
de las colonias granulocito-macréfago u otros factores inmunitarios.

Ademds, esta invencion proporciona una célula tumoral de prdstata que comprende una molécula de ADN aislada
a partir de dcido nucleico de mamiferos que codifica un antigeno de membrana especifico de la prdstata de mamife-
ros bajo el control de un antigeno de membrana especifico de la préstata unido de manera operativa a un elemento
regulador en posicién 5°.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, las moléculas de ADN incluyen ADN complementario (ADNc),
ADN sintético y ADN gendmico.

Esta invencién proporciona una vacuna terapéutica para prevenir el crecimiento del tumor de préstata humano o la
estimulacion de células tumorales de prdstata en un sujeto. Dicha vacuna terapéutica y un vehiculo aceptable desde un
punto de vista farmacéutico pueden administrarse en una cantidad eficaz a la célula de la prdstata, previniendo asi el
crecimiento del tumor o la estimulacién de las células tumorales en el sujeto. También estdn disponibles otros medios
y son conocidos para el experto en la técnica.

Esta invencién proporciona un método para detectar células tumorales hematdgenas micrometastasicas de un suje-
to, que comprende (A) realizar la reaccion en cadena de la polimerasa anidada (PCR) en muestras de sangre, médula
dsea o nddulo linfatico del sujeto utilizando los cebadores del antigeno de membrana especifico de la préstata, y (B)
verificar las micrometastasis mediante secuenciacion de ADN y andlisis Southern, detectando asi células tumorales
hematdgenas micrometastasicas del sujeto. El sujeto puede ser un mamifero o mas especificamente un ser humano.

La célula tumoral micrometastdsica puede ser un cancer de préstata y los cebadores de ADN pueden obtenerse
a partir del antigeno especifico de la préstata. Ademads, se puede administrar al sujeto simultdneamente una cantidad
eficaz de hormonas con el fin de incrementar la expresion del antigeno de membrana especifico de la préstata.

Esta invencién proporciona una utilizacién de una molécula de ADN que codifica un antigeno de membrana es-
pecifico de la préstata unido de manera operativa a un elemento regulador en posicién 5° para la preparacién de una
composicion farmacéutica para eliminar la respuesta mitogénica debida a la transferrina, en la que dicha composicién
farmacéutica se introduce en una célula tumoral, la expresién de cuyo gen estd asociada directamente con un efecto
patolégico definido en un organismo multicelular, eliminando asi la respuesta mitogénica debida a la transferrina. La
célula tumoral puede ser una célula de la préstata.
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Detalles experimentales
Primera Serie de Experimentos
Materiales y Métodos

El método para clonar el gen implica la purificacién del antigeno en grandes cantidades por inmunoprecipitacion
y la microsecuenciacion de varios péptidos internos para utilizarlos para sintetizar cebadores de oligonucleé6tidos
degenerados para su utilizacion posterior en la reaccién en cadena de la polimerasa (19,20). Un ADNc parcial se
amplificé como un producto de PCR y se utilizé6 como una sonda homéloga para clonar la molécula de ADNc de
longitud completa a partir de una biblioteca de plasmidos de ADNc de la linea celular LNCaP (Adenocarcinoma de
Prostata) (8). Experimentos previos mostraron que el anticuerpo CYT-356 (9) no era capaz de detectar el antigeno
producido en bacterias debido a que el epitopo era la parte glicosilada del antigeno PSM y esto necesitaba un método
mas dificil y complejo.

Andlisis Western del Antigeno PSM

Se aislaron proteinas de membrana a partir de células mediante lisis hipoténica seguida de centrifugacién en un
gradiente de densidad de sacarosa (21). Se sometieron a electroforesis 10-20 ug de proteinas de membrana de LNCaP,
DU-145 y PC-3 en un gel SDS-PAGE al 10% con un gel concentrador al 4% a 9-10 miliamperios durante 16-18 horas.
Las proteinas se electrotransfirieron a membranas PVDF (Millipore® Corp.) en tampén de transferencia (48 mM Tris
base, 39 mM Glicina, 20% Metanol) a 25 voltios toda la noche a 4°C. Las membranas se bloquearon en TSB (0,15
M NacCl, 0,01 M Tris base, 5% BSA) durante 30 minutos a temperatura ambiente seguido de incubacién con 10-15
ug/ml de anticuerpo monoclonal CYT-356 (Cytogen Corp.) durante 2 horas. Las membranas se incubaron con 10-15
pg/ml de inmunoglobulina anti-ratén de conejo (Accurate Scientific) durante 1 hora a temperatura ambiente seguido
de incubacién con '*I-Proteina A (Amersham®) a 1x10° cpm/ml a temperatura ambiente. Las membranas se lavaron
y se sometieron a autorradiografia durante 12-24 horas a -70°C (Figura 1).

Andlisis Inmunohistoquimico de la Expresion del Antigeno PSM

Se utiliz6 el método avidina-biotina de deteccién inmunohistoquimica para analizar la expresién del Antigeno
PSM tanto en secciones de tejido como en lineas celulares humanas (22). Se fijaron secciones de tejido de prdstata
cortadas con criostato (espesor de 4-6 um) en metanol/acetona durante 10 minutos. Se hicieron citocentrifugados
de células en portaobjetos de vidrio utilizando 50.000 células/100 ul/portaobjetos. Las muestras se trataron con 1%
perdxido de hidrogeno en PBS durante 10-15 minutos con el fin de eliminar cualquier actividad peroxidasa endégena.
Las secciones de tejido se lavaron varias veces en PBS, y se incubaron con el suero supresor apropiado durante 20
minutos. El suero supresor se elimind y las secciones o células se incubaron con el anticuerpo monoclonal CYT-356
diluido durante 1 hora. Las muestras se lavaron con PBS y se incubaron secuencialmente con anticuerpos secundarios
(inmunoglobulinas de caballo o cabra, dilucién 1:200 durante 30 minutos) y con complejos avidina-biotina (dilucién
1:25 durante 30 minutos). DaB se utiliz6 como cromdgeno seguido de contratincién con hematoxilina y montaje. En
cada experimento se utilizaron como controles secciones congeladas de muestras de prostata y citocentrifugados de
células duplicados. Como control positivo, se utilizé el anticuerpo monoclonal anti-citoqueratina CAM 5.2 siguiendo
el mismo proceso descrito anteriormente. Se considerd que las secciones de tejido expresaban el antigeno PSM si al
menos un 5% de las células demostraba inmunorreactividad. Nuestro sistema de puntuacién es como sigue: 1 = <5%;
2 =5-19%; 3 = 20-75%; y 4 = >75% de células positivas. La homogeneidad frente a la heterogeneidad se determiné
evaluando las células positivas y negativas en 3-5 campos de microscopio 6ptico de alta potencia (400x), registrando
el porcentaje de células positivas en 100-500 células. La intensidad de la inmunotincién se clasificé en una escala 1+
a 4+, en la que 1+ representa suave, 2-3+ representa moderada, y 4+ representa inmunotincidn intensa respecto a los
controles positivos.

Inmunoprecipitacion del Antigeno PSM

Células LNCaP confluentes en un 80% en placas de cultivo de 100 mm se mantuvieron en medio RPMI sin
metionina durante 2 horas, después de las cuales se afiadié *S-Metionina a 100 uCi/ml y las células se crecieron
durante 16-18 horas mas. Las células se lavaron y se lisaron mediante la adicién de 1 ml de tampdn de lisis (1% Triton
X-100, 50 mM Hepes pH 7,5, 10% glicerol, 150 mM MgCl,, 1 mM PSF y 1 mM EGTA) con incubacién durante 20
minutos a 4°C. Los lisados se aclararon previamente mezcldndolos con células Pansorbin® (Calbiochem®) durante 90
minutos a 4°C. Los lisados celulares se mezclaron con lechos de Proteina A Sefarosa® CL-4B (Pharmacia®) unidos
previamente a anticuerpo CYT-356 (Cytogen Corp.) y anticuerpo RAM (Accurate Scientific) durante 3-4 horas a
4°C. Se utilizaron 12 ug de anticuerpo por 3 mg de lechos por placa de cultivo. Los lechos se lavaron con tampén
HNTG (20 mM Hepes pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,1% Triton X-100, 10% glicerol y 2 mM Ortovanadato de Sodio), se
resuspendieron en tampdn de carga de la muestra que contiene S-mercaptoetanol, se desnaturalizaron a 95°C durante
5-10 minutos y se corrieron en un gel SDS-PAGE al 10% con un gel concentrador al 4% a 10 miliamperios toda la
noche. Los geles se tifieron con Azul de Coomasie, se destifieron con 4cido acético/metanol y se secaron en un secador
de vacio a 60°C. Los geles se autorradiografiaron durante 16-24 horas a -70°C (Figura 2 A-D).
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Inmunoprecipitacion a Gran Escala y Secuenciacion Peptidica

El proceso descrito anteriormente para la inmunoprecipitacion se repitié con 8 placas de cultivo confluentes que
contienen aproximadamente 6x107 células LNCaP. El producto de la inmunoprecipitacién se reunid y se cargé en dos
carriles de un gel SDS-PAGE al 10% y se sometio a electroforesis a 9-10 miliamperios durante 16 horas. Las proteinas
se electrotransfirieron a membranas de Nitrocelulosa BA-85 (Scheleicher y Schuell®) durante 2 horas a 75 voltios a
4°C en tampon de transferencia. Las membranas se tifieron con Rojo Ponceau para visualizar las proteinas y se cortd
la banda de proteina de 100 kD, se solubilizé y se digirié proteoliticamente con tripsina. Se realizé HPLC en la mues-
tra digerida en un Applied Biosystems Modelo 171C y los picos peptidicos claramente dominantes se seleccionaron
y se secuenciaron mediante degradacién de Edman modificada en un Microsecuenciador Proteina/Péptido Applied
Biosystems Modelo 477A modificado (23). Los datos de secuenciacién de todos los péptidos estdn incluidos en este
documento. Intentamos secuenciar el extremo amino terminal del antigeno PSM mediante un método similar que im-
plicaba purificar el antigeno mediante inmunoprecipitacién y transferir mediante electrotransferencia a una membrana
PVDF (Millipore®). Se analiz6 la protefna en un Secuenciador Proteina/Péptido Applied Biosystems Modelo 477A y
se vio que el extremo amino terminal estaba blogueado y, por lo tanto, no se pudo obtener ningtin dato de la secuencia
mediante esta técnica.

Secuencias Peptidicas del Antigeno PSM:
2T17 #5 SLYES(W)TK (SEQ ID No.3)
2T22 #9 (S)YPDGXNLPGG(g)VQR (SEQ ID No. 4)
2T26 #3 FYDPMFK (SEQ ID No. 5)
2T27 #4 IYNVIGTL(K) (SEQ ID No. 6)
2T34#6 FLYXXTQIPHLAGTEQNFQLAK (SEQ ID No. 7)
2T35 #2 G/PVILYSDPADYFAPD/GVK (SEQ ID No. 8,9)
2T38 #1 AFIDPLGLPDRPFYR (SEQ ID No. 10)
2T46#8 YAGESFPGIYDALFDIESK (SEQ ID No. 11)
2T47 #7 TILFAS(W)DAEEFGXX(q)STE(e)A(E)..(SEQ ID No. 12)
Notas: X significa que no se pudo identificar ningtin resto en esa posicién. Mayuscula indica identificacién pero
con un nivel de confianza menor. (letra mintiscula) significa resto presente pero en niveles muy bajos...indica que la

secuencia continta pero que estd por debajo del limite de deteccion.

Se verific6 que todas estas secuencias peptidicas eran tnicas después de una investigacién de homologia completa
de la base de datos informdtica GenBank traducida.

PCR Degenerada

Se sintetizaron cebadores de oligonucledtidos con sentido y antisentido degenerados no fosforilados en posicién
5’ de 17 a 20 nucleétidos de longitud correspondientes a partes de los péptidos anteriores en un Sintetizador Applied
Biosystems Modelo 394A. Estos cebadores tienen de 32 a 144 degeneraciones. Los cebadores utilizados se muestran
a continuacion. Los aminodcidos subrayados en los péptidos representan los restos utilizados en el disefio de los
cebadores.

Péptido 3: FYDPMFK (SEQ ID No. 5)

Cebador PSM “A” TT(C o T)-TA(C o T)-GA(C o T)-CCX-ATG-TT (SEQ ID No. 13)
Cebador PSM “B” AAC-ATX-GG(A o G)-TC(A o G)-TA(A o G)-AA (SEQ ID No. 14)

El cebador A es un cebador con sentido y el B es anti-sentido. La degeneracién es 32 veces.

Péptido 4: IYNVIGTL(K) (SEQ ID No. 6)

Cebador PSM “C” AT(T o C 0 A)-TA(T 0 C)-AA(T o C) GTX-AT(T o C 0 A)-GG (SEQ ID No. 15)
Cebador PSM “D” CC (A o T 0 G)-ATX-AC (G 0 A)-TT (A 0 G)-TA (A 0 G o T)-AT (SEQ ID No. 16)

El cebador C es un cebador con sentido y el D es anti-sentido. La degeneracién es 144 veces.
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Péptido 2: G/PVILYSDPADYFAPD/G VK (SEQ ID No. 8,9)

Cebador PSM “E” CCX-GCX-GA(T o C)-TA(T o C)-TT(T o C)-GC (SEQ ID No. 17)
Cebador PSM “F” GC(G 0 A)-AA(A o G)-TA(A o G)-TXC-GCX-GG (SEQ ID No. 18)

El cebador E es un cebador con sentido y el F es un cebador anti-sentido. La degeneracidn es 128 veces.

Péptido 6: FLYXXTQIPHLAGTEONFOLAK (SEQ ID No. 7)

Cebador PSM “T” ACX-GA(A o G)-CA(A 0 G)-AA (T 0 C)-TT(T 0 C)-CA(A 0 G)-CT  (SEQ ID No. 19)
Cebador PSM “J” AG-(T o C)TG-(A o G)AA-(A 0 G)TT-(T o C) TG-(T o C) TC-XGT (SEQ ID No. 20)
Cebador PSM “K” GA(A o G)-CA (A o G)-AA (T o C)-TT(T o C) CA(A 0 G)-CT (SEQ ID No. 21)
Cebador PSM “L” AG-(T o C)TG-(A o G)AA-(A o G)TT-(T o C)TG-(T o C)TC (SEQ ID No. 22)

Los cebadores I y K son cebadores con sentido y J y L son anti-sentido. I y J tienen degeneraciones de 128 veces
y Ky L tienen una degeneracién de 32 veces.

Péptido 7: TILFAS(W)DAEEFGXX(q)STE(e)A(E)... (SEQ ID No. 12)

Cebador PSM “M” TGG-GA(T o C)-GCX-GA(A o G)-GA(A o G)-TT(C o T)-GG (SEQ ID No. 23)
Cebador PSM “N” CC-(G o0 A)AA-(T o C)TC~(T o C)TC-XGC-(A o G)TC-CCA (SEQ ID No. 24)
Cebador PSM “O” TGG-GA(T o C)-GCX-GA(A o G)-GA(A o G)-TT (SEQ ID No. 25)
Cebador PSM “P” AA-(T o C)TC-(T o C)TC-XGC-(A o G)TC-CCA (SEQ ID No. 26)

Los cebadores M y O son cebadores con sentido y N y P son anti-sentido. M y N tienen degeneraciones de 64
veces y O y P tienen una degeneracién de 32 veces.

Se realiz6 PCR degenerada utilizando un ciclador térmico de ADN Perkin-Elmer Modelo 480. Se prepar6 el molde
de ADNCc para PCR a partir de ARNm de LNCaP que se aislé6 mediante métodos estdndar de cromatografia en oligo
dT (Collaborative Research). La sintesis de ADNCc se llevé a cabo como sigue:

4,5 ul LNCap poli A + ARN (2 ug)

1,0 ul Cebadores oligo dT (0,5 ug)

4,5 ul dH,0

10 ul

Incubar a 68°C x 10 minutos.

Enfriar rdpidamente en hielo x 5 minutos.

Anadir:

4 ul 5x Tampén RT

2ul0,1 MDTT

1 pul 10 mM dNTS

0,5 ul RNasina (Promega)

1,5 ul dH,0

19 ul
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Incubar durante 2 minutos a 37°C.

Afiadir 1 pl de Transcriptasa Inversa Superscript® (Gibco®-BRL)

Incubar durante 1 hora a 37°C.

Aifadir 30 ul de dH,O0.

Utilizar 2 ul por reaccién de PCR.

Las reacciones de PCR degenerada se optimizaron variando las temperaturas de hibridacidn, las concentraciones
de Mg++, concentraciones de cebador, composicién del tampén, tiempos de extensién y nimero de ciclos. Nuestro
perfil del ciclador térmico 6ptimo fue: Desnaturalizacién a 94°C x 30 segundos, Hibridacién a 45-55°C durante 1
minuto (dependiendo de la T, media de los cebadores utilizados) y Extensién a 72°C durante 2 minutos.

5 ul 10 x Tampén PCR*

5 ul 2,5 mM mezcla de INTP

5 ul Mezcla de Cebadores (que contiene 0,5-1,0 ug de cada cebador con sentido y anti-sentido)

5 ul 100 mM B-mercaptoetanol

2 pl molde ADNc de LNCaP

5 ul 25 mM MgCl, (2,5 mM final)

21 ul dH,0

2 ul Polimerasa Taq diluida (0,5 U/ul)

50 u1 volumen total

Los tubos se cubrieron con 60 ul de aceite mineral ligero y se amplificaron durante 30 ciclos. Los productos de
PCR se analizaron sometiendo a electroforesis 5 ul de cada muestra en un gel de agarosa al 2-3% seguido de tincién

con bromuro de etidio y fotografia.

*10 x Tampon PCR

166 mM NH,SO,

670 mM Tris, pH 8,8

2 mg/ml BSA

En la Figura 5 se muestran fotografias representativas que muestran productos de PCR.
Clonacion de los Productos de PCR

Con el fin de analizar adicionalmente estos productos de PCR, estos productos se clonaron en un vector plas-
midico adecuado utilizando “Clonacién TA” (Invitrogen® Corp.). La estrategia de clonacién utilizada aqui es ligar
directamente los productos de PCR en un vector plasmidico que posee restos T protuberantes en el sitio de inser-
cion, explotando el hecho de que la polimerasa Taq deja restos A protuberantes en los extremos de los productos
de PCR. Las mezclas de ligacién se transforman en células E. coli competentes y las colonias resultantes se crecen,
se aisla el ADN plasmidico mediante el método de lisis alcalina (24) y se criban mediante andlisis de restriccién
(Figura 6 A-B).

Secuenciacion del ADN de los Productos de PCR

Los clones TA de los productos de PCR se secuenciaron mediante el método didesoxi (25) utilizando Secuenasa
(U.S. Biochemical). Se desnaturalizaron 3-4 ug de cada ADN plasmidico con NaOH y se precipitaron con etanol.
Las reacciones de marcaje se llevaron a cabo segin las recomendaciones del fabricante utilizando **S-ATP y las
reacciones se terminaron segtin el mismo protocolo. Los productos de la secuenciacién se analizaron en geles de 6%
poliacrilamida/7M Urea utilizando un equipo de secuenciacién IBI. Los geles se corrieron a 120 vatios durante 2
horas. Después de la electroforesis, los geles se fijaron durante 15-20 minutos en 10% metanol/10% acido acético, se
transfirieron a papel Whatman 3MM vy se secaron en un secador de vacio Biorad® a 80°C durante 2 horas. Los geles
se autorradiografiaron a temperatura ambiente durante 16-24 horas. Con el fin de determinar si los productos de PCR
eran los clones correctos, analizamos las secuencias obtenidas en los extremos 5’ y 3° de las moléculas buscando las
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secuencias de cebadores correctas, asi como secuencias adyacentes que correspondian a las partes de los péptidos no
utilizadas en el disefio de los cebadores.

Se confirmé que IN-20 era correcto y representa un ADNc parcial del gen de PSM. En esta reaccién de PCR, se
utilizaron los cebadores I y N. La secuencia de ADN que obtuvimos leyendo desde el cebador I fue:

ACG GAG CAA AACTTT CAG CTT GCA AAG (SEQ ID No. 30)
TEQNFOLAK (SEQ ID No. 31)

Los aminodcidos subrayados eran la parte del péptido 6 que se utiliz6 para disefiar este cebador con sentido y los
demds aminoécidos que coinciden con los presentes en nuestro péptido confirman que este extremo de la molécula
representa la proteina correcta (antigeno PSM).

Cuando analizamos el otro extremo de la molécula leyendo desde el cebador N, la secuencia fue:
CTC TTC GGC ATC CCA GCT TGC AAA CAA AAT TGT TCT (SEQ ID No. 32)

Debido a que ésta representa la secuencia de ADN anti-sentido, se necesita mostrar la secuencia con sentido
complementaria con el fin de encontrar nuestro péptido.

Secuencia con Sentido:
AGA ACA ATT TTG TTT GCA AGC TGG GAT GCC AAG GAG (SEQ ID No. 33)
RTILFASWDAEE (SEQ ID No. 34)

Los aminodcidos subrayados aqui representan la parte del péptido 7 utilizada para crear el cebador N. Todos los
aminodcidos en posicién 5’ respecto a este cebador son correctos en el clon IN-20, conforme con los aminodcidos
encontrados en el péptido 7. La secuenciacién de ADN adicional nos permitié identificar la presencia de nuestros
demads péptidos PSM en la secuencia de ADN de nuestro clon positivo.

Se vio que la secuencia de ADN de este ADNc parcial era tinica cuando se cribo la base de datos informatizada
GenBank.

Construccion de la Biblioteca de ADNc 'y Clonacion de ADNc de PSM de Longitud Completa

Se construy6 una biblioteca de ADNCc a partir d¢ ARNm de LNCaP utilizando el sistema de pldsmido Superscript®
(BRL®-Gibco). La biblioteca se transformé utilizando células DH5-a competentes y se plaquearon en placas de 100
mm que contienen LB mdas 100 ug/ml de Carbenicilina. Las placas se crecieron toda la noche a 37°C y las colonias
se transfirieron a filtros de nitrocelulosa. Los filtros se procesaron y se cribaron segin Grunstein y Hogness (26),
utilizando nuestra sonda homdloga de ADNc parcial de 1,1 kb que se marcé radiactivamente con **P-dCTP mediante
cebado aleatorio (27). Se obtuvieron ocho colonias positivas que después de andlisis de restriccién y secuenciacién
de ADN se vio que representaban moléculas de ADNc de longitud completa que codifican el antigeno PSM. En la
Figura 7 se muestra un autorradiograma que muestra el tamafo de las moléculas de ADNc representadas en nuestra
biblioteca y en la Figura 8 se muestra los andlisis de restriccién de varios clones de longitud completa. La Figura 9 es
un andlisis Southern plasmidico de las muestras de la Figura 8, que muestra que todas hibridan con la sonda de ADNc
parcial de 1,1 kb.

Tanto el ADNc como el antigeno se cribaron en la base de datos GenBank (Proyecto del Genoma Humano) y se
vio que eran Unicas.

Andlisis Northern de la Expresion Génica de PSM

Los andlisis Northern (28) del gen de PSM han mostrado que la expresion estd limitada a la préstata y al carcinoma
de prostata.

Se desnaturalizaron muestras de ARN (bien 10 ug de ARN total 6 2 ug de poli A+ARN) y se sometieron a elec-
troforesis en geles de 1,1% agarosa/formaldehido a 60 miliamperios durante 6-8 horas. E1 ARN se transfiri6 a mem-
branas de nilén Nytran® (Schleicher y Schuell®) mediante transferencia por presién en 10 x SSC con un Posi-blotter
(Stratagene®). E1 ARN se entrecruzé con las membranas utilizando un Stratalinker (Stratagene®) y posteriormente se
introdujeron en un horno a vacio a 80°C durante 2 horas. Las tranferencias se pre-hibridaron a 65°C durante 2 horas
en disolucién de prehibridacién (BRL®) y posteriormente se hibridaron durante 16 horas en tampén de hibridacién
(BRL®) que contiene 1-2 x 10° cpm/ml de sonda de ADNc cebada aleatoriamente marcada con *P. Las membranas
se lavaron dos veces en 1 x SSPE/1% SDS y dos veces en 0,1 x SSPE/1% SDS a 42°C. Las membranas se secaron al
aire y se autorradiografiaron durante 12-36 horas a -70°C.
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Andlisis por PCR de la Expresion Génica de PSM en Tejidos de Préstata Humanos

La PCR se realiz6 en 15 muestras de prdstata humana para determinar la expresion génica de PSM. Se utilizaron
cinco muestras de tejido de prostata normal, de hiperplasia prostdtica benigna y de cancer de préstata (histologia
confirmada por MSKCC Pathology Department).

Se transcribieron inversamente 10 ug de ARN total de cada muestra para obtener molde de ADNc como se ha
descrito previamente en la seccion IV. Los cebadores utilizados correspondian a los extremos 5’ y 3’ de nuestro ADNc
parcial de 1,1 kb, IN-20, y por lo tanto el tamafio esperado de la banda amplificada es 1,1 kb. Debido a que la T,
de nuestros cebadores es 64°C hibridamos los cebadores en nuestra PCR a 60°C. La PCR se llevé a cabo durante 35
ciclos utilizando las mismas condiciones que las descritas previamente en la seccién I'V.

Se incluyeron como control positivo LNCaP y H26 -LNCaP transfectada con Ras (29) y DU-145 como control
negativo. 14/15 muestras amplificaron claramente la banda de 1,1 kb y por lo tanto expresan el gen.

Resultados Experimentales

Se ha identificado el gen que codifica el antigeno PSM de 100 kD. La secuencia de ADNc completa se muestra en
la Secuencia ID #1. Debajo de esta secuencia de 4cido nucleico estd la secuencia de aminodcidos traducida predicha.
El nimero total de aminodcidos es 750, ID #2. La hidrofilicidad de la secuencia proteica predicha se muestra en la
Figura 16. En la Figura 17 se muestran tres péptidos con el mayor punto de hidrofilicidad. Son: Asp-Glu-Leu-Lys-
Ala-Glu (SEQ ID No. 35); Asn-Glu-Asp-Gly-Asn-Glu (SEQ ID No. 36) y Lys-Ser-Pro-Asp-Glu-Gly (SEQ ID No.
37).

Mediante el método de Klein, Kanehisa y DeLisi, se identific6 un dominio de membrana especifico. La secuencia
es desde el aminodcido #19 hasta el aminodcido #44: Ala-Gly-Ala-Leu-Val-Leu-Ala-Gly-Gly-Phe-Phe-Leu-Leu-Gly-
Phe-Leu-Phe (SEQ ID No. 38).

Este dominio de membrana predicho se procesé en PC Gene (programa informadtico). Estos datos permiten la
prediccién de dominios de membrana externos e internos del antigeno PSM que ayudan en el disefio de anticuerpos
para utilizarse en la seleccién y obtencidn de imédgenes del cancer de prdstata.

Cuando la secuencia del antigeno PSM se compar6 con otras secuencias conocidas del GeneBank, se vio homologia
entre la secuencia del antigeno PSM y la secuencia del receptor de la transferrina. Los datos se muestran en la Figura
18.

Discusiones Experimentales
Utilizaciones Potenciales del Antigeno PSM:
1. Deteccion de tumores
Microscépico:

La designacion sin ambigiiedad de tumores puede lograrse mediante la utilizacién de sondas para diferentes an-
tigenos. En el caso del cancer de préstata, puede resultar beneficiosa la sonda del antigeno PSM. Por lo tanto, PSM
puede utilizarse para fines diagndsticos y esto se podria conseguir a nivel microscépico mediante hibridacién in situ
utilizando sondas con sentido (control) y antisentido obtenidas de la regién codificadora del ADNc clonado por los so-
licitantes. Esto podria utilizarse para evaluar la extension extraprostética local, implicacion de nddulo linfético, hueso
u otros sitios metastasicos. Debido a que la metastasis de hueso presenta un problema importante en el cancer de pros-
tata, la deteccion temprana de la diseminacion metastasica se requiere especialmente para la determinacién del estadio.
En algunos tumores la deteccion de células tumorales en la médula dsea presagia un prondstico severo y sugiere que
deben intentarse intervenciones dirigidas a la metastasis. La deteccién de la expresion del antigeno PSM en aspirados
o secciones de médula dsea puede proporcionar dicha informacién temprana. Puede utilizarse la amplificacién por
PCR o la hibridacién in situ. Esto podria desarrollarse para cualquier posible regién metastésica.

2. Identificacion del sitio antigénico

El conocimiento del ADNc del antigeno también proporciona la identificacién de areas que servirdn como buenos
antigenos para el desarrollo de anticuerpos para utilizarse frente a secuencias de aminodcidos especificas del antigeno.
Dichas secuencias pueden estar en diferentes regiones tales como en el exterior, en la membrana o en el interior del
antigeno PSM. El desarrollo de estos anticuerpos especificos proporcionara la identificacién inmunohistoquimica del
antigeno. Estos anticuerpos obtenidos podrian desarrollarse para ser utilizados, especialmente los que funcionan en
secciones fijadas en parafina asi como en secciones congeladas debido a que serdn los mads ttiles en inmunodiagnéstico.
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3. Polimorfismo de longitud del fragmento de restriccion y ADN genomico

Se ha visto que los polimorfismos de longitud del fragmento de restricciéon (RFLPS) son ttiles para documentar la
progresion del dafio genético que se produce durante el inicio y la promocién del tumor. Puede ser que el andlisis de
RFLP demuestre que cambios en el mapeo de restriccion de la secuencia de PSM pueden proporcionar evidencia de
predisposicion al riesgo o potencial maligno o progresion del tumor de préstata.

Dependiendo de la localizacién cromosémica del antigeno PSM, el gen del antigeno PSM puede servir como un
marcador de localizacién cromosémica ttil para el anélisis cromosémico.

4. Suero

Con el desarrollo de anticuerpos especificos del antigeno, si el antigeno o los fragmentos seleccionados del antigeno
aparecen en el suero pueden proporcionar un marcador sérico para detectar la presencia de enfermedad metastésica y
pueden ser ttiles individualmente o en combinacidn con otros marcadores especificos de la prostata.

5. Obtencion de Imdgenes

Debido a que la secuencia de ADNc implica que el antigeno tiene las caracteristicas de una proteina que se extiende
en la membrana con la mayoria de la proteina en la superficie exofacial, los anticuerpos, especialmente los anticuerpos
monoclonales frente a los fragmentos peptidicos expuestos y especificos del tumor pueden proporcionar la obtencién
de imdgenes del tumor de la extension local del tumor metastdsico o del tumor residual después de prostatectomia
o irradiacion. El conocimiento de la regién codificadora permite la generacién de anticuerpos monoclonales y éstos
pueden utilizarse en combinacién para proporcionar una obtencion de imigenes maxima. Debido a que el antigeno
comparte una similitud con el receptor de la transferrina tomando como base los andlisis de ADNc (aproximadamente
54%), puede ser que exista un ligando normal especifico para este antigeno y que la identificacién del o de los ligandos
proporcione otros medios para la obtencién de imégenes.

6. Aislamiento de ligandos

El antigeno PSM puede utilizarse para aislar el o los ligandos normales que se unen a él. Este o estos ligandos
dependiendo de la especificidad pueden utilizarse para seleccionar la diana o sus niveles séricos pueden predecir el
estado de la enfermedad. Si se observa que el ligando normal para PSM es una molécula transportadora puede ser que
PSM pueda utilizarse para unirse a ese ligando para fines terapéuticos (como una sustancia quelante de hierro) para
ayudar en la eliminacién del ligando de la circulacion. Si el ligando estimula el crecimiento o la metastasis del tumor
la administracion del antigeno PSM soluble evitara la unién del ligando a la préstata. El conocimiento de la estructura
del antigeno PSM podria dar lugar a la generacién de un fragmento pequefio que se una al ligando que podria servir
para el mismo fin.

7. Utilizaciones terapéuticas

a) Ligandos. El conocimiento de que la estructura del ADNc del antigeno PSM comparte homologia estructural
con el receptor de la transferrina (54% a nivel del dcido nucleico) implica que puede existir un ligando endégeno para
el receptor que puede o no ser semejante a la transferrina. Se piensa que la transferrina es un ligando que transporta el
hierro a las células después de unirse al receptor de la transferrina. Sin embargo, se ha publicado que la apotransferrina
es un factor de crecimiento para algunas células que expresan el receptor de la transferrina (30). Permanece por
determinar si la transferrina es un ligando para este antigeno o si algtin otro ligando se une a este ligando. Si se
identifica un ligando, éste puede transportar una sustancia especifica tal como un ion metélico (hierro o cinc u otro) al
tumor y servir asi como un medio para transportar sustancias toxicas (productos quimicos radiactivos o citotéxicos, es
decir, toxinas como ricina o agente alquilante citotéxico o profarmaco citotéxico) al tumor.

El principal sitio metastdsico para el tumor de préstata es el hueso. El hueso y el estroma del hueso son ricos
en transferrina. Estudios recientes sugieren que este microentorno es lo que proporciona el “terreno” correcto para
la metdstasis prostdtica en el hueso (31). Puede ser que esto estimule también la unién por lo que estos factores
que reducen esta capacidad pueden disminuir la metastasis prostitica en el hueso y el crecimiento de la metéstasis
prostdtica en el hueso.

Se ha visto que el ligando para el antigeno nuevo (que se piensa que es un oncogén y marcador del fenotipo
maligno en carcinoma de mama) servia para inducir la diferenciacién de células de cdncer de mama vy, por lo tanto,
podria servir como un tratamiento en lugar de un promotor de la enfermedad. Puede ser que la unién del ligando a la
region correcta de PSM, ya sea un ligando natural o un anticuerpo, pueda tener una funcién similar.

Los anticuerpos frente al antigeno PSM acoplados con un agente citotdxico serdn ttiles para eliminar las células del
céncer de prostata. Los conjugados de los anticuerpos frente al receptor de la transferrina con toxinas son citotoxicos
para varias células tumorales ya que las células tumorales tienden a expresar unos niveles incrementados del receptor
de la transferrina (32). Los receptores de la transferrina internalizan moléculas en las células por endocitosis. Las
combinaciones de anticuerpo y fairmaco pueden ser toxicas. La transferrina unida a una toxina puede ser toxica.
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b) Los anticuerpos frente al antigeno PSM acoplados con un agente citotéxico seran utiles para eliminar las células
del cancer de prostata. El agente citotéxico puede ser un radioisétopo o una toxina como se conoce en la técnica. La
unién del anticuerpo y la toxina o radioisétopo puede ser quimica. Los ejemplos de toxinas unidas directamente son
doxorrubicina, clorambucil, ricina, exotoxina de pseudomonas, etc., o puede generarse una toxina hibrida la mitad con
especificidad para PSM vy la otra mitad con especificidad para la toxina. Dicha molécula bivalente puede servir para
unirse al tumor y la otra mitad para transportar un citot6xico al tumor o para unirse y activar un linfocito citotéxico
tal como unién al complejo de receptor T,-T;. Los anticuerpos con la especificidad requerida también pueden clo-
narse en células T reemplazando el dominio de inmunoglobulina del receptor de la célula T (TcR); clonando en las
cadenas pesadas y ligeras del Mab deseado; cortando y empalmando los segmentos génicos Uy, y U, con las regiones
constantes de las cadenas a y 8 de TCR vy transfectando estos genes quiméricos Ab/TcR en las células T de los pa-
cientes, propagando estas células hibridas e infundiéndolas al paciente (33). El conocimiento especifico de antigenos
especificos de tejido para diana y generacién de Mab especificos para dichas dianas ayudard a hacer utilizable este
método. Debido a que la region codificadora del antigeno PSM proporciona un conocimiento de la region codificadora
completa, es posible generar varios anticuerpos que podrian utilizarse en combinacién para conseguir una accién anti-
tumoral aditiva o sinérgica. Los anticuerpos pueden unirse a enzimas que pueden activar profdrmacos no téxicos en
su sitio del tumor tales como Ab-carboxipeptidasa y dcido 4-(bis(2-cloroetil)amino)benzoil-a glutdmico y su farmaco
precursor activo en ratones (34).

Es posible producir una quimera genética téxica tal como TP-40 un recombinante genético que posee el ADNc de
TGF-alfa y la parte téxica de la exotoxina de pseudomonas de manera que TGF y la parte del hibrido se une al receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y la parte de pseudomonas se internaliza en la célula enzimaticamente
e inactiva la capacidad de los ribosomas de llevar a cabo la sintesis de proteinas lo que resulta en la muerte celular.
Cuando conozcamos el ligando para el antigeno PSM podremos hacer 1o mismo.

Ademads, una vez que se haya identificado el ligando para el antigeno PSM, la toxina puede conjugarse quimi-
camente con los ligandos. Dichos ligandos conjugados pueden ser ttiles desde un punto de vista terapéutico. Los
ejemplos de toxinas son daunomicina, clorambucil, ricina, exotoxina de pseudomonas, etc. Alternativamente, se pue-
de crear una construccién quimérica uniendo el ADNc del ligando con el ADNc de la toxina. Un ejemplo de dicha
toxina es TGFa y exotoxina de pseudomonas (35).

8. Otros

El antigeno PSM puede tener otras utilizaciones. Se sabe que la préstata es rica en cinc. Si el antigeno proporciona
una funcién relacionada con esto u otra funcién bioldgica, el antigeno PSM puede ser ttil en el tratamiento de otras
patologias de la préstata tales como crecimiento hiperpldsico benigno y/o prostatitis.

Debido a que puede generarse el antigeno PSM purificado, el antigeno PSM purificado puede unirse a lechos
y utilizarse como una purificacién “de afinidad” estdndar. Puede utilizarse suero, orina u otras muestras biolégicas
para incubarlas con el antigeno PSM unido a los lechos. Los lechos pueden lavarse concienzudamente y eluirse con
un gradiente de sal o de pH. El material eluido se purifica mediante gel SDS y se utiliza como una muestra para
microsecuenciacion. Las secuencias se comparardn con otras proteinas conocidas y si son Unicas, se puede utilizar la

técnica de PCR degenerada para obtener el ligando. Una vez conocido, se determinard la afinidad del ligando mediante
protocolos estandar (15).
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Segunda Serie de Experimentos
Expresion del Antigeno de Membrana Especifico de la Préstata

Los solicitantes han clonado recientemente un ADN complementario de 2,65 kb que codifica PSM, el antigeno
de membrana especifico de la préstata reconocido por el anticuerpo monoclonal anti-préstata 7E11-C5.3. Los anélisis
inmunohistoquimicos de las lineas celulares de cancer de prostata LNCaP, DU-145 y PC-3 para detectar la expresion de
PSM utilizando el anticuerpo 7E11-C5.3 muestran una tincion intensa en las células LNCaP, sin expresion detectable
en las células DU-145 y PC-3. La transcripcidén/traduccion acopladas in vitro del ADNc de longitud completa de
2,65 kb de PSM rinde una proteina de 84 kDa que corresponde al peso molecular predicho del polipéptido PSM.
La modificacién posterior a la traduccién de esta proteina con microsomas pancredticos caninos rinde el antigeno
PSM de 100 kDa esperado. Después de transfectar las células PC-3 con el ADNc de longitud completa de PSM
en un vector de expresion eucariota los solicitantes detectan la expresién de la glicoproteina PSM mediante anélisis
Western utilizando el anticuerpo monoclonal 7E11-C5.3. El andlisis de proteccién de ribonucleasa demuestra que
la expresion del ARNm de PSM es casi totalmente especifico de la prostata en los tejidos humanos. La expresion
de PSM parece ser mayor en estados privados de hormonas y estd modulada hormonalmente por esteroides, con
DHT reduciendo 8 veces la expresiéon de PSM en la linea celular de cdncer de prostata humano LNCaP, testosterona
reduciendo PSM 3-4 veces, y los corticosteroides sin mostrar un efecto significativo. Los tejidos prostaticos normales
y malignos muestran de manera consistente una expresion alta de PSM, mientras que hemos encontrado una expresién
de PSM heterogénea y a veces ausente en la hiperplasia prostdtica benigna. Los tumores de LNCaP implantados
y crecidos tanto ortotépicamente como subcutidneamente en ratones desnudos, expresan PSM de manera abundante
proporcionando un sistema de modelo in vitro excelente para estudiar la regulacion y la modulacién de la expresion
de PSM.

Detalles Experimentales
Materiales y Métodos
Células y Reactivos

Las lineas celulares LNCaP, DU-145 y PC-3 se obtuvieron de la American Type Culture Collection. Los detalles
respecto al establecimiento y las caracteristicas de estas lineas celulares se han publicado anteriormente (5A, 7A,
8A). A no ser que se especifique otra cosa, las células LNCaP se crecieron en medio RPMI 1640 suplementado con L-
glutamina, aminodacidos no esenciales y 5% de suero fetal de ternera (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD.) en un incubador
con CO, a 37°C. Las células DU-145 y PC-3 se crecieron en medio esencial minimo suplementado con 10% de suero
fetal de ternera. Todos los medios celulares se obtuvieron de la MSKCC Media Preparation Facility. Las enzimas de
restriccion y de modificacion se obtuvieron de Gibco-BRL a no ser que se especifique otra cosa.

Deteccion Inmunohistoquimica de PSM

Se utilizé el método de deteccién avidina-biotina para analizar las lineas celulares de cancer de prostata para detec-
tar la expresion del antigeno PSM (9A). Se realizaron citocentrifugados celulares en portaobjetos de vidrio utilizando
5 x 10* células/100 ul por portaobjeto. Los portaobjetos se lavaron dos veces con PBS y se incubaron con el suero
supresor apropiado durante 20 minutos. El suero supresor se elimind y las células se incubaron con anticuerpo mono-
clonal 7E11-C5.3 diluido (5 g/ml) durante 1 hora. Las muestras se lavaron con PBS y se incubaron secuencialmente
con anticuerpos secundarios durante 30 minutos y con los complejos avidina-biotina durante 30 minutos. La diami-
nobencidina sirvié como cromdgeno y se produjo la aparicion de color después de la contratincién con hematoxilina
y montaje. En cada experimento se utilizaron como controles citocentrifugados celulares en duplicado. Como control
positivo, se utiliz6 el anticuerpo monoclonal anti-citoqueratina CAM 5.2 seguido del mismo proceso que el descrito
anteriormente. Las células EJ de carcinoma de vejiga humano sirvieron como control negativo.
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Transcripcion/Traduccion In Vitro del Antigeno PSM

El plasmido 55A que contiene el ADNc de longitud completa de PSM de 2,65 kb en el plasmido pSPORT 1 (Gib-
co-BRL) se transcribi6 in vitro utilizando el sistema Promega TNT (Promega Corp. Madison, WIL.). Se afiadi6 ARN
polimerasa T7 al ADNc en una mezcla de reaccién que contiene lisado de reticulocitos de conejo, una mezcla de ami-
nodcidos sin metionina, tampén, y *S-metionina (Amersham) y se incub6 a 30°C durante 90 minutos. La modificacién
posterior a la traduccion de la proteina resultante se consiguié mediante la adicién de microsomas pancredticos caninos
a la mezcla de reaccién (Promega Corp. Madison, WI.). Los productos proteicos se analizaron mediante electroforesis
en geles SDS-PAGE al 10% que se trataron posteriormente con amplificador de autorradiografia Amplify (Amersham,
Arlington Heights, IL.) segtn las instrucciones del fabricante y se secaron en un secador de vacio a 80°C. Los geles se
autorradiografiaron toda la noche a -70°C utilizando Hyperfilm MP (Amersham).

Transfeccion de PSM en Células PC-3

El ADNc de longitud completa de PSM se subclond en el vector de expresion eucariota pREP7 (Invitrogen, San
Diego, CA.). El ADN plasmidico se purific6 a partir de bacterias transformadas DH5-alfa (Gibco-BRL) utilizando
columnas de aislamiento de pldsmidos Qiagen maxi-prep (Qiagen Inc., Chatsworth, CA.). El1 ADN plasmidico puri-
ficado (6-10 g) se diluyé con 900 ul de medio Optimem (Gibco-BRL) y se mezclé con 30 ul de reactivo Lipofectina
(Gibco-BRL) que se habia diluido previamente con 900 ul de medio Optimem. Esta mezcla se afiadié a frascos de
cultivo T-75 de células PC-3 confluentes en un 40-50% en medio Optimem. Después de 24-36 horas, se tripsinizaron
las células y se dividieron en placas de 100 mm que contenian medio RPMI 1640 suplementado con 10% de suero
fetal de ternera y 1 mg/ml de Higromicina B (Calbiochem, La Jolla, CA.). La dosis de Higromicina B utilizada se
determiné previamente mediante un ensayo citotéxico de respuesta tiempo/dosis. Las células se mantuvieron en este
medio durante 2-3 semanas cambiando el medio y la Higromicina B cada 4-5 dias hasta que aparecieron colonias
discretas. Las colonias se aislaron utilizando cilindros de clonacién de 6 mm y se expandieron en el mismo medio.
Como control, también se transfectaron células PC-3 con el pldsmido pREP7 solo. Se aislé el ARN de las células
transfectadas y se detectd la expresiéon del ARNm de PSM mediante andlisis de Proteccién de ARNasa (descrito mas
adelante) y mediante andlisis Northern.

Deteccion por Transferencia Western de la Expresion de PSM

Se aislaron lisados de proteinas crudos a partir de células LNCaP, PC-3 y PC-3 transfectadas con PSM como
se ha descrito previamente (10A). También se aislaron membranas celulares de LNCaP segiin métodos publicados
(10A). Las concentraciones de proteinas se cuantificaron mediante el método Bradford utilizando el kit de reactivos
de proteinas BioRad (BioRad, Richmond, CA.). Después de la desnaturalizacion, se sometieron a electroforesis 20
g de proteina en un gel SDS-PAGE al 10% a 25 mA durante 4 horas. Los geles se electrotransfirieron a membranas
Immobilon P (Millipore, Bedford, MA.) toda la noche a 4°C. Las membranas se bloquearon en 0,15 M NaCl/0,01
M Tris-HCI (TS) mas 5% BSA seguido de 1 hora de incubacién con el anticuerpo monoclonal 7E11-C5.3 (10 g/ml).
Las transferencias se lavaron 4 veces con 0,15 M NaCl/0,01 M Tris-HC1/0,05% Triton X-100 (TS-X) y se incubaron
durante 1 hora con IgG anti-ratén de conejo (Accurate Scientific, Westbury, N.Y.) a una concentracién de 10 g/ml.

Las transferencias se lavaron 4 veces con TS-X y se marcaron con '®I-Protefna A (Amersham, Arlington Heights,
IL.) a una concentracién de 1 millén de cpm/ml. Las transferencias se lavaron 4 veces con TS-X y se secaron en papel
Whatman 3MM, seguido de autorradiografia toda la noche a -70°C utilizando Hyperfilm MP (Amersham).

Crecimiento Ortotdpico y Subcutdneo de Tumor de LNCaP en Ratones Desnudos

Las células LNCaP se recogieron de cultivos subconfluentes mediante una exposicién de 1 minuto a una disolucién
de 0,25% tripsina y 0,02% EDTA. Las células se resuspendieron en medio RPMI 1640 con 5% de suero fetal bovino,
se lavaron y se diluyeron bien en Matrigel (Collaborative Biomedical Products, Bedford, MA.) o en disolucién salina
equilibrada de Hank sin calcio ni magnesio (HBSS). Para la inyeccién in vivo sélo se utilizaron suspensiones celulares
con una viabilidad mayor del 90% determinada por exclusién de azul de tripan. Los ratones atimicos Swiss macho
(nu/nu) de 4-6 semanas de edad se obtuvieron de la Memorial Sloan-Kettering Cancer Center Animal Facility. Para
la inyeccion subcutdnea de las células tumorales, se inyectaron 1 millén de células LNCaP resuspendidas en 0,2 ml
de Matrigel en las extremidades posteriores de cada ratén utilizando una jeringa desechable con una aguja de 28 G.
Para la inyeccién ortotdpica, primero se anestesié a los ratones con una inyeccidn intraperitoneal de Pentobarbital y
se pusieron en decubito supino. El abdomen se limpié con Betadine y la prdstata se expuso a través de una incisién
vertical siguiendo la linea alba. Se inyectaron 2,5 millones de células tumorales LNCaP en 0,1 ml directamente en cada
I6bulo posterior utilizando una jeringa de 1 ml desechable y una aguja de 28 G. Se inyectaron células LNCaP con y sin
Matrigel. El cierre abdominal se realiz6 en una capa utilizando grapas para heridas Autoclip (Clay Adams, Parsippany,
N.J.). Los tumores se recogieron en 6-8 semanas, se confirmaron histolégicamente por la facultad del Memorial Sloa-
ne-Kettering Cancer Center Pathology Department y se congelaron en nitrégeno liquido para el aislamiento posterior
del ARN.

Aislamiento de ARN

El ARN celular total se aisl6 a partir de células y tejidos mediante técnicas estdndar (11,12) asi como utilizando
RNAzol B (Cinna/Biotecx, Houston, TX.). Las concentraciones y la calidad del ARN se evaluaron mediante espec-
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troscopia UV en un espectrofotometro Beckman DU 640 y mediante andlisis en gel. Las muestras de ARN total de
tejido humano se obtuvieron de Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA.

Ensayos de Proteccion de Ribonucleasa

Una parte del ADNc de PSM se subclond en el vector plasmidico pSPORT 1 (Gibco-BRL) y se verific6 la orien-
tacion del inserto de ADNCc respecto a los promotores de T7 y de ARN polimerasa SP6 adyacentes mediante andlisis
de restriccién. La linearizacion de este plasmido en posicién 5° respecto al inserto de PSM seguido de transcripcién
con ARN polimerasa SP6 rinde una sonda de ARN antisentido de 400 nucleétidos, de los que 350 nucledtidos deben
protegerse frente a la digestion por ARNasa con ARN de PSM. Esta sonda se utilizé en la figura 20. El pldsmido
IN-20 que contiene un ADNCc parcial de 1 kb de PSM en el pldsmido pCR II (Invitrogen) también se utilizé para la
sintesis de ribosonda. El IN-20 linearizado con Xmn I (Gibco-BRL) rinde una sonda de ARN anti-sentido de 298
nucledtidos cuando se transcribe utilizando ARN polimerasa SP6, de la que 260 nucledtidos deben protegerse frente a
la digestién por ARNasa con ARNm de PSM. Esta sonda se utiliz6 en las figuras 21 y 22. Las sondas se sintetizaron
utilizando ARN polimerasa SP6 (Gibco-BRL), NTPr (Gibco-BRL), RNAsina (Promega) y **P-CTPr (NEN, Wilming-
ton, DE.) segtin protocolos publicados (13). Las sondas se purificaron en columnas de purificacion NENSORB 20
(NEN) y aproximadamente 1 millén de cpm de sonda de PSM purificada marcada radiactivamente se mezclaron con
10 g de cada ARN y se hibridaron toda la noche a 45°C utilizando tampones y reactivos del kit RPA II (Ambion,
Austin, TX), Las muestras se procesaron segun las instrucciones del fabricante y se analizaron en geles desnaturali-
zantes 5% poliacrilamida/7M urea utilizando reactivos Seq ACRYL (ISS, Natick, MA.). Los geles se precalentaron a
55°C y se corrieron durante aproximadamente 1-2 horas a 25 vatios. Los geles se fijaron durante 30 minutos en 10%
metanol/10% &cido acético, se secaron en papel Whatman 3MM a 80°C en una secador de vacio BioRad y se autorra-
diografiaron toda la noche con Hyperfilm MP (Amersham). La cuantificacién de la expresién de PSM se determind
utilizando un densitémetro mediante barrido de ldser (LKB, Piscataway, N.J.).

Experimento de Modulacion por Esteroides

Se plaquearon células LNCaP (2 millones) en frascos de cultivo T-75 en medio RPMI 1640 suplementado con 5%
de suero fetal de ternera y se crecieron 24 horas hasta aproximadamente un 30-40% de confluencia. Los frascos de
cultivo se lavaron varias veces con disolucion salina tamponada con fosfato y se afladié medio RPMI suplementado
con 5% de suero extraido con carbén. Las células se crecieron durante otras 24 horas, después de las cuales se afia-
dieron dihidrotestosterona, testosterona, estradiol, progesterona y dexametasona (Steraloids Inc., Wilton, NH.) a una
concentracion final de 2 nM. Las células se crecieron durante 24 horas més y el ARN se recogié como se ha descrito
previamente y se analizé la expresion de PSM mediante andlisis de proteccion de ribonucleasa.

Resultados Experimentales
Deteccion Inmunohistoquimica de PSM

Utilizando el anticuerpo monoclonal anti-PSM 7E11-C5.3, la expresion de PSM se detecta claramente en la linea
celular de cdncer de préstata LNCaP, pero no se detecta en las lineas celulares PC-3 y DU-145 (figura 17) de acuerdo
con resultados publicados previamente (4A). Todos los tejidos prostaticos normales y malignos analizados se tifieron
positivamente para la expresiéon de PSM (datos no publicados).

Transcripcion/Traduccion In Vitro del Antigeno PSM

Como se muestra en la figura 18, la transcripcién/traduccién acopladas in vitro del ADNc de longitud completa
de 2,65 kb de PSM rinde una especie proteica de 84 kDa de acuerdo con el producto proteico esperado a partir del
marco de lectura abierto de 750 aminoédcidos de PSM. Después de modificacién posterior a la traduccién utilizando
microsomas pancreaticos caninos se obtuvo una especie proteica glicosilada de 100 kDa consistente con el antigeno
PSM nativo maduro.

Deteccion del Antigeno PSM en Membranas Celulares de LNCaP y en Células PC-3 Transfectadas

Las células PC-3 transfectadas con el ADNc de longitud completa de PSM en el vector de expresién pREP7 se
ensayaron para detectar la expresion del ARNm de PSM mediante anélisis Northern (datos no mostrados). Un clon con
una expresion alta del ARNm de PSM se seleccioné para analizar el antigeno PSM mediante transferencia Western
utilizando el anticuerpo 7E11-C5.3. En la figura 19, el antigeno PSM de 100 kDa se expresa en lisado celular y en
fracciones de membrana de LNCaP, asi como en las células PC-3 transfectadas con PSM pero no en las células PC-3
nativas. Esta expresion detectable en las células PC-3 transfectadas prueba que el ADNc de 2,65 kb de PSM clonado
previamente codifica el antigeno reconocido por el anticuerpo monoclonal anti-préstata 7E11-C5.3 y que el antigeno
se ha glicosilado apropiadamente en las células PC-3, ya que el anticuerpo reconoce un epitopo en PSM que contiene
carbohidratos.

Expresion del ARNm de PSM

La expresién del ARNm de PSM en tejidos humanos normales se analizé utilizando ensayos de proteccidn de
ribonucleasa. La expresion tisular de PSM aparece predominantemente en la préstata, con unos niveles de expresion
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detectables muy bajos en cerebro y glandula salival humanos (figura 20). No fue evidente una expresién detectable del
ARNm de PSM en tejidos humanos no prostaticos cuando se analizé mediante andlisis Northern (datos no mostrados).
También hemos apreciado a veces una expresién de PSM detectable en tejido del intestino delgado humano normal
aunque esta expresion del ARNm es variable dependiendo de la ribosonda especifica utilizada (datos no mostrados).
Todas las muestras de prostata humana normal y de adenocarcinoma prostatico humano ensayadas mostraron expresion
de PSM claramente detectable, mientras que hemos observado una expresion de PSM generalmente disminuida o
ausente en tejidos con hiperplasia benigna (figura 21). En tumores de LNCaP humanos crecidos tanto ortotépicamente
como subcutdneamente en ratones desnudos hemos detectado una expresién de PSM abundante con o sin la utilizacién
de matrigel, que se requiere para el crecimiento de las células LNCaP implantadas subcutdneamente (figura 21). La
expresion del ARNm de PSM esté claramente modulada por la presencia de esteroides a dosis fisioldgicas (figura 22).
DHT disminuye la expresion 8-10 veces después de 24 horas y la testosterona disminuye la expresion de PSM 3-
4 veces. El estradiol y la progesterona también disminuyen la expresién de PSM en las células LNCaP, quizd como
resultado de la unién al receptor de andrégenos mutado que se sabe que existe en la célula LNCaP. En resumen, la
expresion de PSM es mayor en las células LNCaP no tratadas crecidas en medio sin esteroides, una situacién que
proponemos que estimula el estado sin hormonas (castrado) in vivo. Este experimento se repiti6 a dosis de esteroides
que variaban de 2-200 nM y a tiempos de 6 horas a 7 dias con resultados similares; la maxima disminucién del ARNm
de PSM se observé con DHT a las 24 horas a dosis de 2-20 nM.

Discusion Experimental

Con el fin de entender mejor la biologia de la préstata humana tanto en estados normales como neoplasicos,
necesitamos aumentar nuestro conocimiento estudiando las diferentes proteinas y otras caracteristicas que son tnicas
de esta importante glandula. Las investigaciones previas han proporcionado dos biomarcadores prostaticos valiosos,
PAP y PSA, que han tenido un impacto significativo en el diagndstico, tratamiento, y en el manejo de las malignidades
de la préstata. Nuestro presente trabajo que describe la caracterizacién preliminar del antigeno de membrana especifico
de la préstata (PSM) muestra que éste es un gen con muchas caracteristicas interesantes. PSM es casi completamente
especifico de la préstata como lo son PAP y PSA, y como tal puede permitir una descripcion adicional de las funciones
y comportamiento Unicos de la préstata. La secuencia predicha de la proteina PSM (3) y su presencia en la membrana
de las células LNCaP tal y como se ha determinado mediante transferencia Western e inmunohistoquimica, indican
que es una proteina integral de membrana. Por lo tanto, PSM proporciona un epitopo de la superficie celular atractivo
para la obtencién de imagenes diagndsticas dirigida por anticuerpo y las modalidades de accidn citotdxicas (14). La
capacidad de sintetizar el antigeno PSM in vitro y de producir xenoinjertos de tumores que mantienen niveles altos
de expresiéon de PSM nos proporciona un sistema de modelo conveniente y atractivo para estudiar y caracterizar
adicionalmente la regulacién y la modulacién de la expresiéon de PSM. También, el alto nivel de expresién de PSM en
las células LNCaP proporciona un sistema de modelo in vitro excelente. Debido a que la expresién de PSM responde
a hormonas esteroides y a que puede estar altamente expresado en enfermedades refractarias a hormonas (15) es
imprescindible elucidar el papel potencial de PSM en la evolucién del cancer de préstata independiente de andrégenos.
La deteccién de la expresion del ARNm de PSM en cantidades muy pequeiias en el cerebro, glandula salival e intestino
delgado justifica investigaciones adicionales, aunque estos tejidos fueron negativos respecto a la expresion del antigeno
PSM mediante inmunohistoquimica utilizando el anticuerpo 7E11-C5.3 (16). En todos estos tejidos, especialmente en
el intestino delgado, detectamos expresién del ARNm utilizando una sonda correspondiente a una regién del ADNc
de PSM cercana al extremo 3’, mientras que fuimos incapaces de detectar expresién cuando utilizamos una sonda
de PSM del extremo 5°. Estos resultados pueden indicar que el transcrito ARNm de PSM es sometido a corte y
empalme alternativo en diferentes tejidos. Estudios proteicos previos han sugerido que el anticuerpo 7E11-C5.3 puede
detectar otras dos especies proteicas un poco mds grandes ademds del antigeno PSM de 100 kDa (17). Estas otras
especies proteicas pueden observarse en el lisado y muestras de membrana de LNCaP en la figura 19. Los origenes
posibles de estas proteinas incluyen ARNm de PSM sometido a corte y empalme alternativo, otros genes distintos pero
muy relacionados con PSM, o diferentes modificaciones posteriores a la traduccién de la proteina PSM. Actualmente
estamos investigando estas posibilidades.

El método de los solicitantes se basa en quimeras promotor especifico del tejido prostatico:enzima o citoquina.
Examinaremos la activacion especifica de promotor de profarmacos tales como ganciclovir no téxico que se convierte
en un metabolito téxico por la timidina quinasa del herpes simple o el profirmaco acido 4-(bis(2-cloroetil)amino)
benzoil-1-glutdmico al agente alquilante 4cido benzoico de mostaza por la carboxi peptidasa de pseudomonas G2.
Como estos compuestos se activan por la enzima (quimera) especificamente en el tumor el fairmaco activo se libera
sOlo localmente en el entorno del tumor, destruyendo las células tumorales circundantes. También examinaremos la
activacion especifica de promotor de citoquinas tales como IL-12, IL-2 o GM-CSF para activacién y vacunacién
antitumoral especifica. Por dltimo, también puede ser Util en este drea la activacion especifica tisular de promotor de
los genes de la muerte celular.

Quimeras para Terapia Génica

El establecimiento de “ADN quimérico” para terapia génica requiere la unién de diferentes segmentos de ADN
entre s para obtener un ADN nuevo que tiene las caracteristicas de las dos especies de ADN precursor implicadas en
la unién. Para este propdsito las dos piezas que se unen implican diferentes aspectos funcionales del ADN, la regién
promotora que permite la lectura del ADN para la formacién del ARNm proporcionara especificidad y la secuencia de
ADN que codifica ARNm proporcionard ADN funcional terapéutico.
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ADN - Enzima Indicada o ARNm de Citoquinas

Cuando son eficaces, los fairmacos antitumorales pueden producir la regresién de grandes cantidades de tumor. Los
requerimientos principales para la actividad antitumoral de los farmacos es el requerimiento para conseguir tanto un
tiempo lo suficientemente largo (t) como una concentracién lo suficientemente alta (c) (cxt) de exposicién del tumor
al farmaco téxico como para asegurar un dafio celular suficiente para que se produzca la muerte celular. El farmaco
también debe ser “activo” y la toxicidad para el tumor mayor que para las células normales del anfitriéon (22). La
disponibilidad del fairmaco para el tumor depende del flujo sanguineo del tumor y de la capacidad de difusién de los
farmacos. El flujo sanguineo al tumor no proporciona selectividad ya que el flujo sanguineo hacia muchos de los tejidos
normales es frecuentemente tan alto o mayor que hacia el tumor. La mayoria de los fairmacos citot6xicos quimiote-
rapéuticos son frecuentemente tan toxicos para el tejido normal como para el tejido tumoral. Las células en divisién
son frecuentemente mas sensibles que las células normales que no estdn en division, pero en muchos tumores sélidos
de crecimiento lento tal como el cincer de préstata este hecho no proporciona una especificidad antitumoral (22).

Previamente, un medio para incrementar la especificidad tumoral de los firmacos antitumorales fue utilizar enzi-
mas asociadas a los tumores para activar profirmacos no téxicos en agentes citotéxicos (19). Un problema de este
método fue que la mayoria de las enzimas encontradas en los tumores no eran totalmente especificas en su actividad y
se encontraron en otros tejidos enzimas activas con un sustrato similar o la misma enzima sélo en cantidades un poco
menores y por lo tanto los tejidos normales todavia presentaban riesgo de ser dafiados.

Para proporcionar una especificidad absoluta y una actividad tnica, se encontraron enzimas virales, bacterianas
y flingicas que tenfan una especificidad tnica para profirmacos seleccionados que no estaban presentes en células
humanas o de otros animales. Los intentos de utilizar enzimas tales como la timidina quinasa del herpes simple, la
citosina desaminasa y la carboxipeptidasa G-2 bacterianas se unieron a sistemas de seleccién con anticuerpos con
un éxito moderado (19). Desafortunadamente, las enzimas dirigidas por anticuerpos limitan el nimero de enzimas
disponibles por célula. Ademds, la mayorfa de los anticuerpos no tienen una relacion alta entre la accién frente a tejidos
tumorales respecto a normales por lo que los tejidos normales todavia estan expuestos reduciendo la especificidad de
estas enzimas Unicas. Los anticuerpos son moléculas grandes que tienen unas propiedades de difusién bajas y la
adicion del peso molecular de las enzimas reduce mads la difusién de los anticuerpos.

La terapia génica podria producir el mejor resultado deseado si pudiera conseguir la expresion especifica de una
proteina en el tumor y no en el tejido normal con el fin de que esté disponible una concentracion local de la enzima
alta para la produccién del farmaco activo en el entorno del tumor (21).

Citoquinas

El grupo de investigacion de los solicitantes ha demostrado que los Solicitantes pueden “curar” a un animal espe-
cificamente y de manera no téxica de un tumor establecido, en modelos de cancer de vejiga y de préstata. El cancer
de prostata fue el mas dificil de curar especialmente si se habia crecido ortotopicamente en la prostata.

Nuestro trabajo ha demostrado que tumores tales como el de vejiga y de prdstata no eran inmunogénicos, €s
decir, que la administracién de células tumorales irradiadas al animal antes de la administracién posterior de células
tumorales no irradiadas no resulté en una reduccién del nimero de células tumorales para producir un tumor ni
redujo la velocidad de crecimiento del tumor. Pero si el tumor se transfectaba con un retrovirus y secretaba grandes
concentraciones de citoquinas tales como IL-2 esto podria actuar como una vacuna antitumoral y también podria
reducir el potencial de crecimiento de un tumor ya establecido y en crecimiento. IL-2 fue la mejor, GM-CSF también
present6 actividad mientras otras citoquinas fueron mucho menos activas. En estudios clinicos utilizando sélo IL-
2 para la inmunoestimulacién, se tuvieron que administrar concentraciones muy altas que fueron téxicas. La clave
para el éxito de la célula tumoral modificada genéticamente con citoquinas es que la citoquina se produzca en el
sitio del tumor localmente y que no sea téxica y que estimule el reconocimiento inmune del tumor y que permita el
reconocimiento especifico y no téxico y la destruccién del tumor. Los mecanismos exactos de cémo la produccién de
IL-2 por la célula tumoral activa el reconocimiento inmune no se entienden totalmente, pero una explicacion es que
evita la necesidad de que las células T colaboradoras produzcan citoquinas y estimula directamente las células CDS§
citotdxicas tumorales activadas por antigeno.

Activacion de Quimera de ADN Especifica de Promotor y de Tejido
Sistema Tumorales No Prostdticos

Se ha observado en tumores no prostéticos que la utilizacion de la activacién especifica de promotor puede dar
lugar selectivamente a la expresion génica especifica de tejido del gen transfectado. En melanomas la utilizacién del
promotor de tirosinasa que codifica la enzima responsable de la expresion de la melanina produjo un aumento de més
de 50 veces de la expresion del gen informador dirigida por promotor en células de melanoma y no en células que no
eran de melanoma. Una activacion especifica similar se vio en las células de melanoma transfectadas cuando crecian
en ratones. En este experimento las células que no eran de melanoma o los melanocitos no expresaban el producto
del gen informador dirigido por tirosinasa. El grupo de investigacién de los Laboratorios Welcome ha clonado y
secuenciado la region promotora del gen que codifica el antigeno carcinoembrionario (CEA). CEA se expresa en las
células del colon y del carcinoma de colon aunque especificamente en citosina desaminasa metastasica que convierte
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5 fluorocitosina en 5 fluorouracil y se observa un gran incremento de la capacidad de matar selectivamente células
tumorales de colon dirigidas por el promotor de CEA pero no células hepéticas normales en divisién o sin dividirse.
In vivo observaron que las células tumorales del entorno que no se habian transfectado con el gen de la citosina
desaminasa también fueron eliminadas, y que no habia toxicidad para el animal anfitrién cuando los grandes tumores
disminuian después del tratamiento. La timidina quinasa del virus del herpes simple (HSV) activa de manera similar
el profarmaco ganciclovir en téxico frente a células cancerosas en division y se ha visto que la timidina quinasa de
HSV se activa especificamente por promotores especificos de tejido.

Sistemas Tumorales Prostdticos

La clave terapéutica para una terapia eficaz contra el cincer es conseguir especificidad y evitar la toxicidad para
el paciente. La terapia génica puede proporcionar una parte clave para la especificidad en cuanto a que los tejidos
no esenciales tales como la prdstata y los tumores prostiticos producen proteinas especificas de tejido, tales como
fosfatasa acida (PAP), antigeno especifico de la prostata (PSA) y un gen que hemos clonado, el antigeno de mem-
brana especifico de la prostata (PSM). Los tejidos como la préstata contienen factores de transcripcidn especificos de
tejido seleccionados que son los que se unen a la regién promotora del ADN del ARNm especifico de estos tejidos.
El promotor de PSA se ha clonado y estamos investigando su utilizacién como un promotor especifico de la prdstata
para las células tumorales de la prostata. Habitualmente, los pacientes que estdn siendo tratados de cdncer prostatico
metastdsico han sido sometidos a terapia de privacion de andrégenos que reduce drdsticamente la expresiéon del ARNm
de PSA. Por otra parte, PSM incrementa su expresion con privacién de hormonas lo que significa que se expresard ain
mads intensamente en pacientes que estdn siendo tratados con terapia hormonal. Los trabajos preliminares en colabo-
racion con el laboratorio del Dr. John Isaacs demuestran que PSM se expresa cuando la regién cromosémica humana
que contiene el gen PSM humano se transfiere al tumor de rata AT-6. AT-6 es un tumor metastasico independiente de
andrégenos. El mismo cromosoma transferido a tejidos o tumores no prostaticos no se expresa y, por lo tanto, estas
células podrian utilizarse como un modelo animal para estos experimentos. Las células LNCaP humanas positivas para
PSA, PSM se utilizardn para ensayar en ratones desnudos.
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Tercera Serie de Experimentos

Deteccion Sensible de Micrometdstasis Hematogenas Prostdticas Utilizando Cebadores Obtenidos de PSA y PSM
en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Hemos desarrollado un ensayo basado en PCR que permite la deteccion sensible de micrometastasis hematégenas
en pacientes con cancer de prostata. Realizamos una “PCR anidada”, amplificando secuencias de ARNm tnicas del
antigeno especifico de la préstata y del antigeno de membrana especifico de la prdstata y hemos comparado sus
resultados respectivos. Las micrometdstasis se detectaron en 2/30 pacientes (6,7%) mediante PCR con cebadores
obtenidos de PSA, mientras que los cebadores obtenidos de PSM detectaron células tumorales en 19/16 pacientes
(63,3%). Los 8 controles negativos fueron todos negativos en PCR de PSA y de PSM. Los ensayos se repitieron para
confirmar los resultados, y los productos de PCR se verificaron mediante secuenciacién de ADN y andlisis Southern.
Los pacientes que contenian células tumorales de préstata circulantes detectadas mediante PCR de PSM pero no con
PCR de PSA incluyeron 4 pacientes tratados previamente con prostatectomia radical y con niveles séricos de PSA no
detectables en el momento de este ensayo. Se investigard la trascendencia de estos descubrimientos respecto a la futura
recurrencia y progresion de la enfermedad.

La mejora de la supervivencia global de los pacientes con cancer de prostata dependerd de un diagndstico temprano.
La enfermedad localizada, sin evidencia de diseminacién fuera de la prdstata, se trata con éxito bien con prostatec-
tomia radical o con radiacién externa, con unos resultados excelentes a largo plazo (2,3). El principal problema es
que aproximadamente dos tercios de los hombres diagnosticados con cdncer de préstata presentan evidencia de una
diseminacion avanzada fuera de la préstata en el momento del diagnéstico, para la que actualmente no hay cura (4). La
utilizacién de marcadores séricos clinicos tales como el antigeno especifico de la prdstata (PSA) y la fosfatasa acida
prostdtica (PAP) ha permitido a los médicos detectar carcinomas prostiticos antes y proporciona pardmetros Utiles
para el seguimiento de las respuestas a la terapia (5). Aun asi, a pesar de la llegada de ensayos sensibles para detectar
PSA sérico, escaner 6seo con radionticlido, escdner CT y otras modalidades para la obtencion de imagenes, todavia no
somos capaces de detectar la presencia de células micrometastasicas antes de su establecimiento como metéstasis soli-
das. Los trabajos previos se han realizado utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa para amplificar secuencias
de ARNm tnicas de mama, leucemia y otras células malignas en la circulacién y que permite la deteccién temprana
de micrometdstasis (6,7). Recientemente, se ha publicado un método basado en PCR que utiliza cebadores obtenidos
de la secuencia del ADN de PSA (8). En este estudio 3/12 pacientes con cdncer de préstata avanzado, en el estadio D,
tenfan micrometdstasis hematégenas detectables.

Recientemente, hemos identificado y clonado un ADNc de 2,65 kb que codifica el antigeno de membrana especifico
de la préstata (PSM) de 100 kDa reconocido por el anticuerpo monoclonal anti-prdéstata 7E11-C5.3 (9). PSM es
una glicoproteina integral de membrana que estd altamente expresada en tumores y metastasis de préstata y es casi
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completamente especifica de la prostata (10). Muchos tumores anaplésicos y metdstasis de hueso tienen una expresién
de PSA variable y a veces no detectable, mientras que estas lesiones expresan de manera consistente altos niveles de
PSM. Las células tumorales de prostata que escapan de la glandula de la préstata y entran en la circulacién tienen
probablemente el potencial para formar metdstasis y son probablemente las células mds agresivas y posiblemente
anapldsicas, una poblacion de células que puede no expresar altos niveles de PSA pero que puede retener una alta
expresion de PSM. Por lo tanto, elegimos utilizar cebadores de ADN obtenidos de las secuencias de PSA y PSM
en un ensayo de PCR para detectar células micrometastdsicas en la circulacion periférica. A pesar del alto grado de
amplificacion y sensibilidad de la PCR de ARN convencional, utilizamos el método de PCR “anidada” en el que
primero amplificamos una secuencia diana, y posteriormente utilizamos este producto de PCR como molde para otro
ciclo de amplificacién por PCR con un nuevo conjunto de cebadores contenidos en la secuencia del producto previo.
Este método nos ha permitido incrementar nuestro nivel de deteccién de una célula tumoral prostatica por 10.000
células a mds de una célula por diez millones de células.

Detalles Experimentales
Materiales y Métodos
Células y Reactivos

Las células LNCaP y MCF-7 se obtuvieron de la American Type Culture Collection (Rockville, MD.). Los detalles
respecto al establecimiento y caracteristicas de estas lineas celulares se han publicado anteriormente (11,12). Las
células se crecieron en medio RPMI 1640 suplementado con L-glutamina, aminodcidos no esenciales, obtenidos de la
MSKCC Media Preparation Facility, y 5% de suero fetal de ternera (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD.) en un incubador
con CO, a 37°C. Todos los medios celulares se obtuvieron de la MSKCC Media Preparation Facility. Los reactivos
quimicos rutinarios fueron de la mas alta calidad posible y se obtuvieron de Sigma Chemical Company, St. Louis,
MO.

Especimenes de Sangre de los Pacientes

Todos los especimenes de sangre utilizados en este estudio fueron de pacientes seguidos en las consultas externas
de urologia de MSKCC. Se obtuvieron dos tubos con anti-coagulante (con tapén morado) por paciente en el momento
de su extraccion de sangre programada. La obtencion del espécimen se realizé segiin la aprobacién del MSKCC
Institutional Review Board. Las muestras se llevaron rapidamente al laboratorio para su procesamiento inmediato. Las
determinaciones de PSA y PAP séricos se realizaron mediante técnicas estdndar por el MSKCC Clinical Chemistry
Laboratory. Las determinaciones de PSA se realizaron utilizando el ensayo Tandem PSA (Hybritech, San Diego, CA.).
Los ocho especimenes de sangre utilizados como controles negativos fueron de 2 varones con valores normales de PSA
sérico y BPH verificada por biopsia, una mujer sana, 3 varones sanos, un paciente con cancer de vejiga y un paciente
con leucemia promielocitica aguda.

Procesamiento/Extraccion de ARN de las Muestras de Sangre

Se mezclaron 4 ml de sangre venosa completa anticoagulada con 3 ml de disolucién salina tamponada con fosfato
enfriada en hielo y se puso cuidadosamente una capa superior de 8 ml de Ficoll (Pharmacia, Uppsala, Suecia) en
un tubo de poliestireno de 15 ml. Los tubos se centrifugaron a 200 x g durante 30 minutos a 4°C. Utilizando una
pipeta pasteur estéril, se eliminé cuidadosamente la capa leuco plaquetaria (aprox. 1 ml) y se volvié a diluir con 50
ml de disolucién salina tamponada con fosfato enfriada en hielo en un tubo de polipropileno de 50 ml. Este tubo se
centrifugé a 2.000 x g durante 30 minutos a 4°C. El sobrenadante se decanté cuidadosamente y el sedimento se sec6
por goteo. Se afadi6 al sedimento un ml de RNAzol B y se aisl6 el ARN total segtin las instrucciones del fabricante
(Cinna/Biotecx, Houston, TX.). Las concentraciones y pureza del ARN se determinaron mediante espectroscopia UV
en un espectrofotémetro Beckman DU 640 y por andlisis en gel.

Determinacion de la Sensibilidad de PCR

El ARN se aislo a partir de células LNCaP y a partir de mezclas de células LNCaP y MCF-7 en proporcio-
nes determinadas (es decir, 1:100, 1:1.000, etc.) utilizando RNAzol B. Se realizé PCR anidada como se ha descrito
anteriormente con cebadores PSA y PSM con el fin de determinar el limite de deteccién del ensayo. E1 ADNc de LN-
CaP:MCF-7 (1:100.000) se diluy6 con agua destilada para obtener concentraciones de 1:1.000.000 y 1:10.000.000.
Las células MCF-7 se eligieron porque se han ensayado previamente y se ha visto mediante PCR que no expresan
PSM.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Los cebadores externos de PSA utilizan partes de los exones 4 y 5 para rendir un producto de PCR de 486 pb y
permiten la diferenciacion entre la amplificacién de ADNc y de ADN gendmico que puede ser un posible contami-
nante. La secuencia del cebador en posicion 5’ que empieza en el nucledtido 494 de la secuencia de ADNc de PSA
es 5’-TACCCACTGCATCAGGAACA-3’ (SEQ ID No. 39) y el cebador en posicién 3’ en el nucleétido 960 es 5’-
CCTTGAAGCACACCATTACA-3’ (SEQ ID No. 40). El cebador interno de PSA en posicién 5° (que empieza en el
nucleétido 559) 5°-ACACAGGCCAGGTATTTCAG-3’ (SEQ ID No. 41) y el cebador en posicién 3’ (en el nucledtido
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894) 5°-GTCCAGCGTCCAGCACACAG-3’ (SEQ ID No. 42) rinden un producto de PCR de 355 pb. Todos los ce-
badores se sintetizaron en la MSKCC Microchemistry Core Facility. 5 g del ARN total se transcribieron inversamente
en ADNc en un volumen total de 201 utilizando transcriptasa inversa Superscript (Gibco-BRL) segtin las recomen-
daciones del fabricante. 11 de estos ADNCc sirvieron como molde de partida para la reaccién de PCR con cebadores
externos. La mezcla de PCR 201 incluia: 0,5 U de polimerasa Taq (Promega Corp., Madison, WI.), tampoén de reaccién
Promega, 1,5 mM de MgCl,, 200 M de dNTP y 1,0 M de cada cebador. Esta mezcla se transfirié a un ciclador térmico
de ADN Perkin Elmer 9600 y se incubé durante 25 ciclos. El perfil de PCR fue como sigue: 94°C x 15 seg., 60°C x 15
seg., y 72°C durante 45 seg. Después de 25 ciclos, las muestras se pusieron en hielo, y 11 de estas mezclas de reaccién
sirvieron como molde para otra ronda de PCR utilizando los cebadores internos. El primer conjunto de tubos se puso
de nuevo en el ciclador térmico durante 25 ciclos adicionales. PCR-PSM requeria la seleccién de pares de cebadores
que también abarcaran un intrén con el fin de asegurar que se estaba amplificando ADNc y no ADN gendmico. Debi-
do a que no se ha determinado la secuencia del ADN genémico de PSM, esto implicé probar con diferentes pares de
cebadores hasta que se encontré un par que producia el producto de PCR del tamaiio esperado cuando se amplificaba
el ADNc, pero que no producia ninguna banda a partir del molde de ADN gendémico, lo que indicaba la presencia
de un intrén grande. Los cebadores externos de PSM rindieron un producto de 946 pb y los cebadores internos un
producto de 434 pb. El cebador externo de PSM en posicién 5’ utilizado fue 5’-ATGGGTGTTTGGTGGTATTGACC-
3’ (SEQ ID No. 43) (empezando en el nucledtido 1.401) y el cebador en 3’ (en el nucledtido 2.348) fue 5’-TGCTTG
GAGCATAGATGACATGC-3’ (SEQ ID No. 44). El cebador interno de PSM en posicién 5° (en el nucleétido 1.581)
fue 5’-ACTCCTTCAAGAGCGTGGCG-3’ (SEQ ID No. 45) y el cebador en posicién 3’ (en el nucledtido 2.015) fue
5’-AACACCATCCCTCCTCGAACC-3’ (SEQ ID No. 46). El ADNCc utilizado fue el mismo que para el ensayo de
PSA. Lamezcla de PCR 501 incluia: 1 U de polimerasa Taq (Promega), 250 M de dNTP, 10 mM de S-mercaptoetanol,
2 mM de MgCl,, y 51 de una mezcla tamp6n 10x que contiene: 166 mM de NH,SO,, 670 mM de Tris pH 8,8, y 2
mg/ml de BSA acetilada. La PCR se llevé a cabo en un ciclador térmico de ADN Perkin Elmer 480 con los pardmetros
siguientes: 94°C x 4 minutos durante 1 ciclo, 94°C x 30 seg., 58°C x 1 minuto y 72°C x 1 minuto durante 25 ciclos,
seguido de 72°C x 10 minutos. Las muestras se pusieron en hielo y 21 de esta mezcla de reaccién se utilizé como mol-
de para otros 25 ciclos con una nueva mezcla de reaccién que contiene los cebadores internos de PSM. La calidad del
ADNCc se verificé realizando reacciones control utilizando cebadores obtenidos de la S-actina que rinden un producto
de PCR de 446 pb. El cebador en posicion 5’ utilizado fue 5’~AGGCCAACCGCGAGAAGATGA-3’ (SEQ ID No. 47)
(ex6n 3) y el cebador en posicion 3’ fue 5’-ATGTCACACTGGGGAAGC-3’ (SEQ ID No. 48) (ex6n 4). La mezcla
completa de PSA y 101 de cada mezcla de reaccién de PSM se corrieron en geles de agarosa al 1,5-2%, se tifieron
con bromuro de etidio y se fotografiaron en un Eagle Eye Video Imaging System (Stratagene, Torrey Pines, CA.). Los
ensayos se repitieron al menos 3 veces para verificar los resultados.

Clonacion y Secuenciacion de los Productos de PCR

Los productos de PCR se clonaron en el vector plasmidico pCR 1II utilizando el sistema de clonacién TA (Invitro-
gen). Estos plasmidos se transformaron en células E. coli competentes utilizando métodos estandar (13) y se aislo el
ADN plasmidico utilizando Magic Minipreps (Promega) y se cribé mediante andlisis de restriccion. Los clones TA se
secuenciaron mediante el método didesoxi (14) utilizando Secuenasa (U.S. Biochemical). Se desnaturalizaron 3-4 g
de cada plasmido con NaOH y se precipitaron con etanol. Las reacciones de marcaje se llevaron a cabo segtn las re-
comendaciones del fabricante utilizando *S-dATP (NEN), y las reacciones se terminaron como se indica en el mismo
protocolo. Los productos de la secuenciacion se analizaron en geles 6% poliacrilamida/7 M urea a 120 vatios durante
2 horas. Los geles se fijaron durante 20 minutos en 10% metanol/10% acido acético, se transfirieron a papel Whatman
3MM vy se secaron en un secador de vacio durante 2 horas a 80°C. Los geles se autorradiografiaron a temperatura
ambiente durante 18 horas.

Andlisis Southern

Los geles de agarosa tefiidos con etidio de los productos de PCR se sumergieron durante 15 minutos en 0,2 N
HCI, seguido de 30 minutos en cada uno de 0,5 N NaOH/1,5 M NaCl y 0,1 M Tris pH 7,5/1,5 M NaCl. Los geles se
equilibraron durante 10 minutos en 10 x SSC (1,5 M NaCl/0,15 M Citrato Sédico). El ADN se transfirié a membranas
de nilén Nytran (Schleicher y Schuell) mediante transferencia por presién en 10 x SSC con un Posi-blotter (Strata-
gene). E1 ADN se entrecruz6 con la membrana utilizando un Stratalinker UV (Stratagene). Las transferencias se pre-
hibridaron a 65°C durante 2 horas y posteriormente se hibridaron con sondas de ADNc desnaturalizadas cebadas alea-
toriamente marcadas con *?P (PSM o PSA) (9,15). Las transferencias se lavaron dos veces en 1 x SSPE/0,5% SDS a
42°C y dos veces en 0,1 x SSPE/0,5% SDS a 50°C durante 20 minutos cada vez. Las membranas se secaron al aire y
se autorradiografiaron de 30 minutos a 1 hora a -70°C con pelicula Kodak X-Omat.

Resultados Experimentales

Nuestra técnica de amplificaciéon por PCR con cebadores anidados mejord nuestro nivel de deteccién de células
prostdticas de aproximadamente una célula prostitica por 10.000 células MCF-7 a mds de una célula por millén
de células MCF-7, utilizando tanto cebadores obtenidos de PSA como de PSM (figuras 26 y 27). Esto representa
una mejora sustancial de nuestra capacidad para detectar enfermedad minima. Las caracteristicas de los 16 pacientes
analizados respecto a su estadio clinico, tratamiento, valores séricos de PSA y PAP, y resultados de nuestro ensayo
se muestran en la tabla 1. La PCR de PSA detect6 células tumorales en 2/30 pacientes (6,7%) mientras que la PCR
de PSM detectd células en 19/30 pacientes (63,3%). No hubo pacientes positivos para células tumorales por PSA
que no fueran positivos por PSM mientras que PSM proporcioné 8 pacientes positivos no detectados por PSA. Los
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pacientes 10 y 11 en la tabla 1, ambos con enfermedad refractaria a hormonas avanzada se detectaron tanto por PSA
como por PSM. Los dos pacientes han muerto desde que se obtuvieron estas muestras. Los pacientes 4, 7 y 12, que
fueron todos tratados con prostatectomias radicales al tener la enfermedad clinicamente localizada, y que no tenian
valores séricos de PSA detectables 1-2 afios después de la operacion fueron positivos para células tumorales prostaticas
circulantes mediante PSM-PCR, pero negativos en PSA-PCR. Una fotografia de un gel tefiido con etidio de PSM-PCR
representativo se muestra en la figura 28. Las muestras en el carril A representan productos de PCR generados a partir
de los cebadores externos y las muestras en los carriles marcados como B son productos de pares de cebadores internos.
La autorradiografia de la transferencia Southern de PSM correspondiente se muestra en la figura 29. La sensibilidad del
andlisis por transferencia Southern es superior a la de la tincién con etidio, como puede observarse en muchas muestras
en las que el producto externo no es visible en la figura 28 pero es detectable mediante transferencia Southern como
se muestra en la figura 29. Ademads, la muestra 3 en las figuras 28 y 29 (paciente 6 en la figura 30) parece contener
tanto bandas externas como internas que son mas pequefias que las bandas correspondientes en los otros pacientes.
La secuenciaciéon de ADN ha confirmado que la secuencia de nucleétidos de estas bandas corresponde a la de PSM
con la excepcién de una pequefia delecion. Esto puede representar bien un artefacto de la PCR, corte y empalme
alternativo del ARNm de PSM en ese paciente o una mutacién en PSM. Hemos observado descubrimientos similares
con otras muestras en varias ocasiones (datos no publicados). Se ha confirmado que todas las muestras secuenciadas y
analizadas por andlisis Southern son positivos reales para PSA y PSM.

Detalles Experimentales

La capacidad para clasificar en el estadio correcto a los pacientes con cdncer de prdstata en el momento del
diagnéstico es de vital importancia para seleccionar la terapia apropiada y para predecir la respuesta a largo plazo
al tratamiento y la cura potencial. Actualmente, la clasificacién antes de la cirugia consiste en un examen fisico,
determinaciones séricas de PSA y PAP, y varias modalidades de obtencién de imdgenes incluyendo ultrasonografia
transrrectal, escaner CT, escaner 6seo con radiontclidos, e incluso escaner MRI. Sin embargo, ninguna modalidad
actual afronta el problema de la enfermedad micrometastisica hematdgena y el impacto negativo potencial que esto
puede producir en el prondstico. Los trabajos previos han mostrado que sélo un porcentaje pequefio de las células
tumorales circulantes formardn de manera inevitable una metéstasis sélida (16) y, sin embargo, la deteccién de y la
cuantificacion potencial de la carga de células tumorales circulantes puede ser muy valiosa para clasificar de manera
mé4s precisa la enfermedad. El impacto a largo plazo de la enfermedad micrometastdsica hematégena debe estudiarse
comparando el curso clinico de pacientes con estas células en su circulacién con pacientes con un estadio y tratamiento
similares pero negativos en el ensayo.

El nivel de deteccion significativamente mds elevado de las células tumorales con PSM en comparacién con PSA
no nos resulta sorprendente ya que hemos observado una expresion de PSM mads consistente en carcinomas de pros-
tata en todos los estadios y grados comparada con una expresiéon de PSA variable en cinceres de prdstata menos
diferenciados y anapldsicos. Nos sorprendié detectar células tumorales en los tres pacientes que habian sido some-
tidos a prostatectomias radicales con cantidades posteriores no detectables de PSA sérico. Estos pacientes podrian
considerarse “curados” por la cirugia segtn los criterios estdndar, aunque aparentemente contindan teniendo células
tumorales prostaticas. Seria interesante hacer un seguimiento del curso clinico de estos pacientes comparado con otros
sin evidencia por PCR de enfermedad residual. Actualmente, estamos analizando muchas muestras de pacientes con el
fin de verificar estos descubrimientos y quiza de identificar pacientes que presentan riesgo de enfermedad metastasica.
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Cuarta Serie de Experimentos

La expresion del antigeno de membrana especifico de la prostata (PSM) disminuye la estimulacion mitogénica de las
células agresivas de carcinoma prostdtico humano por la transferrina

Muchos investigadores han sugerido una asociacién entre la transferrina y el cancer de préstata humano. Se ha
mostrado que las secreciones prostaticas expresadas de pacientes con céncer de prdstata estidn enriquecidas con res-
pecto a su contenido en transferrina y que las células de cancer de prostata son ricas en receptores de la transferrina
(. Urol. 143, 381, 1990). Se ha mostrado que la transferrina obtenida de la médula 6sea estimula selectivamente el
crecimiento de células de cancer de préstata agresivas (PNAS 89, 6197, 1992). Hemos publicado previamente la clo-
nacién del ADNc que codifica el antigeno PSM de 100 kDa (Cancer Res., 53, 208, 1993). El anilisis de la secuencia de
ADN ha mostrado que una parte de la region codificadora, del nucleétido 1.250 al 1.700, posee un 54% de homologia
con el receptor de la transferrina humano. Las células PC-3 no expresan el ARNm o la proteina PSM y presentan un
crecimiento celular incrementado en respuesta a la transferrina, mientras que las células de cancer de prdostata LNCaP
que expresan intensamente PSM presentan una respuesta muy débil a la transferrina. Para determinar si la expresion
de PSM por las células de cancer de prdstata influye en su respuesta mitogénica a la transferrina, transfectamos de
manera estable el ADNc de longitud completa de PSM en las células de cancer de préstata PC-3. Se identificaron
clones que expresaban mucho el ARNm de PSM mediante andlisis Northern y la expresion de la proteina PSM se
verificé mediante andlisis Western utilizando el anticuerpo monoclonal anti-PSM 7E11-C5.3.

Plaqueamos 2x10* células PC-3 o PC-3 transfectadas con PSM por pocillo en medio RPMI suplementado con
10% de suero fetal bovino y a las 24 horas se afiadi6 a las células 1 ug por ml de holotransferrina. Las células se
contaron en el dia 1 para determinar la eficacia del plaqueo y a los 5 dias para determinar el efecto de la transferrina.
Los experimentos se repitieron para verificar los resultados.

Observamos que las células PC-3 experimentaban un incremento medio del 275% respecto a los controles, mientras
que las células LNCaP s6lo se estimularon un 43%. Las cinéticas del crecimiento mostraron que las células PC-
3 transfectadas con PSM crecieron un 30% mas despacio que las células PC-3 nativas. Estos datos sugieren que
la expresion de PSM en células agresivas metastdsicas de cancer de préstata humano reduce significativamente su
respuesta mitogénica a la transferrina.

La utilizacién de vacunas terapéuticas que consisten en preparaciones de células tumorales que secretan citoqui-
nas para el tratamiento del cdncer de prostata establecido se investigd en el modelo de adenocarcinoma prostatico de
rata Dunning R3327-MatLyLu. Sélo las preparaciones de células tumorales irradiadas que secretan IL-2 fueron capa-
ces de curar animales con tumores establecidos subcutdneamente, y de suscitar memoria inmunolégica que protege
a los animales frente a otra exposicién tumoral. La inmunoterapia fue menos eficaz cuando los tumores se indujeron
ortotépicamente, pero sin embargo produjeron un resultado mejor, retardando significativamente y ocasionalmente
previniendo la recurrencia de tumores después de la reseccién de la préstata cancerosa. La induccién de una res-
puesta inmune potente en animales con tumores frente al tumor MatLyLu no inmunogénico apoya la idea de que la
inmunoterapia activa del cancer de prostata puede tener beneficios terapéuticos.
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REIVINDICACIONES
1. Un 4cido nucleico seleccionado del grupo que consiste en:

(a) un 4cido nucleico que codifica un antigeno polipeptidico de membrana especifico de la préstata humano que
tiene la secuencia mostrada en SEQ ID NO:2;

(b) un 4cido nucleico que tiene la secuencia mostrada en SEQ ID NO:1 o un fragmento de éste que codifica un
area antigénica frente a la que puede generarse un anticuerpo que es especifico del antigeno de membrana especifico
de la préstata humano que tiene la secuencia mostrada en SEQ ID NO:2; y

(c) un 4cido nucleico que tiene al menos 15 nucledtidos consecutivos de la secuencia mostrada en SEQ ID NO:1,

o la cadena complementaria de éste.

2. Un 4cido nucleico que codifica un antigeno polipeptidico de membrana especifico de la préstata humano que
tiene la secuencia mostrada en SEQ ID NO:2.

3. El 4cido nucleico de la reivindicacién 1, en el que el drea antigénica tiene una secuencia seleccionada del grupo
que consiste en:

(a) Asp-Glu-Leu-Lys-Ala-Glu (SEQ ID NO:35);
(b) Asn-Glu-Asp-Gly-Asn-Glu (SEQ ID NO:36);
(c) Lys-Ser-Pro-Asp-Glu-Gly (SEQ ID No:37);

(d) (i) Asp-Glu-Leu-Lys-Ala-Glu (SEQ ID NO:35); (ii) Asn-Glu-Asp-Gly-Asn-Glu (SEQ ID NO:36); y (iii) Lys-
Ser-Pro-Asp-Glu-Gly (SEQ ID No:37);

(e) el dominio de membrana exterior de dicho antigeno de membrana especifico de la préstata humano; y
(f) una secuencia de aminoécidos hidrofilica de dicho antigeno de membrana especifico de la préstata humano.

4. El 4cido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1 6 3, que comprende nucledtidos que tienen la secuencia
mostrada en SEQ ID NO:1.

5. El 4cido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el dcido nucleico es ADN o ADNCc.
6. El 4cido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el 4cido nucleico es ARN.

7. El 4cido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 5 6 6, unido de manera operativa a un promotor de la
transcripcién de ARN.

8. Un vector que comprende el dcido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.
9. El vector de la reivindicacion 8, en el que el vector es un pladsmido, c6smido bacteriéfago u otro virus.
10. El vector de la reivindicacién 9, en el que el vector se denomina PS5A-PSM (ATCC 75294).

11. Un sistema anfitrién vector para la produccion de un polipéptido, en el que el sistema anfitrién vector com-
prende el vector de cualquiera de las reivindicaciones 8, 9 6 10 y una célula anfitriona adecuada.

12. El sistema anfitrién vector de la reivindicacién 11, en el que la célula anfitriona adecuada es una célula bacte-
riana, célula de levadura, célula de insecto o célula de mamifero.

13. Un método para producir un polipéptido que comprende crecer el sistema anfitrién vector de cualquiera de las
reivindicaciones 11 6 12 en condiciones adecuadas que permitan la produccién del polipéptido y la recuperacién del
polipéptido asi producido.

14. Una célula de mamifero que comprende el vector de cualquiera de las reivindicaciones 8, 9 ¢ 10.
15. Un polipéptido con la secuencia del antigeno de membrana especifico de la préstata humano mostrada en
SEQ ID NO:2 o un 4rea antigénica que es una secuencia de aminodcidos hidrofilica de dicho antigeno de membrana

especifico de la préstata humano, en el que el polipéptido puede utilizarse para generar anticuerpos que son especificos
de dicho antigeno de membrana especifico de la préstata humano,
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siempre que el drea antigénica no consista en la secuencia mostrada en SEQ ID NO:35.

16. El polipéptido de la reivindicacién 15, en el que el polipéptido consiste en la secuencia del antigeno de mem-
brana especifico de la préstata humano mostrada en SEQ ID NO:2 o un 4drea antigénica que es una secuencia de
aminodcidos hidrofilica de dicho antigeno de membrana especifico de la prdostata humano frente a la que pueden
generarse anticuerpos que son especificos de dicho antigeno de membrana especifico de la préstata humano,

siempre que el drea antigénica no consista en la secuencia mostrada en SEQ ID NO:35.

17. Un polipéptido con la secuencia del antigeno de membrana especifico de la préstata humano mostrada en SEQ
ID NO:2.

18. Un anticuerpo monoclonal dirigido frente al antigeno de membrana especifico de la préstata humano, mostran-
dose la secuencia de dicho antigeno en SEQ ID NO:2.

19. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 18 que se une a un drea antigénica del antigeno de membrana
especifico de la préstata humano seleccionada del grupo que consiste en:

(a) Asp-Glu-Leu-Lys-Ala-Glu (SEQ ID NO:35);

(b) Asn-Glu-Asp-Gly-Asn-Glu (SEQ ID NO:36);

(c) Lys-Ser-Pro-Asp-Glu-Gly (SEQ ID No:37);

(d) el dominio de membrana exterior de dicho antigeno de membrana especifico de la préstata humano; y

(e) una secuencia de aminodcidos hidrofilica de dicho antigeno de membrana especifico de la préstata humano.

20. El anticuerpo monoclonal de cualquiera de las reivindicaciones 18 6 19, caracterizado adicionalmente como
capaz de unirse a la superficie de una célula de céncer de prdstata.

21. Una composicién que comprende el anticuerpo monoclonal de cualquiera de las reivindicaciones 19 a
20.

22. La composicién de la reivindicacion 21, que comprende ademads un agente conjugado con el anticuerpo.

23. La composicion de la reivindicacion 22, en la que el agente es un agente de imagen, un agente terapéutico, una
toxina o un agente citotoxico.

24. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 21 a 23 que comprende un vehiculo aceptable desde
un punto de vista farmacéutico.

25. La composicién de la reivindicacién 21, que es una composicién farmacéutica que comprende un vehiculo
aceptable desde un punto de vista farmacéutico.

26. El anticuerpo monoclonal de cualquiera de las reivindicaciones 18 a 20, o una composicién de cualquiera de
las reivindicaciones 21 a 25, para utilizarse en la terapia o diagndstico del cdncer de prostata.

27. Utilizacién de un anticuerpo monoclonal de cualquiera de las reivindicaciones 18 a 20 o de la composicién
de una cualquiera de las reivindicaciones 21 a 23 para la fabricacién de una composicién farmacéutica para tratar el
céncer de prostata en un paciente humano.

28. Utilizacién de una composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 21 a 25 para la preparacion de una
composicion de diagndstico para obtener imdgenes del cdncer de prdstata en un sujeto.

29. Un inmunoensayo para determinar la cantidad de antigeno de membrana especifico de la préstata humano en
una muestra biolégica que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto las muestras bioldgicas con al menos un anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las
reivindicaciones 18 a 20 o con la composicién de cualquiera de las reivindicaciones 22 6 23 para formar un complejo
entre dicho anticuerpo y cualquier antigeno de membrana especifico de la préstata humano presente en la muestra,

y
(b) determinar la cantidad del antigeno de membrana especifico de la préstata humano en dicho complejo, de

forma que se determina asf la cantidad de antigeno de membrana especifico de la prdéstata humano en dicha muestra
bioldgica.
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30. Utilizacién de un 4cido nucleico marcado de la reivindicacién 1(c) para la preparacién de una composicion de
diagnéstico para detectar la expresion de un antigeno de membrana especifico de la préstata humano en una célula o
seccién de tejido en una muestra.

31. La utilizacién de la reivindicacion 30, en la que la muestra es sangre, nédulos linfaticos o médula dsea.
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FIGURA 17A
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FIGURA 18
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FIGURA 19
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FIGURA 20
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FIGURA 21
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FIGURA 22
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FIGURA 23
LINEAITIPO REGION | METASTASICO | ARN de PSHM | ADN de PSM
CELULAR 11p11.213 DETECTADO | DETECTADO |
LNCap + + ND
PROSTATA ++ ND
HUMANA
A9 NO NO - —
(FIBROSARCOMA)
| AS(11) si NO - REPETIR
(A94+HUM. 11)
| AT6.1 NO si - -
 (PROSTATA de RATA)
AT6.1-11-c11 Si NO + ++
ATE.1-11.c12 NO si - -
R1564 NO si - -
(MAMA de RATA)
R1564-11-c14 si si - +
R1564-11-¢15 si Si - REPETIR
R1564-11-¢c16 Si si - ND
R1564-11-c12 Si Si ND +

77




SUPERVIVENCIA (%)

SUPERVIVENCIA (%)

ES 2276 390 T3

FIGURA 24A
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FIGURA 25A
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FIGURA 26

Wi s
s

Aot e
TR
gy

i
Btk Bl
SR el
DT ANy
A - 2,

e

80

g




ES 2276 390 T3

FIGURA 27
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FIGURA 28
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FIGURA 29
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FIGURA 30
Paciente Estadio Tratamiento PSA PAP PSA-PCR PSM-PCR
1 TeNsMo Ninguno 89 07 - +
2 T2MoMo RRP 7/93 6,1 - - +
3  T2CNoMo PLND 5/93 45 0,1 - +
4  T2BNoMo RAP 3/92 NMA 04 - +
5 TaNxMo Proscar + 51,3 10 - +
Flutamida
6 Recur T3 1-125 1886 84,7 14 - +
7 T3ANoMo RRP 10/92 NMA 03 - +
8 TaNxMo XAT 1987 75 0,1 - -
8  T3NxMvo Proscar + 354 0,7 - -
Flutamida
10 D2 S/iP XRT 311 45 + +
Flutamida
+Emeyt
11 D2 RRP 4/91 1534 14 + +
Lupron 10/92
Velban +
Emcyt 12/92
12  T2NoMo RRAP 8/g1 NMA 05 - +
13 TaNoMo RRP 1/88 01 03 - -
Lupron +
Flutamida 5/92
14 ™D PLND 1889 1,6 04 - -
XRT 1989
15 D1 Proscar + 20,8 05 - -
Flutamida
16  T2CNoMo RRP 4/92 0,1 0,3 - -
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LISTA DE SECUENCIAS
(1) INFORMACION GENERAL

(i) SOLICITANTE: Israeli, Ron S.
Heston, Warren D.W.
Fair, William R.

(i) TITULO DE LA INVENCION: ANTIGENO DE MEMBRANA ESPECIFICO DE LA PROSTATA
(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 38

(iv) DIRECCION POSTAL:
(A) DESTINATARIO: Cooper & Dunham
(B) CALLE: 30 Rockefeller Plaza
(C) CIUDAD: Nueva York
(D) ESTADO: Nueva York
(E) PAIS: Estados Unidos de América
(F) CODIGO POSTAL: 10112

(v) FORMA DE LECTURA EN EL ORDENADOR:
(A) TIPO DE MEDIO: Disquete
(B) ORDENADOR: IBM PC compatible
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) PROGRAMA INFORMATICO: Patentln Release #1.0, Versién #1.25

(vi) DATOS ACTUALES DE LA SOLICITUD
(A) NUMERO DE SOLICITUD:
(B) FECHA DE CLASIFICACION:
(C) CLASIFICACION:

(viii) INFORMACION DEL ABOGADO/AGENTE:
(A) NOMBRE: White, John P.
(B) NUMERO DE REGISTRO: 28,678
(C) NUMERO DE REFERENCIA/EXPEDIENTE: 1747/41426

(ix) INFORMACION DE TELECOMUNICACION:
(A) TELEFONO: (212) 977-9550
(B) TELEFAX: (212) 664-0525
(C) TELEX: 422523 COOP UI

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:1:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 2.653 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
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ES 2276 390 T3

(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma
(vii) FUENTE PRINCIPAL.:
(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Préstata

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 262..2511

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:1:

COCACOATES TEETIGGAGE GUCUGCASTA GRGCAGCASC ACAGGLGCRG GTCLCGEERAS

GOOGHOTETS OTCROGOOGR ¢ KIS TGS ART O CIY CAC GAR ACC GRC TCG
M=t Trp Asn leu Leu His Glu Thr Rsp s::
L H o

GOG CEC £ CCG OO0 TEE COTG TGC GUT GGG GG CIG
Axg?:angmneumala(ﬂynam\x
GGC TIC TIT CIT
1y Phe Le
AAT GCT ALT J
Ile Lys Ser Ser Asn Glu Ala Thr
5
GAT GRA TIG hAA
Lys Ala Phe Leu Asp Glu L\éu iys
g

Cr3

¢ ATA CCA CRT TIA G
Tyr AED Phe Thr Gln Ile Pro His Leu
&

8
¢
o
)
5 .
¥

g
SE 228 85
i

82 D ab%
:
4
§
i

§ 8 ¥

3]
i)

2
ﬁ
§
B
g
g
g
g
g
38 £

Glu Leu Ala Lys Gln Ile Gln Ser Gln Iy
as 10

TCT GTT GAG CTRA GCA CAT TAT
Ser Val Glu Leu Ala His Tyr Asp Val Leu
110 115

ACT CAT CLC ARC TALC XIC TCA ATA XTT AXRT
Ihr Hig Pro Asn Tyr Ile Ser Ils lle Asn
125 130

TTC ARL ACK TCA TTA TIT GirA OCA COT OOYT
Phe lgn Thr Ser Leu Phe (Glu Pro Pro Pro
140 145

o
a
b

g
:
2
g i

g §§ #4a

48
o
1%

g B i
g

£% 858
£

@
-
=

Ile

H
)

13
o8
T

3

Val

Sar Asp Jle Val Pro Fro Phe Ser Ala Phe Ser Pro Gla Gly Met Pro
15% 160 1€5 1M

to

120

180

249

231

338

387

435

483

531

579

827

675

23

i A
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ES 2276 390 T3

GAG GGC GAT CTA GIG TAT GTT ARC TAT GCA CZA ACT GAA GAC TIC TTT
Slu Gly Asp Leu Val Tyr Val Asn Tyr Ala Arg Thr Glu Asp Phe pPhe
17% 180 185
mmwmmmummcmmmwmmrmm-:
Lys Leu Glu Arg Asp Mer Lye Ile Asn Cys Ser Gly iys Ile Val lle
180 185 200
GCC AGA TAT GGG AKA GTT TTC Aaa GEA ARYT ARG OTT ARA ART GOC CAG
Rla Arg '!’?1‘ Gly Lys Val Fhe Arg Gly Rsn Lys Val Lys Asn Ala Gln
210 215
CTG GOR GGG GCC AAA GSA GTC ATT CIT TAC TCC GAL LT GCT GAC TAC
lLay Ala Gly Ala Lys Gily Val Ila leu Tyr Ser Asp Pro Ala Asp Tyt
220 225 230
TET GOT CCT GGG G76¢ AAS TOC TAT CCA GAT GGT THG ART CTT CCT GGA
Pphe Ala Pro Giy Val Lys Ser Tyr Pro Asp Gly Trp Asn Leu Pro Gly
235 2440 245 250
Gly Gly Val Glin Arg Gly Asn Yle Leu Ren lLeu Ren Gly hla Gly Asp
255 250 285
COT OTC ACR OCR GGT TAC CCA GCA AAT GRA TAT GOT TAT AGS CGT GGA
Pro leu Thr Pro Gly Tyr Pro Ala &sn Glu Tyr Ala Tyr Arg hArg Gly
<270 275 280
ATT GCA GAG GUT GTT GGT CTT CCR AGT ATT OCT GIT CAY COA RIT GGA
Ile Ala Glu Ria Val Gly Leu Pro Ser Ile Pro Val His Pro Ile Gly
285 290 295

TAC TAT GAT GCA CAG AAGZ CTC CTA GAA ARA ATG GGT GGT TCh GCA CCA
Tyr Tyr Asp Ala Gln Lys lew Dev Glu Lys Mer Giy Gly Ser Ala Pro
3o ags 310

CCA GAT ABC AGC TGE AGA GGR AGST CIC ARA GTIG CCC TAC AART GIT GGA
Pro Asp Ser Ser Trp Arg Gly se:!.«eul.ysval Pro Tyr Asm Val Gly
315 320 330

R

CCT GGC TTT ACT GGR AARC TTT TOT ACh CAA AAR GIC ARG ATG CAL
Pro Gly Fhe Thr gly.&sn Phe Ser Thy Glu Ixye Val Lys Met H is Ile
35 340 345

CAC TCT ACC AAT GAR GTG ACA AGA RTT TAU ART GTCG ATA GET ALCT CIC
Hig Ser Thr Acn Glu Val Thr Arg Ile Tyr Aen Val Ile Gly Thr Leu
3iso ass 360

AGR GGA GCA CTG GRA CCA GAC AGA TAT GIC ARIT CIG GGA GGT CAC GG
.hrgsxyalav;al Glumnsp.;:gmval Ilel-eutslyalymsn:g

GAC TCR TGS (TG TTIT GGT GGT ATT GRC CCT CAG AGT GBA GOA GCT GTT

Asp Ser Trp Val Phe Gly Gly Ile Asp Pro Gln Ser Gly Ala Rla val
360 3IB5 350

GTT CAT GAR ATT GIG AGG AGC TIT GEA ACA CIG ARA ; GRA GGG TGE

Val His Glu Ile val Arg Ser Pbe Gly » u Gly Trp

355 400 405 410

819

87

818

963

1.011

1.059

1.107

1.155

1.203

1.251

1.299

1.347

1.395

1443

1.491

1.538
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415 420

425

GGT CTT CTT GGT TLT ACT GRG 'IGG GUA GAG GAG ART TCA AGA CTC CTT
Gly Leu Lew Gly Ser Thr Glu Trp Ala Glu Glu Asn Ser Arg leu leu

CAA GAG CGT
Gln Glu Arg
445

ANCT TAC RCT
Asn Tyr Thr
450
CAL RAC CTA
His Asn leu

475

ARA TCT CTIT
Lys Ser leu

AGT GGT ATG
Ser Gly Met

GTG TIC TIC
val Phe Phe
528

BAR ART TGE
Lys Asn Trp
540

GIC TAT GA® ACA TAT QRG TIG GTG GAR ARG TTT TAT GRT

Val Tyr Glu
855

AAN TAT CAS
lys Tyxr Hap

CTA GCC AXT
Leu Rla Asn

GIT TTA 2GR
Val Leu krg
605

CCA CAG GRAR
Pro Gln Glu
€20

GCA QTA ARG 2

Ala val iye
&3s
Gln kep Phe

430 438

GGC BTG GCT TAT ATT AAT GOT GAC TCh
Gly Val Rla Tyt Ile Asn Ala Asp Ser
459

CTG AGA GTT GRT TGT ACA CCG CTG AiG
Leu Arg Val Asp Cys Thy Pro Leu Mec

463 470
AGC

ACA BAR GAG CTIG ARA C CCT GAT GAAR
Thr Lye Glu leu Lys Ser Pro Asp Glu
480 485
BAR
L

AG".‘.‘DCT

TAT GARA AGT TGG ACT AR
Iye r Pro

Tyr Glu Ser Trp Thr
495

CCC AGG ATA ASC 2ahR TIG GER TOT GSA

Pro Arg lle Ser Lys Lew Gly Ser Gly

510 515

CAA CGAR CTT GGA ATT GCT TCA GGC AGA
Gln Arg laou Gly Ile Ala Ser Gly Arg
€30

GAR ATA ARC ARR TTC RGC GGC TAT CCA
Glu Thr Asn Lys Phe Sexr Gly Tyr Pro
545 550

Thr Tyr Glu leu Val Glu Lys Phe Tyr
560 565

CTC ACT GTG GCC CAG GTT CGA GGA GGG
Isu Thr Val Ala Glop Val Ary Gily Gly
575 580

TEC ATA 616G CIC CCT TIT GAT TGT OSA
Ser Ile Val lLeu Pro Phe Asp Cys Arg
3-10 585

lys Tyr Ala Asp lyg Ile Tyx Ser Ile
610

ATG ARG RCA TAC AGT GTA TCA TTT GAT
Thr Tyr Ser Val Ser Phe Asp
625 €30

Met Lys

AAT TIT ACA GAA AIT GUT 'TCC ARG TIC

Asn Phe Thr Glu Ile Ala Ser lys Fhe
& €45

GARC AR

Asp Lye

655 £60

T

o

RGC ARC CTA ATA GTA TTA AGH RTG ATG ART GAT
Ser Asn Pro Xle Val Leu Arg Mat Met Asn

440

TCT KTR Ghh GGR
Ser 1le Glu Gly
455

TAC AGC TTG GTAR
‘I'vr Ber lLeu Val

GGC TIT GAA GGC
Gly Phe Glu Gly
490

TOL CCh GAS TTC
Ear Pro Glu Phe
4113

ART GAT TTT GRS
Asn Asp Phe Glu
520

GCA GGG AT ACT
Ala Arg Tyr Thr
535

CTG TAT CAC AGT
Lleu Tyr His Sar

TR
ed 8
1 R
g 3

Fhe Giu

GCT GIA

5
gl
B
3

TcT
Ser
g1

8

;
$
28

TCA CTT TTT
Ser leu Phe

e

AGT GAG AGAR CTIC
Ser Glu Arg Leu
850

685

1.587

1.635

1.683

1.3

1.779

1.827

1.875

1.923

1.971

2.019

2.067

2115

2163

2.211

2.259
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CRA CTC ATG TIT CTG GAA AGR T
Gin Leu Met Phe Leu Glu Arg Ala Phe lle Aep Pro
€70 87

GAC AG3 ot TTT TAY AGG CRT GTC X TRT
Asp Ary Pro Fhe Tyr Arg His 'g;é Ile Tyr Ala Pro
685

AAG TAT GUR GG5 GAG TCA TTS CCA GGA ATT TAT GRT
iyg Tyr Ala Gly Glu Ser Phe Pro Gly Ile Tyx Rsp
700 708 710

ATT GAA AGC AANA GTG GAC CCT TOC ARG GOC GG GGR
Tie Glu Ser lys Val Asp Pro Ser Lys Ala Trp Gly
s 720 725

CAS XIT TAT GTT GUR GO TTC ACR BTG CAG GCA GCT

TTA GGE TTR OCh
Leu sly Lau Pro
80

AGT AGC CAC AAL
Ser Ser His Asn
€%

GCT CTG TIT GAT
Ala leu Phe Asp

GRA GTG ARG RGA
Glu Val Lys Arg
730

GCA GAG ACT TIG

Gin Iie Tyr Vval Ala Als Phe Thr Val Gln Ala Rla Ala Glu Thr Leu

738 740

745

Ser Glu Val Ala
50

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:2:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 750 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:2:

Mer Trp ARn leu Leu His Glu Thr Agp Ser Ala Vsl Ala Thy Als Arg

b S 10

15

Arg Pro Arg Trp leu Cys Ala Gly Ala Len Val Leu Ala Gly Gly Phe
20 i

25

2.307

2.355

2.403

2.451

2.499

2.551

2.611
2.653

Phe Ley Leu Gly Phe Leu Phe Gly Trp Phe Ile Lyes Ser Ser Aen Glu

35 40

45

Ala Thr Asn Ile Thy Pro lLys His Asn Met Lyes Ala Phe Leu Asp Giu
58 [0

S0

Leu Lyz Ala Glu Rsn Ile Lys Lys Phe Leu Pvyr Asn Phe Thr Gln I
75

65 70

le
80

Pro Hag leu Ala Gly Thr Glu Gln Asn Phe Gln Leu Ala lys Gln Ile

&5 20

95

Gln Ser Gln Trp Lys Glu Phe Gly leu Asp Ser Val Glu leu Ala His

100 105

3310

TyT Asp Val lLeu leu Ser Tyr Pro Asn Lys Thr His Pro Asn Tyr lle
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Ser
Glu
145
Phe

val

Lye

val
225

Pro

Leu
308
Gly

Phe

Asp

Gly
3Bs

Ser

Ile
130
Pro
Ser
Asn
Ile

210
1le

Ile
Ala
Pro
2950
Lay
Sar
say
Arg
Arg
37g
1le
Phe

Phe

Giu Trp

115
Ile hen Glu

Pro Pro Pro
Ala Phe Ber

i65

Tyr Ala Arg
180

Agn Cyn Ser
195

Arg Gly Asu lys

Leu Tyr Ser
Pro Asp Gly
245

Leu Ren Leu
260

Asn Glu Tyr
27%

Ser Yle Pro
Glu Lye Met
Lt Lys Val

azs

Thr Gln Lye
340

Ile ryxr Agn
55

Tyr Val Ile
Asp Pro Gln
Gly Thr lLeyu

405

Ala Sar Trp
420

Ala Glu Glu
43%

ES 2276 390 T3

Asp
Gly
isp
Pro
Thr
Gly

Yal

AED
2340
Trp
Aen
Aln
Vai
Gly
310
Pro
Yal
val

Ley

Ser
3%0

Lys

Asp

Asn

120

Gly Asn Glu
135

Tyr Glu Asn
Gln Gly Het
Glu Asp Phe

1B5

iye Ile Val
200

Lys Asn Ala
213

Pro Ala AsD
AEn Ley Pro

Gly Ala Gly
265

Tyr Arg Arg
280

Hig Pro Ile
285

Gly Sexr Ala
TYY Asn Val
Lys Mex Hie

345

Ile Gly Thr
360

Gly Gly His
37s

Gly Ala Rla
Lys Glu Gly

Alas Glu Glu
425

Sex Arg lLeu
440

125

Bhe Asn Thr Ser Leu
140

Ile

Val Ser Aep Ile Val Pro

1ES

Pro Glu Gly Asp Leu Val
170 178

Fhe lys ey Glu Axrg Asp

150
Ile Ala Axrg Tyr Gly lys
205

Gln Leu Ala Gly Ala Lye
220

Tyr Phe Als Pro Gly Val
235

Gly Gly Gly val Gln Arg
250 255

Asp Pro Leu Thr Pro Gly
270
@iy Ile Ala Glu Ala Val
285

Gly Tyr Tyr Asp Ala Gln
300

Pro

Pro Asp Ser Ssr Trp
315

Gly Pru Gly Phe Thr Gly
3320 33s

Ile His Ser Thr han Glu
150

leu Arg $ly Ala val Giu
AES

Arg Rsp Ser Trp Val Phe
380

val val Hig Glu Ile Val
385

Trp Arg Pro Axg Axg Thr
410 415

Phe Gly Leu Leu G)y Ser
430

Leu Gln Glw Arg Gly Val
445

Phe

led

Met
Val
Gly
Lys
240
Gly

Gly

Ary
320
Val
Pro
Gly
Arg
400
Ile

Thr

Ala
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Aep
4€5

Ser

Gly

Tvr
625

Glu

Agn

Ile
450

Cys
Lys
™
Lys
Ile
530
Phe
val
Gln

Pro

Lys
610
Sar

Ile

Pro

Axrg Ala

Hie

Phe
7405

Pro

Yal
&%0

Pro

Ser

harn

Thr

Sex

ey
515
Ala
Sex
Glu
Val
Phe

535

Ila
val
Ala
lle
Phe
£75

Ile

Gly

Lys Ala

Phe Thr Val

. ys

ES 2276 390 T3

Ala Aep Ser Sex
455

Pro leu Met Tyr
470

Pro Asp Glu Gly
485

Ser Pro Ser
500

Gly Ser Gly Asn

Ser Gly Arg Kia

&35

Tyr Pro Leu
550

Gly

lys Phe Tyr iep

565

hrg Gly Gly Met
580

hep Cys Ryq Anp

Ser Ile Sexr
E1lS
Ser

Phe Asp Ser
€30

5er Lys Phe Ser

645

val
660

Leu Arg Met
1le Asp Pro ieu

Ala Fro Ssr
£55

T

Ile Tyr Asp Rla
710

Trp Gly Glu
728

Gl Ala Ala Rla
740

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:3:

Ile Glu
Ser Leu
Phe Glun

Pro Glu
£05

2ep Phe
520

Arg Tyr

Tyr His

Pro Mst

val Phe

585

Tyr Ala

&00

Met lys

Leu Fhe

Glu

Met Ren

e85

Gly Leu

680
Ser His
ey
Val

Glu Tht

745

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 8 aminoécidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iti) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO
(vi) FUENTE ORIGINAL:

Gly
Val
Gly
499
Phe
Glu
Thxr
Ser
Phe
£70
Glu
val
Hie
Ser
Ieu
£50
Asp

Fro

RED

iye Arg

730
Leu

asn Tyx

460
Hig
475

Aen
Lys Ser
Ser Gly
Val Phe

Azsn
E40

Lyas

val
585

lye
Ala
val

Leu

Gln
624

val

Pro

Ala
635

Gln Asp
Gln Leu
Asp Axyg
lys Tyx

700

Ile Glu
715

Gln Ile

Ser Glu

Thr Leu Axrg Val

Glu
480

levu Thr Lys

Bl
495

Arg

Leu Tyx Ser

Mat Pro Ile

510

Phe Gln Arg
525

Trp Glu

Leu

Thr

Glu Thr Glu

Se0

Tyr

His lLeu Thr
578

Val

Asn Ser Ile

530

Arg Lys
605

val

Tyr Ala

Glu Mer Lys Thr

Lye sy Phe

€40

Phe Rep lLys Ser

655

Metr Fhe
670

Iew Gla

Pro Phe
€85

Ala Gly

Tyr Axg

Glu Ser

ser Iys Val Asp

720

Ala Ala
735

TyT Val

Val Ala
150
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(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma

(vii) FUENTE PRINCIPAL:
(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Prostata

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:3:

Ser Leu Tyr Glu Ser Xaa Thr Lys
1 5

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:4:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 15 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma

(vii) FUENTE PRINCIPAL:
(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Préstata

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:4:

Ser Tyr Pro Asp Gly Xaa Asn Leu Pro Gly Gly Gly Val Gln Arg
1 5 10 15

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:5:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 7 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(ili) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma

(vii) FUENTE PRINCIPAL.:
(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Préstata

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:5:

Phe Tyr Asp Pro Met Phe Lys
1 5
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(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:6:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 9 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(iiiy HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma

(vii) FUENTE PRINCIPAL:
(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Préstata

10
15

20

’s (xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:6:

Ile Tyr Asn Val Ile Gly Thr Leu Lys
1 5

30 (2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:7:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 aminoacidos
35 (B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal
20 (ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO
45 (vi) FUENTE ORIGINAL:

(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma

50 (vil) FUENTE PRINCIPAL:
(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Prostata

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:7:

55 Phe Leu Tyr Xaa Xaa Thr Gln Ile Pro His Leu Ala Gly Thr Glu Gln
1 5 10 15
Asn Phe GIn Leu Ala Lys
20

60 2
(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:8:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 17 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: doble

65
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(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma
(vii) FUENTE PRINCIPAL:
(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Préstata

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:8:

20

25

30

35

40

45

50

60

Gly Val Ile Leu Tyr Ser Asp Pro Ala Asp Tyr Phe Ala Pro Asp Val
1 5

10
Lys

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:9:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 17 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma

(vii) FUENTE PRINCIPAL.:

(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Prostata
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:9:

Pro Val Ile Leu Tyr Ser Asp Pro Ala Asp Tyr Phe Ala Pro Gly Val

1 5 10
Lys

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:10:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 15 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iii) HIPOTETICO: NO

10

15

15
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(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma

(vii) FUENTE PRINCIPAL:
(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Préstata

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:10:

Ala Phe Ile Asp Pro Leu Gly Leu Pro Asp Arg Pro Phe Tyr Arg
1 5 10 15

15

20

25

35

40

45

50

55

60
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(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:11:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 19 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iti) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEIJIDO: Carcinoma

(vii) FUENTE PRINCIPAL:

(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Préstata
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:11:

Tyr Ala Gly Glu Ser Phe Pro Gly Ile Tyr Asp Ala Leu Phe Asp Ile
1

5 10
Glu Ser Lys

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:12:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 22 aminoéacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma

(vii) FUENTE PRINCIPAL.:

11

15
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(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Préstata
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:12:

5 Thr Ile Leu Phe Ala Ser Trp Asp Ala Glu Glu Phe Gly Xaa Xaa Glu
1 5 10 15
Ser Thr Glu Glu Ala Glu
20

10 (2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:13:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 17 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal
20 (i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO
(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma
(vii)) FUENTE PRINCIPAL:
(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Prostata

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:13:

15

25

30

35
TTYTAYGAYC CNATGTT

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO: 14:

40 .
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 17 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

45 (C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
50 (iti) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:
33 (A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma

(vii) FUENTE PRINCIPAL:
60 (B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Préstata

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 14:

65 AACATNGGRT CRTARAA

12
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(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:15:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
5 (A) LONGITUD: 17 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iiiy HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO
(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma
(vii) FUENTE PRINCIPAL:
(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Préstata

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:15:

10

15

20

25

ATHTAYAAYG TNATHGG

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:16:
30

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 17 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iti) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma

(vii) FUENTE PRINCIPAL.:
(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Préstata

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:16:

35

40

45

50

55 CCDATNACRT TRTADAT

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:17:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 17 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: doble

65 (D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

60

13
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(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma

(vii) FUENTE PRINCIPAL:
(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Préstata

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:17:
CCNGCNGAYT AYTTYGC

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:18:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 17 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(ili) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma

(vii) FUENTE PRINCIPAL.:
(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Préstata

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:18:
GCRAARTART CNGCNGG

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:19:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma

(vii)) FUENTE PRINCIPAL:
(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Prostata

14
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:19:

ACNGARCARA AYTTYCARCT

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:20:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iti) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma

(vii) FUENTE PRINCIPAL:

(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Préstata
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:20:

AGYTGRAART TYTGYTCNGT

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:21:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 17 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma

(vii) FUENTE PRINCIPAL.:

(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Préstata
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:21:

GARCARAAYT TYCARCT

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:22:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 17 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico

15

20

20
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(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO

10 (vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma

(vii) FUENTE PRINCIPAL:
(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Prdstata

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:22:

15

20 AGYTGRAART TYTGYTC

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:23:

25 (i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma

(vii)) FUENTE PRINCIPAL:
(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Prostata

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:23:

30

35

40

45

TGGGAYGCNG ARGARTTYGG

50 £
(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:24:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(ili) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

55

60

65
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(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma

(vii) FUENTE PRINCIPAL.:
(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Préstata

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:24:
CCRAAYTCYT CNGCRTCCCA

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:25:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 17 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma

(vii)) FUENTE PRINCIPAL:
(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Prostata

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:25:
TGGGAYGCNG ARGARTT

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:26:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 17 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iiiy HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma

(vii) FUENTE PRINCIPAL:
(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Préstata

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:26:

AAYTCYTCNG CRTCCCA

17

20
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(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:27:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 780 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:27:

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

TACACTIATE CCATTCOSGAL NTGCCCACCT TGGRACTGGA GACCCTTACA COCCABLIIT 17
CCCTTORTTC ARCCACRCOC RRNNGTTTCC ACCAGTTGAR TCTTCAGGRC TACUCCRCAT 129
TGOTCYTICAS ACCATCTCTA GCAGTGUAGE AGCCASGCTE TTCAGURAAAR TGGATGGAGA 180
CACKTGOTCT GRANAGHNGTT GGARAMGGTGC GATCCANNNT TCCTGTAAGG TRNGACKRAA 240
CARAGCAGER GANNNNGCCA GRANTARTGET GAMRCTAGAT GTRARCARIT CCATGRARGA ago
CAGGARGATT CTGAARCATCT TCOGTGUTAT CCAGGGATIT GAAGRALUCTG ATCGGTATGT 360
TETGATIGEA GCOCAGAGAS ACTCOTGEGG COTASGARTG GUTAARGOIG GCALTGGAAC 420
TGUTATETTSE TTOHGAACTTS CEOGTOGTGRT CTCASACATA GIGARAARCG AGGGCTACAA 480
ACCGAGSCGA ABCKTCOATCT TTGCTAGCTG GAGTGUAGGH GACTACGGRG CTGTHRGTEC 540
TACTGAATGE CTIGGAGEHHET ALTCIGCCAT GCTGCATGCC ARAGCITICA CITACATCAN 600
RGOMTGEATS CTOCASTCCT GGGAGCARGT CRTIGTLARGAE 'TTTCIGCCAG CCOCTTCCTS €60
TATATGOTGS TGGEGALBTAT TATCGRAGGGG GTGARMGRAATC CAGCAGCRAGT CTCAGRGASC 720
HERNCTCTAT RACAGROTTS GOCCAGACTG GETARRAMGCA GTTSTTCOCTC TIGGCOTGER 780

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:28:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 660 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: doble

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(ili) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:28:

18
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TCCAGAARAG CTATTCARAR ACATGCARAGG ARRCTGTOCT COTAGTINGA RTATAGRTTC
CTACATIGTA GTAGRAGCCC AGAGRGACGC TTGGGGLOCT GETRETTGCS ARGTCCAGTS
ACTTACRTTA KTRCTGGATA ARSTLGTOCT GRGTACTAGU ANCTYCARGS TTICTGCCAG
CCCCCTRTTA TATACACTTA TGGCGAAGAT AATGCAGRAN RCGTAMAGCA TCCOSANNNRN
ENNTTGNTGG ARRATATCTA TATCGARRCA GTAATTGEAT TASCRAAATT GRIFSARCTIT

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:29:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 540 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:29:
AGRARGCARG AATGTGARGC TCACTGTGAG CARTGTGCTG ARAGRGRTAR ARATTCTTAA
AACTIGCOCA GATGTTCTCRA GATRTGGTCT TRAAMGRTGE GTTTCAGLCC AGCAGAAGCA
AGGGATRCCT TTCGTCHCCT SCATTIAAAG GOTTICACTT XIATTANTCT GGRTANAGCG
GTICTIGATA CCRECARCTT CAAGGETTITCT GCOAGCCOAC TOTIGTATALC GUIIATTIGAS
AMARCARTGC ARARTGTGAR GCATCCGGTT ACTGGGCART TTCTATATCA GGACAGCAAC

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:30:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 27 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

19
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(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma

(vii) FUENTE PRINCIPAL:
(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Préstata

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:30:
ACGGAGCAAA ACTTTCAGCT TGCAAAG

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:31:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 9 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(ili) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma

(vii) FUENTE PRINCIPAL.:
(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Préstata

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:31:

Thr Glu GIn Asn Phe Gln Leu Ala Lys
1 5

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:32:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 36 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(ili) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma

(vii) FUENTE PRINCIPAL.:
(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Préstata

20
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:32:

CTCTTCGGCA TCCCAGCTTG CAAACAAAAT TGTTCT

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:33:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 36 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iti) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEJIDO: Carcinoma

(vii) FUENTE PRINCIPAL:

(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Préstata
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:33:

AGAACAATTT TGTTTGCAAG CTGGGATGCC AAGGAG

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:34:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 12 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:

(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(G) TIPO DE CELULA: Carcinoma

(vii) FUENTE PRINCIPAL.:

36

36

(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Préstata
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:34:

Arg Thr Ile Leu Phe Ala Ser Trp Asp Ala Glu Glu
1 5 10

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:35:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 6 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

21
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(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(G) TIPO DE CELULA: Carcinoma

(vii) FUENTE PRINCIPAL.:

(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Prdstata
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:35:

Asp Glu Leu Lys Ala Glu
1 5

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:36:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 6 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(G) TIPO DE CELULA: Carcinoma

(vii) FUENTE PRINCIPAL:

(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Préstata
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:36:

Asn Glu Asp Gly Asn Glu
1 5

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:37:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 6 aminodacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:
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(A) ORGANISMO: Homo Sapien
(G) TIPO DE CELULA: Carcinoma

(vii) FUENTE PRINCIPAL.:

(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Prostata

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:37:

Lys Ser Pro Asp Glu Gly
1 5

(2) INFORMACION DE LA SEQ ID NO:38:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 17 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(A) ORGANISMO: Homo Sapien
(G) TIPO DE CELULA: Carcinoma

(vii) FUENTE PRINCIPAL.:

(B) CLON: Antigeno de Membrana Especifico de la Préstata

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:38:

Ala Gly Ala Leu Val Leu Ala Gly Gly
1 5

Phe

Phe Phe Leu Leu Gly Phe Leu

10
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