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OPPFINNELSENS OMRADE

[0001] Oppfinnelsen beskrevet her angar monoklonale antistoffer og fremgangsmate for
fremstilling derav og anvendelse, samt hybridom, polynukleotid, peptid, vektor, celle og
farmasgytisk sammensetning. Antistoffene binder proteiner betegnet PSCA.

[0002] BAKGRUNN FOR OPPFINNELSEN

[0003] Kreft er den andre viktigste arsaken til human ded nest etter koronar sykdom.
Verden over der millioner av mennesker av kreft hver ar. I USA alene, som angitt av den
amerikanske kreftforeningen ” American Cancer Society”, forarsaker kreft deden godt over en
halv million mennesker arlig, med over 1,2 million nye tilfeller diagnostisert pr. &r. Mens
dedsfall fra hjertesykdom er av nedgiende betydelig er de resulterende fra kreft generelt i
gkningen. I den tidlige delen av neste arhundre er kreft forutsagt til & bli den ledende arsaken
til ded.

[0004] Verden over stdr mange krefter som den ledende dedsarsak. Spesielt karsinomer i
lungen, prostataen, brystet, kolonen, bukspyttkjertelen, eggstokken og bleren representerer
den primere arsaken til kreftded. Disse og praktisk talt alle andre karsinomer deler et vanlig
dedelig trekk. Med meget fa unntak er metastasisk sykdom fra et karsinom dedelig. Videre
har selv for de kreftpasienter som innledningsvis overlever sin primarkreft vanlig erfaring
vist at deres liv er dramatisk endret. Mange kreftpasienter erfarer sterk angst drevet av
bevisstheten pa potensialet for tilbakekomst eller behandlingssvikt. Mange kreftpasienter
erfarer fysiske svakheter etterfulgt av behandling. Videre erfarer mange kreftpasienter en
tilbakekomst.

[0005] Verden over er prostatakreft den fjerde mest utbredte kreften 1 menn. I Nord-
Amerika og nordlig Europa er det 1 hgy grad den vanligste kreften i menn og er den andre
ledende arsak til kreftded i menn. I USA alene der godt over 30.000 menn arlig av denne
sykdommen — nest etter kun lungekreft. Til tross for sterrelsen av disse tallene er det fortsatt
ingen effektiv behandling for metastasisk prostatakreft. Kirurgisk prostatektomi,
stralingsterapi, hormon ablasjonsterapi, kirurgisk kastrasjon og kjemoterapi fortsetter & vere
hoved behandlingsmodalitetene. Uheldigvis er disse behandlingene ineffektive for mange og
er ofte forbundet med uenskede konsekvenser.

[0006] Pa den diagnostiske fronten forblir mangelen pa en prostatatumormarker som

neyaktig kan detektere tidlig trinn lokaliserte tumorer en betydelig begrensning i diagnosen
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og behandlingen av denne sykdommen. Selv om serum prostata spesifikt antigen (PSA)-
forspket er et meget anvendelig verktgy er imidlertid dens spesifisitet og generelle nytte bredt
betraktet som manglende 1 mange viktige henseende.

[0007] Fremskritt 1 identifikasjon av ytterligere spesifikke markerer for prostatakreft er
forbedret ved dannelsen av prostatakreft-xenografter som kan rekapitulere forskjellige trinn
av sykdommen hos mus. LAPC (Los Angeles Prostate Cancer)-xenograftene er prostatakreft-
xenografter som har overlevd passasje 1 alvorlig kombinert immunsvikt (SCID)-mus og har
vist kapasiteten til & etterligne overgangen fra androgenavhengighet til androgenuavhengighet
(Klein et al., 1997, Nat. Med. 3:402). Senere identifiserte prostatakreftmarkerer omfatter
PCTA-1 (Suetal., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 7252), prostataspesifikk membran
(PSM)-antigen (Pinn i ef al., Clin Cancer Res 1996 Sep 2 (9): 1445-51), STEAP (Hubert,
et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 1999 Dec 7; 96(25): 14523-8) og prostatastamcelleantigen
(PSCA) (Reiter et al., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 1735).

[0008] Mens tidligere identifiserte markerer slik som PSA, PSM, PCTA og PSCA har
forenklet anstrengelser for 4 diagnostisere og behandle prostatakreft er det behov for
identifikasjon av ytterligere markarer og terapeutiske mal for prostata og relaterte krefter for 4
videre forbedre diagnose og terapi.

[0009] Nyrecellekarsinom (RCC) svarer for omtrent 3 prosent av voksnes ondartede
sykdommer. Med én gang adenomer nér en diameter pa 2 til 3 cm eksisterer ondartet
potensiale. I de voksne er de to prinsipielle ondartete nyretumorer nyrecelle adenokarsinom
og overgangs cellekarsinom fra nyrebekkenet eller ureteren. Forekomsten av nyrecelle
adenokarsinom blir beregnet til mer enn 29.000 tilfeller 1 USA og mer enn 11.600 pasienter
dade av denne sykdommen i1 1998. Overgangs cellekarsinom er mindre frekvent, med en
forekomst pa omtrent 500 tilfeller pr. ar i USA.

[0010] Kirurgi har veert den primare terapien for nyrecelle adenokarsinom i mange tiar.
Inntil nylig har metastasisk sykdom veert motstandsdyktig til hvilken som helst systemisk
terapi. Med nyere utviklinger 1 systemiske terapier, spesielt immunoterapier, kan metastasisk
nyrecellekarsinom bli angrepet aggressivt 1 passende pasienter med en mulighet for varige
responser. Allikevel er det et gjenvarende behov for effektive terapier for disse pasientene.

[0011] Auv alle nye tilfeller av kreft 1 USA representerer bleerekreft omtrent 5 prosent 1
menn (femte vanligste neoplasme) og 3 prosent hos kvinner (&ttende vanligste neoplasme).
Forekomsten eker langsomt, samtidig med en gkende eldre populasjon. I 1998 var det

beregnet 54.500 tilfeller, omfattende 39.500 hos menn og 15.000 hos kvinner. Den
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aldersregulerte forekomsten i USA er 32 pr. 100.000 for menn og atte pr. 100.000 hos
kvinner. Det historiske mannlig/kvinnelig-forholdet pa 3:1 kan vare minkende relatert til
rekingsmenstre hos kvinner. Det ble beregnet 11.000 dedsfall fra blerekreft 1 1998 (7.800 1
menn og 3.900 hos kvinner). Blerekreftforekomst og dedelighet gker sterkt med alder og vil
vere et gkende problem nér populasjonen blir eldre.

[0012] De fleste blerekreft vender tilbake i bleren. Blerekreft er administrert med en
kombinasjon av transuretral reseksjon av bleren (TUR) og intravesikal kjemoterapi eller
immunoterapi. Den multifokale og tilbakevendende naturen til bleerekreft pdpeker
begrensningene med TUR. Mest muskelinvasiv kreft blir ikke kurert ved TUR alene. Radikal
cystektomi og uringr utlegging er det mest effektive middelet for & fjerne kreften, men barer
en ubeskridelig innvirkning pa urinzr og seksuell funksjon. Det fortsetter & veere et betydelig
behov for behandlingsmodaliteter som er fordelaktig for blerekreftpasienter.

[0013] Beregnet 130.200 tilfeller av kolorektal kreft skjedde 1 2000 1 USA, omfattende
93.800 tilfeller av kolonkreft og 36.400 av rektal kreft. Kolorektal kreft er den tredje vanligste
kreft 1 menn og kvinner. Forekomstrater gikk betydelig ned i lepet av 1992-1996 (-2,1% pr.
ar). Forskning indikerer at disse nedgangene skyldes gket screening og polypfjerning,
forhindring av polypprogresjon til invasive krefter. Det ble beregnet 56.300 dedsfall (47.700
fra kolonkreft, 8.600 fra rektal kreft) 1 2000, som gjer rede for ca. 11% av alle U.S.
kreftdedsfall.

[0014] Hittil er kirurgi den vanligste form av terapi for kolorektal kreft og for kreft som
ikke har spredning, den er ofte kurativ. Kjemoterapi eller kjemoterapi pluss straling, er gitt for
eller etter kirurgi til de fleste pasienter hvor kreft har dypt perforert tarmveggen eller har
spredning til lymfeknutene. En permanent kolostomi (frembringelse av en abdominal apning
for eliminering av kroppsavfall) er innimellom ngdvendig for kolonkreft og er sjeldent
ngdvendig for rektal kreft. Det fortsetter & vare et behov for effektive diagnostiske og
behandlingsmodaliteter for kolorektal kreft.

[0015] Det ble beregnet 164.100 nye tilfeller av lunge- og bronkialkreft 1 2000, som gjer
rede for 14% av alle U.S. kreftdiagnoser. Forekomstraten av lunge- og bronkialkreft er
betydelig nedgdende i menn, fra en hay pa 86,5 pr. 100.000 1 1984 til 70,0 1 1996. 1 1990-
arene begynte raten av gkning blant kvinner 8 avta. I 1996 var forekomstraten hos kvinner
42.3 pr. 100.000.

[0016] Lunge- og bronkialkreft forarsaket beregnet 156.900 dedsfall i 2000, som gjer rede
for 28% av alle kreftdedsfall. I lepet av 1992-1996 gikk dedelighet fra lungekreft betydelig
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ned blant menn (-1,7% pr. ar) mens rater for kvinner fortsatt var betydelig ekende (0,9% pr.
ar). Siden 1987 har flere kvinner dgdd hvert ar av lungekreft enn brystkreft, som i over 40 ar
var hovedarsaken til kreftded hos kvinner. Minkende lungekreftforekomst og dedelighetsrater
resulterte sannsynligvis fra reduserte rekingsrater i lgpet av de tidligere 30 ar; imidlertid
ligger minkende rekingsmenstre blant kvinner etter de for menn. Av betydning, selv om
nedgangene 1 voksen tobakkanvendelse har saknet, gker tobakkanvendelse 1 unge igjen.

[0017] Behandlingsalternativer for lunge- og bronkialkreft blir bestemt ved typen og
trinnet av kreften og omfatter kirurgi, stralingsterapi og kjemoterapi. For mange er lokalisert
kreftkirurgi vanligvis behandlingsvalget. Fordi sykdommen vanligvis har spredning pa
tidspunktet den blir oppdaget er stralingsterapi og kjemoterapi ofte ngdvendig i kombinasjon
med kirurgi. Kjemoterapi alene eller kombinert med straling er behandlingsvalget for
smacellet lungekreft; pd denne regimen erfarer en stor prosentdel av pasienter remisjon, som i
noen tilfeller er langt vedvarende. Det er imidlertid et pdgadende behov for effektiv behandling
og diagnostiske angrepmater for lunge- og bronkialkreft.

[0018] Beregnet 182.800 nye invasive tilfeller av brystkreft ble forventet & forekomme
blant kvinner 1 USA 1 lgpet av 2000. I tillegg ble ca. 1.400 nye tilfeller av brystkreft forventet
a bli diagnostisert i menn 1 2000. Etter gkning pa ca. 4% pr. ar i 1980-arene har
brystkreftforekomstrater hos kvinner jevnet seg ut i 1990-arene til ca. 110,6 tilfeller pr.
100.000.

[0019] IU.S. alene ble det beregnet 41.200 dedsfall (40.800 kvinner, 400 menn) i 2000 pa
grunn av brystkreft. Brystkreft ranker som andre blant kreftdedsfall hos kvinner. I henhold til
de nyeste data gikk dedelighetsrater betydelig ned i lopet av 1992—1996 med de storste
reduksjonene 1 yngre kvinner, bade hvitte og sorte. Disse reduksjonene ble sannsynligvis
resultatet av tidligere deteksjon og forbedret behandling.

[0020] Tatt 1 betraktning de medisinske omstendighetene og pasientens preferanser kan
behandling av brystkreft involvere lumpektomi (lokal fjerning av tumoren) og fjerning av
lymfeknutene under armen; mastektomi (kirurgisk fjerning av brystet) og fjerning av
lymfeknutene under armen; stralingsterapi; kjemoterapi; eller hormonterapi. Ofte blir to eller
flere fremgangsmater anvendt 1 kombinasjon. En rekke undersgkelser har vist at for tidlig
trinns sykdom er langvarig overlevelsesgrad etter lumpektomi pluss radioterapi lignende
overlevelsesgrad etter modifisert radikal mastektomi. Betydelige fremskritt 1
rekonstruksjonsteknikker tilveiebringer mange alternativer for brystrekonstruksjon etter

mastektomi. Nylig ble slik rekonstruksjon utfert samtidig som mastektomien.
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[0021] Lokal bortskjaring av duktal karsinom in situ (DCIS) med tilstrekkelige mengder
av omliggende normalt brystvev kan forhindre den lokale tilbakekomsten av DCIS. Straling
av brystet og/eller tamoxifen kan redusere sjansen av DCIS som forekommer 1 det
gjenverende brystvev. Dette er viktig fordi DCIS, hvis forblir ubehandlet, kan utvikles til
invasive brystkreft. Allikevel er det alvorlige bivirkninger eller felger til disse behandlingene.
Det er derfor et behov for effektive brystkreftbehandlinger.

[0022] Det ble beregnet 23.100 nye tilfeller av eggstokkreft i USA 1 2000. Det redegjor
for 4% av all kreft blant kvinner og ranker andre blant gynekologisk kreft. I lepet av 1992—
1996 var eggstokkreftforekomstrater betydelig nedgaende. Pafglgende til eggstokkreft ble det
beregnet 14.000 dedsfall 1 2000. Eggstokkreft forarsaker flere dedsfall enn hvilken som helst
annen kreft 1 det kvinnelige reproduktive systemet.

[0023] Kirurgi, stralingsterapi og kjemoterapi er behandlingsalternativer for eggstokkreft.
Kirurgi omfatter vanligvis fjerning av én eller begge ovarier, egglederen (salpingo-
ooforektomi) og livmoren (hysterektomi). I noen meget tidlige tumorer vil bare den involverte
eggstokken bli fjernet, spesielt i yngre kvinner som gnsker 4 fa barn. I langt fremskredene
sykdom er et forsgk gjort for a fjerne all intraabdominal sykdom for & forbedre effekten av
kjemoterapi. Det fortsetter 4 veere et viktig behov for effektive behandlingsalternativer for
eggstokkreft.

[0024] Det ble beregnet 28.300 nye tilfeller av pankreatisk kreft i USA 1 2000. I lgpet av
de siste 20 ar har rater for pankreatisk kreft gatt ned i menn. Rater blant kvinner har forblitt
omtrent konstant men kan vzare i begynnelsen til nedgang. Pankreatisk kreft forarsaket
beregnet 28.200 dedsfall 1 2000 i USA. I lgpet av de siste 20 ar er der en lett men betydelig
reduksjon i dedelighetsrater blant menn (omtrent —0,9% pr. ar) mens rater har gket lett blant
kvinner.

[0025] Kirurgi, stralingsterapi og kjemoterapi er behandlingsalternativer for pankreatisk
kreft. Disse behandlingsalternativer kan forlenge overlevelse og/eller lindre symptomer 1
mange pasienter men er ikke sannsynlig for & produsere en kur for de fleste. Det er et
betydelig behov for ytterligere terapeutiske og diagnostiske alternativer for kreft. Disse
omfatter anvendelse av antistoffer, vaksiner og sma molekyler som behandlingsmodaliteter. I
tillegg er det ogsa et behov 4 anvende disse modalitier som forskningsverktey for &
diagnostisere, detektere, monitorere og videre tilstanden av fagomradet pa alle omrader av

kreftbehandling og undersgkelser.
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[0026] Den terapeutiske nytten av monoklonale antistoffer (mAbs) (G. Kohler and C.
Milstein, Nature 256:495-497 (1975)) er blitt realisert. Monoklonale antistoffer har na blitt
godkjent som terapier i transplantasjon, kreft, infeksigs sykdom, kardiovaskuler sykdom og
inflammasjon. Forskjellige isotyper har forskjellig effektorfunksjoner. Slike forskjeller 1
funksjon er reflektert i distinkte 3-dimensjonale strukturer for de forskjellige
immunoglobulinisotyper (P.M. Alzari ef al., Annual Rev. Immunol., 6:555-580 (1988)).

[0027] Fordi mus er hensiktsmessige for immunisering og gjenkjenner de fleste humane
antigener som fremmede har mAbs mot humane mal med terapeutisk potensiale typisk vart
av murin opprinnelse. Imidlertid har murine mAbs iboende ulemper som humane terapeutiske
midler. De krever hyppigere dosering som mAbs har en kortere sirkulerende halveringstid hos
mennesker enn humane antistoffer. Mer kristisk er at den gjentatte administreringen av
murine antistoffer til det humane immunsystemet forarsaker at det humane immunsystemet
responderer ved & gjenkjenner museproteinet som et fremmed og dannelse av et humant
antimus antistoff (HAMA)-respons. Slik en HAMA-respons kan resultere i allergisk reaksjon
og den raske fjerningen av det murine antistoffet fra systemet fremgir derved behandlingen
med murint antistoff som verdisles. For a unnga slike pavirkninger er forsek for & skape
humane immunsystemer innen mus forsekt.

[0028] Innledende forsek hipet & skape transgene mus som er 1 stand til & respondere pa
antigener med antistoffer som har humane sekvenser (Se Bruggemann ef al., Proc. Nat’l.
Acad. Sci. USA 86:6709-6713 (1989)), men ble begrenset av DNA-mengden som kunne bli
holdt stabile ved tilgjengelige kloningskonstituenter. Anvendelsen av kunstig gjerkromosom
(YAC)-kloningsvektorer ledet veien til innfering av store germlinfragmenter av humant Ig-
lokus inn 1 transgene pattedyr. I det vesentlige en majoritet av de humane V-, D- og J-
regiongenene arrangert med samme fordeling som funnet 1 det humane genom og de humane
konstante regionene ble innfert i mus ved anvendelse av YACer. En slik transgene
musestamme er kjent som xenomus ("XenoMouse(r)”)-mus og er kommersielt tilgjengelig fra

Abgenix, Inc. (Fremont CA).

OPPSUMMERING AV OPPFINNELSEN

[0029] Oppfinnelsen tilveiebringer monoklonalt antistoff eller et antigenbindende
fragment derav, idet det omfatter et antigenbindingssete som binder spesifikt til et PSCA
protein omfattende aminosyresekvensen SEKV ID NR: 2 og hvor det monoklonale antistoffet
omfatter aminosyresekvensen til Vy regionen av SEKV ID NR: 47 og VL regionen av SEKV

ID NR: 51. Det monoklonale antistoffet er produsert av hybridomen deponert under American
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Type Culture Collection (ATCC) Accession No. PTA-6701. Det er beskrevet murine og andre
mammalske antistoffer, kimare antistoffer, humaniserte og fullstendig humane antistoffer og
antistoffer merket med en detekterbar marker eller terapeutisk middel. I visse
utferelsesformer er det et forbehold at hele nukleinsyresekvensen fra figur 3 ikke er kodet
og/eller hele aminosyresekvensen fra figur 2 ikke er fremstilt. I visse utfarelsesformer er hele
nukleinsyresekvensen fra figur 3 kodet og/eller hele aminosyresekvensen fra figur 2 fremstilt,
hvilke som helst som er i respektive humane enhetsdoseformer.

[0030] Oppfinnelsen tilveiebringer videre fremgangsmater for & detektere tilstedeveerelsen
og statusen av PSCA-polynukleotider og proteiner i forskjellige biologiske praver, sa vel som
fremgangsmater for 4 identifisere celler som uttrykker PSCA. En utfarelsesform av
oppfinnelsen tilveiebringer fremgangsmater for overvékning av PSCA-genprodukter i en vev-
eller hematologipreve som har eller er mistenkt for 4 ha noen former av vekstdysregulering
slik som kreft.

[0031] Foreliggende oppfinnelse omfatter videre hybridom, idet den produserer det
monoklonale antistoffet ifglge krav 1 eller 2.

[0032] Foreliggende oppfinnelse omfatter videre polynukleotid, idet det koder for en
sekvens som omfatter en lettkjede variabel region av antistoffet ifelge et hvilket som helst av
kravene 1, 2 eller 3.

[0033] Foreliggende oppfinnelse omfatter videre peptid, idet det koder for en sekvens som
omfatter en tungkjede variabel region av antistoffet ifelge et hvilket som helst av kravene 1, 2
eller 3.

[0034] Foreliggende oppfinnelse omfatter videre vektor, idet den omfatter polynukleotidet
ifelge krav 7, krav 9 eller begge.

[0035] Foreliggende oppfinnelse omfatter videre celle, idet den er transfektert med
vektoren ifelge krav 11.

[0036] Foreliggende oppfinnelse omfatter videre fremgangsmate for produsering av et
antistoff eller et antigenbindende fragment derav, idet den omfatter:

[0037] dyrking av en celle, hvor:

[0038] (a) cellen er blitt transfektert med en vektor som omfatter et polynukleotid
ifelge krav 7 som koder for en sekvens som omfatter en lettkjede variabel region og en vektor
som omfatter et polynukleotid ifelge krav 9 som koder for en sekvens som omfatter en

tungkjede variabel region; eller
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[0039] (b) cellen er blitt transfektert med en vektor som omfatter bade et
polynukleotid ifelge krav 7 som koder for en sekvens som omfatter en lettkjede variabel
region og et polynukleotid ifglge krav 9 som koder for en sekvens som omfatter en tungkjede
variabel region;

[0040] hvorved antistoffet eller et antigenbindende fragment derav blir produsert.

[0041] Foreliggende oppfinnelse omfatter videre farmaseytisk sammensetning, idet den
omfatter antistoffet, eller Fab, F(ab’)2, Fv eller Sfv fragmentet derav ifelge et hvilket som
helst av kravene 1 til 4.

[0042] Foreliggende oppfinnelse omfatter videre anti-cancermiddel for redusering av
tumorvekst, idet nevnte anti-cancermiddel omfatter en kombinasjon av antistoffet, eller
antigenbindende fragment derav ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 3 og et
kjemoterapeutisk middel.

[0043] Foreliggende oppfinnelse omfatter videre anvendelse av et antistoff eller
antigenbindende fragment derav ifelge et hvilket som helst av kravene 1 til 4 for fremstilling
av et medikament for anvendelse i en fremgangsmate for hemming av veksten av en
cancercelle som uttrykker et PSCA protein som omfatter aminosyresekvensen SEKV ID NR:
21 et individ.

[0044] De terapeutiske sammensetningene kan anvendes for behandling av kreft som
uttrykker PSCA slik som kreft 1 vev listet opp 1 tabell I, omfattende terapier rettet mot
hemming av transkripsjonen, translasjonen, prosesseringen eller funksjonen av PSCA sa vel
som kreftvaksiner. KORT BESKRIVELSE AV FIGURENE

[0045] Figur 1. cDNAet og aminosyresekvensen for PSCA (ogsa betegnet “PSCA-v.1”
eller “PSCA-variant 1) er vist i figur 1A. Startmetioninen er understreket. Den apne
leserammen strekker seg over nukleinsyre 18-389 omfattende stoppkodonet.

[0046] cDNAet og aminosyresekvensen for PSCA-variant 2 (ogsa betegnet “PSCA-v.2”)
er vist 1 figur 1B. Kodonet for startmetioninen er understreket. Den dpne leserammen strekker
seg over nukleinsyre 56-427 omfattende stoppkodonet.

[0047] cDNAet og aminosyresekvensen for PSCA-variant 3 (ogsa betegnet “PSCA-v.3”)
er vist i figur 1C. Kodonet for startmetioninen er understreket. Den dpne leserammen strekker
seg over nukleinsyre 423-707 omfattende stoppkodonet.

[0048] cDNAet og aminosyresekvensen for PSCA-variant 4 (ogsa betegnet “PSCA-v.4”)
er vist i figur 1D. Kodonet for startmetioninen er understreket. Den dpne leserammen strekker

seg over nukleinsyre 424-993 omfattende stoppkodonet.
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[0049] cDNAet og aminosyresekvensen for PSCA-variant 5 (ogsa betegnet “PSCA-v.5”)
er vist i figur 1E. Kodonet for startmetioninen er understreket. Den apne leserammen strekker
seg over nukleinsyre 910-1479 omfattende stoppkodonet.

[0050] cDNAet og aminosyresekvensen for PSCA-variant 6 (ogsa betegnet “PSCA-v.6”)
er vist 1 figur 1F. Kodonet for startmetioninen er understreket. Den apne leserammen strekker
seg over nukleinsyre 83-427 omfattende stoppkodonet.

[0051] Figur 1 G. SNP-varianter av PSCA-v.2, PSCA-v.7 til og med v.18. PSCA-v.7 til
og med v.18 proteinene har 123 aminosyrer. Varianter PSCA-v.7 til og med v.18 er varianter
med enkel nukleotidforskjell fra PSCA-v.2 og koder for det samme proteinet som v.2. Selv
om disse SNP-variantene er vist separat kan de ogsa forekomme i hvilke som helst
kombinasjoner og 1 hvilke som helst av transkriptvariantene listet opp ovenfor i figurer 1A til
og med 1F.

[0052] Figur 1H. SNP-varianter av PSCA-v.4, PSCA-v.19 til og med v.30. PSCA-v.19 il
og med v.30 proteinene har 189 aminosyrer. Varianter PSCA-v.19 til og med v.30 er varianter
med enkel nukleotidforskjell fra PSCA-v.4. PSCA-v.9-, v.10-, v.11-, v.24- og v.25-proteiner
skiller seg fra PSCA-v.1 med én aminosyre. PSCA-v.23, v.28, v.29 og v.30 koder for det
samme proteinet som v.4. Selv om disse SNP-variantene er vist separat kan de ogsa
forekomme 1 hvilke som helst kombinasjoner og i hvilke som helst av transkriptvariantene v.3
og v.4.

[0053] Figur 11. Ekspresjon av PSCA-varianter. (11(a)) Primere ble utformet for a
differensiere mellom variantene PSCA-v.1/v.2/v.4, PSCA-v.3 og PSCA-v.5. Primere A og B,
angitt med sma piler ovenfor eksoner i figuren resulterer i et PCR-produkt pa 425 bp for
PSCA-v.1/v.2/v.4, et PCR-produkt pa 300 bp for PSCA-v.3 og et PCR-produkt pa 910 bp for
PSCA-v.5. (11(b)) Ferste trads cDNA ble fremstilt fra normal blere, hjerne, hjerte, nyre,
lever, lunge, prostata, milt, skjelettmuskel, testikkel, bukspyttkjertel, kolon, mage, samlinger
av prostatakreft, blerekreft, nyrekreft, kolonkreft, lungekreft, eggstokkreft, brystkreft,
kreftmetastase og bukspyttkjertelkreft. Normalisering ble utfert med PCR ved anvendelse av
primere til aktin. Semikvantitativ PCR ved anvendelse av de variantspesifikke primerne ble
utfert ved 30 sykler av amplifisering. Resultater viser ekspresjon av PSCA-v.5 hovedsakelig i
brystkreft, kreftmetastase og bukspyttkjertelkreft og ved lavere niva i kolonkreft og
lungekreft. PSCA-v.1/v.2/v.4-PCR-produkt ble detektert 1 prostatakreft, blerekreft, nyrekreft,
kolonkreft, lungekreft, eggstokkreft, brystkreft, kreftmetastase og bukspyttkjertelkreft. Blant
normalt vev ble PSCA-v.1/v.2/v.4-PCR-produkt detektert bare 1 prostata, mage og ved lavere
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niva 1 nyre og lunge, mens PSCA-v.5 ikke ble detektert i noen som helst normale vev. PSCA-
v.3-PCR-detektert produkt ble ikke detektert i noen som helst av de testete prevene.

[0054] Figur 1J. Ekspresjon av PSCA-v.4 og PSCA-v.5. 1J(a) Primere ble utformet for &
differensiere mellom PSCA-v.4 og PSCA-v.5 som angitt med pilene merket B og C 1 figuren.
Primere spesifikke for PSCA-v.4 forer til et PCR-produkt pa 460 bp, mens primere spesifikke
for PSCA-v.5 ferer til et PCR-produkt pa 945 bp i sterrelse. 1J(b) Ferste trdds cDNA ble
fremstilt fra normal blere, hjerne, hjerte, nyre, lever, lunge, prostata, milt, skjellettmuskel,
testikkel, bukspyttkjertel, kolon, mage, samlinger av prostatakreft, bleerekreft og multi-
xenograftsamling (prostatakreft-, nyrekreft- og blerekreft-xenografter). Normalisering ble
utfert med PCR ved anvendelse av primere til aktin. Semikvantitativ PCR ved anvendelse av
de variantspesifikke primerne ble utfert ved 30 sykler av amplifisering. Resultater viser
ekspresjon av PSCA-v.4 i prostatakreft-, bleerekreft- og multi-xenograftsamling, normal nyre
og prostata. PSCA-v.5 ble detektert bare i normal prostata og blerekreft.

[0055] Figur 2. Aminosyresekvenser til PSCA-antistoffer. Figur 2A. Aminosyresekvensen
til Hal-4.117-VH. Understreket er tungkjedens konstante region. Figur 2B.
Aminosyresekvensen til Hal-4.117-VL. Understreket er lettkjedens konstante region. Figur
2C. Aminosyresekvensen til Hal-4.120-VH. Figur 2D. Aminosyresekvensen til Hal-4.120-
VL. Understreket er lettkjedens konstante region. Figur 2E. Aminosyresekvensen til Hal-
5.99-VH. Understreket er tungkjedens konstante region. Figur 2F. Aminosyresekvensen til
Hal-5.99-VL. Understreket er lettkjedens konstante region. Figur 2 G. Aminosyresekvensen
til Hal-4.121-VH. Understreket er tungkjedens konstante region. Figur 2H.
Aminosyresekvensen til Hal-4.121-VL-c.5. Understreket er lettkjedens konstante region.
Figur 2I. Aminosyresekvensen til Hal-4.121-VL-c¢.26. Understreket er lettkjedens konstante
region. Figur 2J. Aminosyresekvensen til Hal-1.16-VH. Understreket er tungkjedens
konstante region. Figur 2K. Aminosyresekvensen til Hal-1.16-VL. Understreket er
lettkjedens konstante region. Figur 2L. Aminosyresekvensen til Hal-4.5-VH. Understreket er
tungkjedens konstante region. Figur 2M. Aminosyresekvensen til Hal-4.5-VL. Understreket
er lettkjedens konstante region. Figur 2N. Aminosyresekvensen til Hal-4.40-VH.
Understreket er tungkjedens konstante region. Figur 20. Aminosyresekvensen til Hal-4.40-
VL. Understreket er lettkjedens konstante region. Figur 2P. Aminosyresekvensen til Hal-
4.37-VH. Understreket er tungkjedens konstante region. Figur 2Q. Aminosyresekvensen til
Hal-4.37-VL. Understreket er lettkjedens konstante region. Figur 2R. Aminosyresekvensen til
Hal-1.43-VH. Understreket er tungkjedens konstante region. Figur 2S. Aminosyresekvensen
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til Hal-1.43-VL. Understreket er lettkjedens konstante region. Figur 2T. Aminosyresekvensen
til Hal-1.152-VH. Understreket er tungkjedens konstante region. Figur 2U.
Aminosyresekvensen til Hal-1.152-VL. Understreket er lettkjedens konstante region.

[0056] Figur 3. Nukleotid- og aminosyresekvenser for PSCA-antistoffer. Figur 3A.
cDNAet og aminosyresekvensen for Hal-4.117-VH. Understreket er tungkjedens konstante
region. Figur 3B. cDNAet og aminosyresekvensen for Hal-4.117-VL. Understreket er
lettkjedens konstante region. Figur 3C. cDNAet og aminosyresekvensen for Hal-4.120-VH.
Understreket er tungkjedens konstante region. Figur 3D. cDNAet og aminosyresekvensen for
Hal-4.120-VL. Understreket er lettkjedens konstante region. Figur 3E. cDNAet og
aminosyresekvensen for Hal-5.99-VH. Understreket er tungkjedens konstante region. Figur
3F. cDNAet og aminosyresekvensen for Hal-5.99-VL. Understreket er lettkjedens konstante
region. Figur 3 G. cDNAet og aminosyresekvensen for Hal-4.121-VH. Understreket er
tungkjedens konstante region. Figur 3H. cDNAet og aminosyresekvensen for Hal-4.121-VL-
¢.5. Understreket er lettkjedens konstante region. Figur 31. cDNAet og aminosyresekvensen
for Hal-4.121-VL-c.26. Understreket er lettkjedens konstante region. Figur 3J. cDNAet og
aminosyresekvensen for Hal-1.16-VH. Understreket er tungkjedens konstante region. Figur
3K. cDNAet og aminosyresekvensen for Hal-1.16-VL. Understreket er lettkjedens konstante
region. Figur 3L. cDNAet og aminosyresekvensen for Hal-4.5-VH. Understreket er
tungkjedens konstante region. Figur 3M. cDNAet og aminosyresekvensen for Hal-4.5-VL.
Understreket er lettkjedens konstante region. Figur 3N. ¢cDNAet og aminosyresekvensen for
Hal-4.40-VH. Understreket er tungkjedens konstante region. Figur 30. cDNAet og
aminosyresekvensen for Hal-4.40-VL. Understreket er lettkjedens konstante region. Figur 3P.
cDNAet og aminosyresekvensen for Hal-4.37-VH. Understreket er tungkjedens konstante
region. Figur 3Q. cDNAet og aminosyresekvensen for Hal-4.37-VL. Understreket er
lettkjedens konstante region. Figur 3R. cDNAet og aminosyresekvensen for Hal-1.43-VH.
Understreket er tungkjedens konstante region. Figur 3S. cDNAet og aminosyresekvensen for
Hal-1.43-VL. Understreket er lettkjedens konstante region. Figur 3T. cDNAet og
aminosyresekvensen for Hal-1.152-VH. Understreket er tungkjedens konstante region. Figur
3U. cDNAet og aminosyresekvensen for Hal-1.152-VL. Understreket er lettkjedens konstante
region.

[0057] Figur 4. Oppstilling av PSCA-antistoffer til germlin-V-D-J-sekvenser. Figur 4A.
Oppstilling av Hal-4.117-VH (SEKV ID NR: 13) til human-VH4-31. Figur 4B. Oppstilling
av Hal-4.117-VL (SEKV ID NR: 14) til human L19. Figur 4C. Oppstilling av Hal-4.120-VH



338744

12

(SEKV ID NR: 15) til human-VH4-31. Figur 4D. Oppstilling av Hal-4.120-VL (SEKV ID
NR: 16) til human O2. Figur 4E. Oppstilling av Hal-5.99-VH (SEKV ID NR: 17) til human-
VH4-34. Figur 4F. Oppstilling av Hal1-5.99-VL (SEKV ID NR: 18) til human A27. Figur 4 G.
Oppstilling av Hal-4.121-VH (SEKV ID NR: 19) til human-VH4-34. Figur 4H. Oppstilling
av Hal-4.121-¢.5-VL (SEKV ID NR: 20) til human O8. Figur 41. Oppstilling av Hal-4.121-
¢.26-VL (SEKV ID NR: 21) til human A3. Figur 4J. Oppstilling av Hal-1.16-VH (SEKV ID
NR: 22) til human-VH6-1. Figur 4K. Oppstilling av Hal-1.16-VL (SEKV ID NR: 23) til
human B3. Figur 4L. Oppstilling av Hal-4.37-VH (SEKV ID NR: 28) til human-VH4-31.
Figur 4M. Oppstilling av Ha1-4.37-VL (SEKV ID NR: 29) til human O2.

[0058] Figur 5. Ekspresjon av PSCA-protein 1 rekombinant murine, rotte og humane
cellelinjer. De angitte murine, rotte og humane cellelinjene ble infiserte med retrovirus som
barer det humane PSCA-cDNAet og et neomycinresistensgen eller kontrollvirus med bare
neomycinresistensgenet. Stabile rekombinante cellelinjer ble valgt 1 nervar av G418. PSCA-
ekspresjon ble bestemt ved FACS-merking med 1G8-anti-PSCA-MAD (5 ug/ml). Vist er
FACS-profilen av hver cellelinje som demonstrerer et fluorescerende skift bare 1 den PSCA-
infiserte linjen indikativ for celleoverflate-PSCA -ekspresjon. Disse linjene er anvendelige 1
MAb-utvikling som immunogener, MAb-screeningsreagenser og i funksjonelle forsek.

[0059] Figur 6. Rensning av PSCA-protein fra E.Coli. E. coli.-stamme BL21-pLysS ble
transformert med pET-21b-vektor som koder for aminosyrer 21-94 fra PSCA-cDNAet.
PSCA-protein ble uttrykt ved induksjon av logfase-kulturer med IPTG og renset ved
affinitetskromatografi fra enten de oppleselige eller uoppleselige fraksjonene av de lyserte
bakteriene. Vist er SDS-PAGE Coomasie-blafargete geler av de eluerte fraksjonene. Dette
proteinet er anvendelig som et MAb- og pAb-immunogen og som et
antistoffscreeningsreagens.

[0060] Figur 7. Rensning av rekombinant glykosylert PSCA-protein uttrykt fra 293T-
celler. 293T-celler ble transfektert med psecTag2-vektoren som bzrer et PSCA-cDNA som
koder for aminosyrer 28-100. En stabil rekombinant PSCA-utskillende cellelinje ble dannet
ved medikamentseleksjon med hygromycin B. PSCA-protein til stede 1 kondisjonert
dyrkningsmedium ble renset ved affinitetskromatografi ved anvendelse av 1G8-MAbet. Vist
er en Coomasie-blafarget SDS-PAGE-gel av de lav-pH-eluerte fraksjonene. Det brede
molekylvektssmearen (the molecular weight smear”) av proteinet demonstrerer

glykosylering av rekombinant PSCA-protein som sees 1 endogent uttrykt PSCA.
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[0061] Figur 8. Rensning av GST-PSCA-protein fra E.Coli. E. coli-stamme BL21-DE3
ble transformert med pGEX-2T som koder for aminosyrer 18-98 av PSCA kondensert til
glutation-S-transferase (GST). GST-PSCA-protein ble indusert med isopropyl-beta-D-
tiogalaktopyranosid (IPTG) fra logfase-kulturer og renset fra lyserte bakterier ved
affinitetskromatografi med glutation-agarosematriks. Vist er en SDS-PAGE Coomasie-
blafarget gel av de glutationeluerte fraksjonene inneholdende GST-PSCA. Angitt er det
intakte GST-PSCA-fusjonsproteinet og et mindre nedbrytningsprodukt inneholdende GST.
Dette proteinet er anvendelig som et MAb- og pAb-immunogen og som en Ab-
screeningsreagens.

[0062] Figur 9. Screening for humane PSCA -antistoffer ved FACS.
Antistoffkonsentrasjon for supernatanter ble bestemt ved ELISA. 50ul/brenn (neyaktig) ble
satt til 96-brenners FACS-plater og serielt fortynnet. PSCA-uttrykkende celler ble tilsatt
(endogen eller rekombinant, 50.000 celler/brenn) og blandingen innkubert ved 4°C 1 to timer.
Etter innkubering ble cellene vasket med FACS-buffer og videre innkubert med 100ul av
deteksjonsantistoff (anti-hIgG-PE) i1 45 minutter ved 4°C. Ved slutten av innkubering ble
cellene vasket med FACS-buffer, fiksert med formaldehyd og analysert ved anvendelse av
FACScan. Data ble analysert ved anvendelse av CellQuest Pro-programvare. Faste
histogrammer representerer data fra negative kontrollceller og apne histogrammer indikerer
data fra PSCA-positive celler.

[0063] Figur 10. Relativ affinitetsrankering av PSCA-MADbs ved FACS. 21 serielle 1:2-
fortynninger av hvert PSCA -antistoff ble innkubert med SW780-celler (50.000 celler pr.
brenn) natten over ved 4°C (endelige MAb-konsentrasjoner varierte fra 40nM til 0,038pM).
Ved slutten av innkuberingen ble celler vasket og innkubert med anti-hIgG-PE-
deteksjonsantistoff. Etter vasking av de ubundne sekundere antistoffene ble cellene analysert
ved FACS og gjennomsnitts fluorescensintensiteten for hvert punkt oppnidd ved anvendelse
av CellQuest Pro-programvare. Affinitet ble beregnet med Graphpad Prisme-programvare ved
anvendelse av en sigmoidal doserespons (variabel stignings)-ligning. En representativ FACS-
analyse som viser bindingstitrasjonen for PSCA-MADb-4.121 er presentert i figuren.

[0064] Figur 11. Ekspresjon av murin- og cynomolgus-ape-PSCA 1 293T-celler og
gjenkjennelse ved antihumane PSCA-MAbs. 293T-celler ble forbigdende transfektert med
pcDNA3.1-vektor som barer det murine PSCA-cDNAet, det simiane PSCA-cDNAet eller
med tom vektor (neo). To dager etterfulgt av transfeksjon ble celler hgstet og merket med

enten human anti-PSCA-MAb-Hal-4.117 eller murin MAb-1G8 (5 ug/ml). Vist er FACS-
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profilen som demonstrerer at MAb-Hal-4.117 dannet mot det humane PSCA-proteinet binder
til bAde murin og simian PSCA-protein uttrykt i 293 T-celler. Det murine 1G8-MADb binder til
simian PSCA men ikke til murin PSCA. Slike resultater demonstrerer evnen til a selektere
MAbs som kryssreagerer med antigen fra andre arter. Kryssreagerende MAbs vil vere
anvendelige for & studere ekspresjon og toksisitet i de artene.

[0065] Figur 12. Internalisering av PSCA etter innkubering med MAb-4.121. PSCA-
MADb-4.121 ble innkubert med PC3-PSCA-celler ved 4°C 1 90 min for & tillate binding av
antistoffene til celleoverflaten. Cellene ble deretter splittet 1 to alikvoter og innkubert ved
enten 37°C (for a tillate antistoffinternalisering) eller 4°C (kontroll ingen internalisering).
Etter innkubering ved 37°C eller 4°C ble den gjenverende PSCA-MAb-4.121 bundet til
celleoverflaten fjernet med en syrevask. Pafglgende permeablisering og innkubering med et
sekundert deteksjonsantistoff tillot deteksjon av internalisert PSCA-MADb-4.121. Celler ble
analysert ved anvendelse av FACS eller observert under fluorescensmikroskopet. Omtrent
30% av PSCA-MAD-4.121 ble internalisert etter innkubering ved 37°C 1 to timer.

[0066] Figur 13. Antistoffer mot PSCA-mediert saporinavhengig drap 1 PSCA-
uttrykkende celler. B300.19-celler (750 celler/brgnn) ble sddd i en 96-bragnners plate pa dag 1.
Den felgende dagen et likt volum av medium inneholdende en 2X-konsentrasjon av det
angitte primare antistoffet sammen med et 2-gangers overskudd av antthuman (Hum-Zap)
eller antigeit (Geit-Zap) polyklonalt antistoff konjugert med saporintoksin (Advanced
Targeting Systems, San Diego, CA) ble satt til hver brenn. Cellene fikk innkubere 1 5 dager
ved 37 grader C. Ved slutten av innkuberingsperioden ble MTS (Promega) satt til hver brenn
og innkubering fortsatte i ytterligere 4 timer. ODen ved 450 nM ble bestemt. Resultatene 1
figur 13(A) viser at PSCA-antistoffer HA1-4.121 og HA1-4.117 medierte saporinavhengig
cytotoksisitet 1 B300.19-PSCA-celler mens en kontroll, uspesifikt IgGi-antistoff, hadde ingen
effekt. Resultatene 1 figur 13(B) viser at tilsetningen av et sekundert saporinkonjugertantistoff
som ikke gjenkjenner human-Fc, feiler i & mediere cytotoksisitet.

[0067] Figur 14. Komplementmediert cytotoksisitet av PSCA-Mabs. PSCA-antistoffer (0—
50 pg/ml) ble fortynnet med RHB-buffer (RPMI 1640, Gibco Life Technologies, 20 mM
HEPES). B300.19-PSCA-uttrykkende celler ble vasket i RHB-buffer og resuspendert ved en
tetthet pa 106 celler/ml. I et typisk forsgk ble 50 pl av PSCA-antistoff, 50 ul av fortynnet
komplement kaninserum (Cedarlane, Ontario, Can) og 50 ul av en cellesuspensjon tilsatt
sammen 1 en flatbunnet vevkultur 96-brenners plate. Blandingen ble innkubert 1 2 timer. ved

37°C i en 5% CO2-innkubator for & lette komplementmediert cellelyse. 50 ul av Alamar Blue
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(Biosource Intl. Camarillo, CA) ble satt til hver brenn og innkubering fortsatte 1 ytterligere 4-
5 timer ved 37°C. Fluorescensen 1 hver brenn ble lest ved anvendelse av et 96-brenners
fluormeter med eksitasjon ved 530 nm og emisjon ved 590 nm. Resultatene viser at PSCA-
antistoffer som har en IgG1-(HA1-4.121) eller en IgGa-isotype (HA1-5.99.1), men ikke en
IgGas-isotype (HA1-6.46) var i stand til & mediere komplementavhengig lyse av malceller.

[0068] Figur 15. Dannelse av F(ab’)2-fragmenter av MAb-Hal-4.121 ved
pepsinfordeyelse. 20 mg av MAb-Hal-4.121 1 20 mM natriumacetatbuffer pH 4,5 ble
innkubert med og uten immobilisert pepsin (Pierce. Rockford IL) for de angitte tidene. Intakt
MADb og fordeyete Fc-fragmenter ble fjernet ved protein-A-kromatografi. Vist er en SDS-
PAGE Coomasie-farget gel av intakt ufordeyet uredusert MADb, ureduserte alikvoter av
fordeyet materiale tatt ved de angitte tidene og en redusert prove av det endelige fordeyete
F(ab’)2-produktet.

[0069] Figur 16. Binding av rekombinant anti-PSCA humant mAb til PSCA ved
flowcytometri. (16A) 293T-celler ble transfektert med ekspresjonskonstruksjoner som koder
for tung- og lettkjedene til anti-PSCA humant mAb. Supernatant ble oppsamlet etter 48 timer
og undersgkt for binding til PSCA. (16B) Anti-PSCA humant mAb ble renset fra
hybridomsupernatant og anvendt for PSCA-bindingsforsgk. PSCA-binding ble testet som
folger. PC3-parentale eller PC3-PSCA-celler ble innkubert med de anti-PSCA humane mAbs
beskrevet ovenfor i 30 minutter pa is. Cellene ble vasket og innkubert med PE-konjugert
antihuman Ig i 30 minutter pa is. Cellene ble vasket og deretter undersgkt ved flowcytometri.

[0070] Figur 17. Deteksjon av PSCA-protein ved immunohistokjemi. Ekspresjon av
PSCA-protein 1 tumorprever fra kreftpasienter ble detektert ved anvendelse av antistoffet
HA1-4.117. Formalinfiksert, parafininnstept vev ble kuttet i 4 mikron snitt og anbrakt pa
glasobjektglass. Snittene ble avvokset, rehydrert og behandlet med
antigengjenervervelseslgsning (Antigen Retrieval Citra Solution; BioGenex, 4600 Norris
Canyon Road, San Ramon, CA, 94583) ved hgy temperatur. Snitt ble deretter innkubert 1
fluoresceinkonjugert humant monoklonalt anti-PSCA-antistoff, Hal-4.117, 1 16 timer ved
4°C. Objektglassene ble vasket tre ganger 1 buffer og innkubert videre med kanin-
antifluorescein 1 1 time og, etter vasking 1 buffer, nedsenket 1 DAKO EnVision+™-
peroksydasekonjugert geit-antikanin immunoglobulin sekundert antistoff (DAKO
Corporation, Carpenteria, CA) 1 30 minutter. Snittene ble deretter vasket i buffer, utviklet ved
anvendelse av DAB-kittet (Sigma Chemicals), kontrastfarget (”counterstained”) ved

anvendelse av hematoksylin og analysert ved brightfield-mikroskopi. Resultatene viser
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ekspresjon av PSCA 1 tumorcellene fra prostata adenokarsinom (panel A, panel B), blere
overgangskarsinom (panel C) og pankreatisk duktal adenokarsinom (panel D). Disse
resultatene indikerer at PSCA er uttrykt i human kreft og at antistoffer rettet mot dette
antigenet er anvendelige som diagnostiske reagenser.

[0071] Figur 18. PSCA-MAb-Hal-4.120 hemmer veksten av subkutane prostatakreft-
xenografter. LAPC-9AI-tumorceller (2,0 x 106 celler) ble injisert subkutant 1 mannlige SCID-
mus. Musene ble randomisert 1 grupper (n=10 1 hver gruppe) og behandling innledet
intraperitonealt (i.p.) pd dag 0 med HA1-4.120 eller isotype-MAb-kontroll som angitt. Dyr ble
behandlet to ganger ukentlig med totalt 7 doser inntil undersegkelsesdag 28. Tumorvekst ble
overvaket ved anvendelse av skyvelarmalinger hver 3 til 4 dag som angitt. Resultatene viser
at humant anti-PSCA monoklonalt antistoff Hal-4.120 signifikant hemmet veksten av
humane prostatakreft-xenografter implantert subkutant 1 SCID-mus (p< 0,05).

[0072] Figur 19. PSCA-MAb-Hal-5.99 hemmer veksten av etablerte prostatakreft-
xenografter i SCID-mus. LAPC-9AI-tumorceller (2,0 x 106 celler) ble injisert subkutant 1
mannlige SCID-mus. Nar tumorvolum nidde 50 mm3 ble musene randomisert i grupper
(n=10 1 hver gruppe) og behandling innledet intraperitonealt (i.p.) med HA1-5.99.1 eller
isotype-MAb-kontroll som angitt. Dyr ble behandlet to ganger ukentlig med totalt 5 doser
inntil undersekelsesdag 14. Tumorvekst ble overvaket ved anvendelse av skyvelermalinger
hver 3 til 4 dag som angitt. Resultatene viser at fullstendig humant anti-PSCA monoklonalt
antistoff Hal-5.99 signifikant hemmet veksten av etablerte androgenuavhengige humane
prostatakreft-xenografter implantert subkutant 1 SCID-mus (p<0,05).

[0073] Figur 20. PSCA-MAb-HA1-4.121 hemmer veksten av etablerte
androgenavhengige humane prostatakreft-xenografter. LAPC-9AD-tumorceller (2,5 x 106
celler) ble injisert subkutant i mannlige SCID-mus. Nar tumorvolumet nddde 40 mm3 ble
musene randomisert 1 grupper (n=10 1 hver gruppe) og behandling ble innledet intraperitonealt
(1.p.) med ekende konsentrasjoner av HA1-4.121 eller isotype-MAb-kontroll som angitt. Dyr
ble behandlet to ganger ukentlig med totalt 7 doser inntil undersekelsesdag 21. Tumorvekst
ble overvaket ved anvendelse av skyveleermalinger hver 3 til 4 dag som angitt. Resultatene fra
denne undersgkelsen demonstrerte at HA1-4.121 hemmet veksten av etablerte subkutane
humane androgenavhengige prostata-xenografter 1 SCID-mus. Resultatene ble statistisk
signifikante for 300 ug dosegruppen pa dager 14, 17 og 21 (p< 0,05, Kruskal-Wallis-test,
tosidig med a=0,05) og for 700 ug dosegruppen pa dager 10, 14, 17 og 21 (p< 0,05, Kruskal-
Wallis-test, tosidig med a=0,05).
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[0074] Figur 21. Pasientavledete, androgenavhengige LAPC-9AD-tumorceller (2,0 x 106
celler) ble injisert i de dorsale lappene av prostataer til mannlige SCID-mus. Tumorene fikk
vokse 1 omtrent 10 dager pa hvilken tid musene ble randomisert i grupper. Behandling med
human 500 ug av HA1-4.117, HA1-4.121 eller isotypekontroll-MAD ble innledet 10 dager
etter tumorimplantasjon. Antistoffer ble levert intraperitonealt to ganger ukentlig med totalt 7
doser. Fire dager etter siste dose ble dyr avlivet og primertumorer skaret ut og veid.
Resultatene viser at humane anti-PSCA monoklonale antistoffer Hal-4.121 (p< 0,01) og Hal-
4.117 (p< 0,05) signifikant hemmet veksten av LAPC-9AD-prostatakreft-xenografter
ortotopisk implantert 1 SCID-mus.

[0075] Figur 22. PSCA-MAb-HA1-4.121 forlenger overlevelsen av SCID-mus med
etablerte ortotopiske humane androgenavhengige prostatatumorer. Pasientavledete,
androgenavhengige LAPC-9AD-tumorceller (2,0 x 106 celler) ble injisert i de dorsale lappene
av prostataer til mannlige SCID-mus. Tumorene fikk vokse i omtrent 9 dager pa hvilken tid
musene ble randomisert 1 grupper. Dyrene randomisert 1 overlevelsesgruppene omfatter 11
mus 1 isotype-MADb-kontrollen og 12 mus 1 den HA1-4.121-behandlete gruppen. Dyr ble
behandlet 1.p. med 1000 ug Hal-4.121 eller 1000 ug av isotype-MAb-kontroll to ganger
ukentlig med totalt 9 doser. Resultatene demonstrerte at HA1-4.121 signifikant (log-rank test:
p<0,01) forlenget overlevelsen av SCID-mus med humane androgenavhengige
prostatatumorer. To mus i den HA1-4.121-behandlete gruppen forble frie for apenbare
tumorer 110 dager etter siste behandling.

[0076] Figur 23. Forbedret hemning av prostatatumorvekst med HA1-4.21 og taxotere-
kombinasjonsterapi. LAPC-9AI-tumorceller (2 x 106 celler pr. dyr) ble injisert subkutant 1
mannlige SCID-mus. Nar tumorvolumet nidde 65 mm3 ble dyr randomisert og utpekt til fire
forskjellige grupper (n=10 i hver gruppe) som angitt. I begynnelsen pa dag O ble Hal1-4.121
eller isotype-MAb-kontroll administrert i.p. to ganger ukentlig i en dose pa 500 ug med totalt
6 doser. Den siste dosen ble gitt pa dag 17. Taxotere ble gitt intravengst 1 en dose pa 5 mg/kg
pa dager 0, 3 og 7. Tumorvekst ble overvaket hver 3-4 dager ved anvendelse av
skyvelermalinger. Resultatene fra denne undersgkelsen demonstrerer at HA1-4.121 som et
enkelt middel hemmet veksten av androgenuavhengige prostata-xenografter 1 SCID-mus med
45% nar sammenlignet med kontrollantistoffbehandling alene pa dag 28 (ANOV A/Tukey-
test: p<0,05). Administrering av isotype-MAb-kontrollen pluss taxotere hemmet tumorvekst
med 28% nar sammenlignet med kontrollantistoffbehandling alene, som ikke ble statistisk

signifikant. Administrering av HA1-4.121 i1 kombinasjon med taxotere forbedret effekten og
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resulterte i en 69% hemning av tumorvekst ndr sammenlignet med kontrollantistoff alene
(ANOV A/Tukey-test: p<0,01). En statistisk signifikant forskjell ble ogsa demonstrert nar
HA1-4.121-pluss-taxotere-kombinasjonsgruppen ble sammenlignet med enten HA1-4.121-
eller isotype-MAb-kontroll-pluss-taxotere-gruppene (ANOV A/Tukey-test: p<0,05).

[0077] Figur 24. Humane PSCA-MAbs hemmer veksten av pankreatisk kreft-xenografter
1 SCID-mus/ human HPAC. Pankreatiske kreftceller (2 x 106/ mus) ble injisert subkutant 1
immundefekte ICR-SCID-mus (Taconic Farm, Germantown, NY). Musene ble randomisert 1
grupper (n= 10 dyr/gruppe) og behandling med det angitte humane PSCA monoklonale
antistoffet innledet samme dag. Antistoffer (500 mg/mus) ble levert intraperitonealt to ganger
ukentlig med totalt 8 doser. Resultatene demonstrerte at humane anti-PSCA monoklonale
antistoffer Hal-4.121, Hal-4.117 og Hal-1.16 signifikant hemmet veksten av humane
pankreatiske kreft-xenografter subkutant implantert 1 SCID-mus. Statistiske analyser ble
utfert ved anvendelse av en t-test (tosidig, a=0,05).

[0078] Figur 25. PSCA-MAb-HA1-4.121 hemmer veksten av pankreatiske tumorer
implantert ortotopisk 1 SCID-mus. HPAC-celler (3,0 x 106 celler) ble implantert ortotopisk
inn 1 pankreasegyen (“the pancreata”) til SCID-mus. Mus ble tilfeldig utpekt til tre grupper
(n=9 1 hver gruppe) som angitt. Behandling med HA1-4.121 (250 ug eller 1000 ug) eller
isotype-MAb-kontroll (1000 ug) ble innledet pa implantasjonsdagen. Antistoffer ble
admuinistrert 1.p. to ganger ukentlig med totalt 10 doser. Tretten dager etter den siste dosen ble
dyr avlivet og primertumorer skaret ut og veid. Resultatene fra denne undersekelsen
demonstrerte at HA1-4.121 signifikant hemmet den ortotopiske veksten av humane
pankreatisk kreft-xenografter i SCID-mus ved begge undersgkte dosenivaer. Behandling med
250 ug og 1000 ug AGS-PSCA hemmet tumorvekst med henholdsvis 66% og 70% (Kruskal-
Wallis/Tukey-test henholdsvis: p<0,01 og p<0,01).

[0079] Figur 26. PSCA-MAb-HA1-4.121 hemmer matastaser. Ved autopsi ble synlige
metastaser 1 lymfeknuter og spredtliggende organer observert hos den
kontrollantistoffbehandlete gruppen. Ingen synlige metastaser ble observert 1 begge HA1-
4.121-behandlete grupper. Lymfeknuter, lunger og levrer ble fjernet fra alle dyr og undersekt
histologisk for tilstedeverelsen av metastasisk tumor. Snitt fra lungene og lymfeknutene
fjernet fra hvert dyr ble merket for human cytokeratin og antallet metastaser bestemt
mikroskopisk. Resultatene fra den histologiske analysen demonstrerte en signifikant
reduksjon i1 lymfeknute (LN)-metastaser 1 dyr behandlet med HA1-4.121 (p= 0,0152 detektert

ved Fishers eksakte test). Forekomsten av metastase og invasjon ble ogsa redusert signifikant
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1 dyr behandlet med begge konsentrasjoner av HA1-4.121 (p= 0,0152 detektert ved Fishers
eksakte test). Antallet lungemetastaser redusertes signifikant hos mus behandlet med bare 1,0
mg dosen av HA1-4.121 (p= 0,0498 detektert ved Fishers eksakte test).

[0080] Figur 27. Humane PSCA-MAbs hemmer veksten av SW780-bleretumorer 1 SCID-
mus. Humane SW780-blerekreftceller (2 x 106/ mus) ble injisert subkutant i immundefekte
ICR-SCID-mus (Taconic Farm, Germantown, NY). Musene ble randomisert 1 grupper (n=10
dyr/gruppe) og behandling med det angitte humane PSCA-MAD innledet samme dag.
Antistoffer (250 mg/mus) ble levert intraperitonealt to ganger ukentlig med totalt 7 doser.
Resultatene demonstrerte at HA1-4.117 (p= 0,014), HA1-4.37 (p= 0,0056), HA1-1.78 (p=
0,001), Hal-5.99 (p=0,0002) og HA1-4.5 (p= 0,0008) signifikant hemmet veksten av SW780-
bleretumorer implantert subkutant 1 SCID-mus. Statistiske analyser ble utfert ved anvendelse

av en t-test (tosidig, a=0,05).
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I) Definisjoner:

[0081] Hyvis ikke pa annen mate definert, alle betegnelser fra fagomrédet, anmerkninger
og andre vitenskapelige betegnelser eller terminologi anvendt her skal ha betydningene vanlig
forstatt av fagfolk pad omréadet hvor foreliggende oppfinnelse tilherer. I noen tilfeller er
betegnelser med vanlige forstatte betydninger definert her for klargjering og/eller for klar
referanse og inklusjonen av slike definisjoner her skal ikke nedvendigvis vaere konstruert for 4
representerere en vesentlige forskjell i forhold til hva som generelt er forstatt pa omréadet.
Mange av teknikkene og prosedyrene beskrevet eller referert her er godt forstatt og vanlig
anvendt ved anvendelse av konvensjonell metodikk av fagfolk pad omrédet, slik som for
eksempel de utstrakt anvendte molekylere kloningsfremgangsmétene beskrevet i Sambrook
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2nd. edition (1989) Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. Som passende blir prosedyrer som involverer
anvendelse av kommersielt tilgjengelig kitt og reagenser generelt utfort 1 henhold til
produsentdefinerte protokoller og/eller parametere hvis ikke pd annen mate betegnet.

[0082] Betegnelsene “langt fremskredet prostatakreft”, “lokalt langt fremskredet
prostatakreft”, “langt fremskredet sykdom™ og “lokalt langt fremskredet sykdom” betyr
prostatakreft som har bredd seg gjennom prostatakapselen og skal omfatte trinn C-sykdom 1
Amerikanske urologiske forening (" American Urological Assosiation”) (AUA)-systemet,
trinn C1 - C2-sykdom ved Whitmore-Jewett-systemet og trinn T3 - T4 og N+-sykdom ved
TNM (tumor, knute, metastase)-systemet. Generelt er ikke kirurgi anbefalt for pasienter med
lokalt langt fremskredet sykdom og disse pasientene har hovedsakelig mindre fordelaktig
resultater sammenlignet med pasienter som har klinisk lokalisert (organbegrenset)
prostatakreft. Lokalt langt fremskredet sykdom er klinisk identifisert ved &penbare bevis pa
invadering utover den laterale grense av prostata eller asymmetri eller invadering ovenfor

prostata base. Lokalt langt fremskredet prostatakreft er for tiden diagnostisert patologisk etter
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radikal prostatektomi hvis tumoren invaderer eller penetraterer prostataisk kapsel, strekker seg
inn 1 den kirurgiske marginen eller invaderer de seminale blerene.

[0083] “Endring av det naturlige glykosyleringsmenstret” er ment for formal her til & bety
fjerning av én eller flere karbohydratgrupper funnet i naturlige sekvens PSCA (enten ved &
fjerne det underliggende glykosyleringssetet eller ved fjerning av glykosyleringen ved
kjemisk og/eller enzymatisk betydning) og/eller tilsetning av én eller flere glykosyleringsseter
som ikke er til stede 1 den naturlige sekvensen av PSCA. I tillegg omfatter uttrykket
kvalitative endringer 1 glykosyleringen av de naturlige proteinene, som involverer en
forandring 1 naturen og proporsjonene av de forskjellige karbohydratgruppene til stede.

[0084] Betegnelsen “analog” angir et molekyl som er strukturelt lignende eller deler
lignende eller tilsvarende kjennetegn med et annet molekyl (f.eks. et PSCA-relatert protein).
For eksempel kan en analog til et PSCA-protein vaere spesifikt bundet av et antistoff eller T-
celle som spesifikt binder til PSCA.

[0085] Betegnelsen “antistoff” blir anvendt 1 den bredeste forstanden hvis ikke klart angitt
pa annen mate. Derfor kan et “antistoff” vaere naturlig foreckommende eller menneskelaget
slik som monoklonale antistoffer produsert ved konvensjonell hybridomteknologi. Anti-
PSCA-antistoffer omfatte monoklonale og polyklonale antistoffer sa vel som fragmenter
inneholdende antigenbindende domene og/eller én eller flere komplementaritetsbestemmende
regioner av disse antistoffene. Som anvendt her angir betegnelsen "antistoff" hvilken som
helst form av antistoff eller fragment derav som spesifikt binder PSCA og/eller oppviser den
enskede biologiske aktiviteten og spesifikt dekker monoklonale antistoffer (omfattende
fullengde monoklonale antistoffer), polyklonale antistoffer, multispecifice antistoffer (f eks.
bispesifikke antistoffer) og antistoffragmenter sa lenge de spesifikt binder PSCA og/eller viser
den gnskede biologiske aktiviteten. Hvilket som helst spesifikt antistoff kan anvendes med
fremgangsmatene og sammensetningene tilveiebrakt her. Séledes omfatter 1 én utferelsesform
betegnelsen “antistoff” et molekyl omfattende minst én variabel region fra et lettkjede
immunoglobulinmolekyl og minst én variabel region fra et tungkjede molekyl som 1
kombinasjon danner et spesifikt bindingssete for malantigenet. I én utferelsesform er
antistoffet et IgG-antistoff. For eksempel er antistoffet et IgG1, IgG2, IgG3 eller IgG4-
antistoff. Antistoffene anvendelige i de forelgpige fremgangsmatene og sammensetningene
kan dannes i cellekultur, i fag eller 1 forskjellige dyr, omfattende men ikke begrenset til kuer,
kaniner, geiter, mus, rotter, hamstere, marsvin, sauer, hunder, katter, aper, chimpanser. Derfor

er 1 én utferelsesform et antistoff ifglge foreliggende oppfinnelse et mammalsk antistoff.
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Fagteknikker kan anvendes for a isolere et innledende antistoff eller for & danne varianter med
endret spesifisitet eller glupsk karakteristika. Slike teknikker er rutine og velkjent pa omradet.
I én utferelsesform er antistoffet produsert ved rekombinante midler kjent pd omradet. For
eksempel kan et rekombinant antistoff produseres ved transfektering av en vertscelle med en
vektor omfattende en DNA-sekvens som koder for antistoffet. En eller flere vektorer kan
anvendes for a transfektere DNA-sekvensen som uttrykker minst én VL- og én VH-region i
vertscellen. Eksempler pa beskrivelser pa rekombinante midler for antistoffdannelse og
produksjon omfatter Delves, ANTIBODY PRODUCTION: ESSENTIAL TECHNIQUES
(Wiley, 1997); Shephard, ef al., MONOCLONAL ANTIBODIES (Oxford University Press,
2000); Goding, MONOCLONAL ANTIBODIES: PRINCIPLES AND PRACTICE
(Academic Press, 1993); CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY (John Wiley &
Sons, nyeste utgave). Et antistoff ifelge foreliggende oppfinnelse kan modifiseres med
rekombinante midler for & gke storre effektivitet av antistoffet i mediering av den gnskede
funksjonen. Saledes er det innenfor omfanget ifelge oppfinnelsen at antistoffer kan
modifiseres med substitusjoner ved anvendelse av rekombinante betydninger. Typisk vil
substitusjonene vaere konservative substitusjoner. For eksempel kan minst én aminosyre i den
konstante regionen av antistoffet erstattes med en ulik residue. Se feks. US-patent nr.
5.624.821, US-patent nr. 6.194.551, sgknadsnr. WO 9958572; og Angal, et al., Mol.
Immunol. 30 : 105-08 (1993). Modifikasjonen i1 aminosyrer omfatter delesjoner, addisjoner,
substitusjoner av aminosyrer. I noen tilfeller er slike endringer gjort for & redusere ugnskete
aktiviteter, feks. komplementavhengig cytotoksisitet. Ofte er antistoffene merket ved kobling,
enten kovalent eller ikke-kovalent, til en substans som tilveiebringer et detekterbart signal. En
rekke merker og konjugeringsteknikker er kjent og er angitt i stor utstrekning i bade den
vitenskapelige og patentlitteraturen. Disse antistoffene kan vare screenet for binding til
normal eller defekt PSCA. Se f.eks. ANTIBODY ENGINEERING: A PRACTICAL
APPROACH (Oxford University Press, 1996). Egnede antistoffer med de gnskede biologiske
aktivitetene kan identifiseres ved de folgende in vifro-forsekene omfattende men ikke
begrenset til; proliferasjon, migrering, adhesjon, mykagar (“soft agar”)-vekst, angiogenese,
celle-celle-kommunikasjon, apoptose, transport, signaltransduksjon og de felgende in vivo-
forsgkene slik som hemning av tumorvekst. Antistoffene tilveiebrakt her kan ogsé vare
anvendelige 1 diagnostiske applikasjoner. Som capture eller ikke-n@ytraliserende antistoffer
kan de vare screenet for evnen til & binde til det spesifikke antigenet uten & hemme

reseptorbindingen eller biologiske aktiviteten til antigenet. Som ngytraliserende antistoffer
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kan antistoffene veere anvendelige 1 kompetitive bindingsforsgk. De kan ogsa anvendes til &
kvantifisere PSCA eller dens reseptor.

[0086] Et “antistoffragment” er definert som minst en del av den variable regionen av
immunoglobulinmolekylet som binder til sitt mal, dvs. den antigenbindende regionen. I én
utferelsesform dekker det spesifikt enkle anti-PSCA-antistoffer og kloner derav (omfattende
agonist, antagonist og neytraliserende antistoffer) og anti-PSCA -antistoffsammensetninger
med polyepitopisk spesifisitet. Antistoffet av foreliggende fremgangsmater og
sammensetninger kan vare monoklonale eller polyklonale. Et antistoff kan vaere 1 form av et
antigenbindende antistoffragment omfattende et Fab-fragment, F(ab’),-fragment, en
enkeltkjede variabel region og lignende. Fragmenter av intakte molekyler kan dannes ved
anvendelse av fremgangsmater velkjente pd omradet og omfatter enzymatisk fordeyelse og
rekombinante midler.

[0087] Som anvendt her kan hvilken som helst form av “antigenet” anvendes for & danne
et antistoff som er spesifikt for PSCA. Saledes kan det induserte antigenet vare en enkel
epitop, multiple epitoper eller hele proteinet alene eller 1 kombinasjon med én eller flere
immunogenisitetsforsterkende midler kjent pd omradet. Det induserte antigenet kan vere et
isolert fullengde protein, et celleoverflateprotein (f.eks. immunisering med celler transfektert
med minst en del av antigenet) eller et oppleselig protein (f.eks. immunisering med bare den
ekstracellulzere domenedelen av proteinet). Antigenet kan produseres 1 en genetisk modifisert
celle. DNAet som koder for antigenet kan vere genomisk eller ikke-genomisk (feks. cDNA)
og koder for minst en del av det ekstracellulere domenet. Som anvendt her angir betegnelsen
“del” det minimale antallet aminosyrer eller nukleinsyrer, som passende, til 4 utgjere en
immunogen epitop av det interessante antigenet. Hvilke som helst av genetiske vektorer egnet
for transformasjon av de interessante cellene kan anvendes, omfattende men ikke begrenset til
adenovirale vektorer, plasmider og ikke-virale vektorer, slik som kationiske lipider. I én
utferelsesform binder antistoffet fra fremgangsmatene og sammensetningene her spesifikt
minst en del av det ekstracellulere domenet av det interessante PSCA.

[0088] Antistoffene eller antigenbindingsfragmentene derav tilveiebrakt her kan vere
konjugert til et “bioaktivt middel.” Som anvendt her angir betegnelsen “bioaktivt middel”
hvilken som helst syntetisk eller naturlig forekommende forbindelse som binder antigenet
og/eller forsterker eller medierer en gnsket biologisk effekt for & forbedre celledraptoksiner.

[0089] I én utferelsesform er bindingsfragmentene anvendelige 1 foreliggende oppfinnelse

biologisk aktive fragmenter. Som anvendt her angir betegnelsen “biologisk aktiv” et antistoff
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eller antistoffragment som er i stand til & binde den gnskede antigenepitopen og direkte eller
indirekte utevelse av en biologisk effekt. Direkte effekter omfatter, men er ikke begrenset til
moduleringen, stimuleringen og/ eller hemningen av et vekstsignal, moduleringen,
stimuleringen og/ eller hemningen av et antiapoptotisk signal, moduleringen, stimuleringen
og/ eller hemningen av et apoptotisk eller nekrotisk signal, modulering, stimulering og/ eller
hemning ADCC-kaskaden og modulering, stimulering og/ eller hemning CDC-kaskaden.

[0090] “Bispesifikke” antistoffer er ogsa anvendelige i de foreliggende fremgangsmatene
og sammensetningene. Som anvendt her angir betegnelsen “bispesifikt antistoff” et antistoff,
typisk et monoklonalt antistoff, som har bindingsspesifisiteter for minst to forskjellige
antigenepitoper. I én utferelsesform er epitopene fra samme antigen. I en annen
utfarelsesform er epitopene fra to forskjellige antigener. Fremgangsmater for fremstilling av
bispesifikke antistoffer er kjent pa omradet. For eksempel kan bispesifikke antistoffer
produseres rekombinant ved anvendelse av koekspresjonen av to immunoglobulin
tungkjede/lettkjede par. Se feks. Milstein ef al., Nature 305:537-39 (1983). Alternativt kan
bispesifikke antistoffer fremstilles ved anvendelse av kjemisk binding. Se feks. Brennan,
et al., Science 229:81 (1985). Bispesifikke antistoffer omfatter bispesifikke
antistoffragmenter. Se feks. Hollinger, ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:6444-48
(1993), Gruber, et al., J. Immunol. 152:5368 (1994).

[0091] De monoklonale antistoffene omfatter her spesifikt "kimaere" antistoffer hvor en
del av tung- og/eller lettkjeden er identisk med eller homolog til tilsvarende sekvenser 1
antistoffer avledet fra en spesiell art eller som tilherer en spesiell antistoffklasse eller
underklasse, mens resten av kjeden(e) er identisk med eller homolog til tilsvarende sekvenser
1 antistoffer avledet fra en annen art eller som tilhgrer en annen antistoffklasse eller
underklasse, sa vel som fragmenter av slike antistoffer, s lenge de spesifikt binder
malantigenet og/eller viser den gnskede biologiske aktiviteten (US-pat. nr. 4.816.567; og
Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 6851-6855 (1984)).

[0092] Betegnelsen “kjemoterapeutisk middel” angir alle kjemiske forbindelser som er
effektive 1 hemming av tumorvekst. Ikke begrensende eksempler pa kjemoterapeutiske midler
omfatter alkyleringsmidler; for eksempel nitrogenmustarder, etyleniminforbindelser og
alkylsulfonater; antimetabolitter; for eksempel folinsyre-, purin- eller pyrimidinantagonister;
mitotiske inhibitorer; for eksempel vincaalkaloider og derivater av podofyllotoksin,

cytotoksisk antibiotika, forbindelser som skader eller griper inn 1 DNA-ekspresjon og
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vekstfaktor reseptorantagonister. I tillegg omfatter kjemoterapeutiske midler cytotoksiske
midler (som definert her), antistoffer, biologiske molekyler og sma molekyler.

[0093] Betegnelsen “kodonoptimaliserte sekvenser” angir nukleotidsekvenser som er
optimalisert for en spesiell vertsart ved omplassering av hvilke som helst kodoner som har en
anvendelsesfrekvens pad mindre enn ca. 20%. Nukleotidsekvenser som er optimalisert for
ekspresjon 1 en gitt vertsart ved eliminering av uekte polyadenyleringssekvenser, eliminering
av ekson/intron-spleisingssignaler, eliminering av transposonlignende repetisjoner og/eller
optimalisering av GC-innhold 1 tillegg til kodonoptimalisering er referert til her som en
“ekspresjonsforbedrete sekvenser.”

[0094] Et “kombinatorisk bibliotek” er en samling av ulike kjemiske forbindelser dannet
ved enten kjemisk syntese eller biologisk syntese ved & kombinere flere kjemiske
"byggeblokker" slik som reagenser. For eksempel et lineert kombinatorisk kjemisk bibliotek,
slik som et polypeptid (f.eks. mutein) -bibliotek, blir dannet ved & kombinere et sett av
kjemiske byggeblokker betegnete aminosyrer pa hver mulige mate for en gitt
forbindelseslengde (dvs. antallet aminosyrer i en polypeptidforbindelse). En rekke kjemiske
forbindelser blir syntetisert gjennom slik kombinatorisk blanding av kjemiske byggeblokker
(Gallop et al., J. Med. Chem. 37(9): 1233-1251 (1994)).

[0095] Fremstilling og screening av kombinatoriske biblioteker er velkjent for fagfolk pa
omradet. Slik kombinatorisk kjemiske biblioteker omfatter, men er ikke begrenset til,
peptidbiblioteker (se feks. US-patent nr. 5.010.175, Furka, Pept. Prot. Res. 37:487-493
(1991), Houghton et al., Nature, 354:84-88 (1991)), peptoider (PCT-publikasjon nr. WO
91/19735), kodete peptider (PCT-publikasjon WO 93/20242), tilfeldige bio-oligomere (PCT-
publikasjon WO 92/00091), benzodiazepiner (US-pat. nr. 5.288.514), diversomers” slik som
hydantoiner, benzodiazepiner og dipeptider (Hobbs ef al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA
90:6909-6913 (1993)), vinylogous polypeptider (Hagihara ef al., J. Amer. Chem. Soc.
114:6568 (1992)), ikke-peptidiske peptidomimetika med et beta-D-glukosestillas
("scaffolding”) (Hirschmann ef al., J. Amer. Chem. Soc. 114:9217-9218 (1992)), analoge
organiske synteser av sma forbindelsesbiblioteker (Chen ez al., J. Amer. Chem. Soc. 116:2661
(1994)), oligokarbarnater (Cho, et al., Science 261:1303 (1993)) og/eller peptidylfosfonater
(Campbell et al., J. Org. Chem. 59:658 (1994)). Se generelt Gordon ef al., J. Med. Chem.
37:1385 (1994), nukleinsyrebiblioteker (se f.eks. Stratagene, Corp.), peptid-
nukleinsyrebiblioteker (se feks. US-patent 5.539.083), antistoffbiblioteker (se feks. Vaughn
et al., Nature Biotechnology 14(3): 309-314 (1996) og PCT/US96/10287),
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karbohydratbiblioteker (se feks. Liang et al., Science 274:1520-1522 (1996) og US-patent nr.
5.593.853) og sma organiske molekylbiblioteker (se feks. benzodiazepiner, Baum, C&EN,
Jan 18, side 33 (1993); isoprenoider, US-patent nr. 5.569.588; tiazolidinoner og
metatiazanoner, US-patent nr. 5.549.974; pyrrolidiner, US-patent nr. 5.525.735 0g 5.519.134;
morfolinoforbindelser, US-patent nr. 5.506. 337; benzodiazepiner, US-patent nr. 5.288.514;
og lignende).

[0096] Anordninger for fremstilling av kombinatoriske biblioteker er kommersielt
tilgjengelig (se f.eks. 357 NIPS, 390 NIPS, Advanced Chem Tech, Louisville KY; Symphony,
Rainin, Woburn, MA; 433A, Applied Biosystems, Foster City, CA; 9050, Pluss, Millipore,
Bedford, NIA). Flere velkjent robotiserte systemer har ogsé vert utviklet for
lgsningsfasekjemier. Disse systemene omfatter automatiserte arbeidsstasjoner slik som det
automatiserte synteseapparatet utviklet av Takeda Chemical Industries, LTD. (Osaka, Japan)
og mange robotiserte systemer ved anvendelse av robotiserte armer (Zymate H, Zymark
Corporation, Hopkinto, Mass.; Orca, Hewlett-Packard, Palo Alto, Calif.), som etterligner de
manuelle syntetiske operasjoner utfort av en kjemiker. Hvilken som helst av de ovenfor
anordningene er egnet for anvendelse med foreliggende oppfinnelse. Naturen og
implementeringen av modifikasjoner til disse anordningene (hvis noen) slik at de kan operere
som beskrevet her vil vare apenbare for fagpersoner 1 det relevante omradet. I tillegg er en
rekke kombinatoriske biblioteker selv kommersielt tilgjengelige (se feks. ComGenex,
Princeton, NJ; Asinex, Moscow, RU; Tripos, Inc., St. Louis, MO; ChemStar, Ltd, Moscow,
RU; 3D Pharmaceuticals, Exton, PA; Martek Biosciences, Columbia, MD; etc.).

[0097] Som anvendt her angir betegnelsen “konservativ substitusjon” substitusjoner av
aminosyrer som er kjent for fagfolk pa dette omradet og kan generelt fremstilles uten endring
av den biologiske aktiviteten til det resulterende molekylet. Fagfolk pa dette omradet
gjenkjenner generelt at enkle aminosyresubstitusjoner 1 ikke-essensielle regioner av et
polypeptid hovedsakelig ikke endrer biologisk aktivitet (se f.eks. Watson, ef al.,
MOLECULAR BIOLOGY OF THE GENE, The Benjamin/Cummings Pub. Co., p. 224 (4th
Edition 1987)). Slike eksempler pa substitusjoner er fortrinnsvis gjort i henhold til de angitt 1
tabell(er) IlI(a-b). For eksempel omfatter slike endringer substituering av hvilken som helst av
isoleucin (I), valin (V) og leucin (L) for hvilken som helst andre av disse hydrofobe
aminosyrer; asparaginsyre (D) for glutaminsyre (E) og vice versa; glutamin (Q) for asparagin
(N) og vice versa; og serin (S) for treonin (T) og vice versa. Andre substitusjoner kan ogsa

vaere betraktet konservative, avhengig av omgivelsen til den spesielle aminosyren og dens
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rolle i den tredimensjonale strukturen av proteinet. For eksempel glycin (G) og alanin (A) kan
ofte vere byttet med hverandre, likeledes kan alanin (A) og valin (V). Metionin (M), som er
relativt hydrofob, kan ofte vare byttet med leucin og isoleucin og noen ganger med valin.
Lysin (K) og arginin (R) er ofte byttet med hverandre i lokalisasjoner hvor det betydelige
trekket ved aminosyreresiduen er dens ladning og de ulike pKene til disse to
aminosyreresiduene ikke er betydelige. Fortsatt kan andre endringer betraktes "konservative” 1
spesielle omgivelser (se f.eks. tabell ITI(a) her; sider 13-15 “Biochemistry” 2nd ED. Lubert
Stryer ed (Stanford University); Henikoff ef al., PNAS 1992 Vol 89 10915-10919; Lei et al., J
Biol Chem 1995 May 19; 270(20):11882-6). Andre substitusjoner er ogsa tillatt og kan
bestemmes empirisk eller i samsvar med kjente konservative substitusjoner.

[0098] Betegnelsen “cytotoksisk middel” angir en substans som hemmer eller forhindrer
ekspressjonsaktivitet til celler, funksjon av celler og/eller forarsaker destruksjon av celler.
Betegnelsen skal omfatte radioaktive isotoper, kjemoterapeutiske midler og toksiner slik som
sma molekyl toksiner eller enzymatisk aktive toksiner av bakterielle, fungale, plante eller dyre
opprinnelse, omfattende fragmenter og/eller varianter derav. Eksempler pé cytotoksiske
midler omfatter, men er ikke begrenset til auristatiner, auristatin E, auromyciner,
maytansinoider, yttrium, vismut, ricin, ricin A-kjede, combrestatin, duocarmyciner,
dolostatiner, doxorubicin, daunorubicin, taxol, cisplatin, cc1065, etidiumbromid, mitomycin,
etoposid, tenoposid, vincristin, vinblastin, colchicin, dihydroksyantrakindion, actinomycin,
difteritoksin, Pseudomonas eksotoksin (PE) A, PE40, abrin, abrin A-kjede, modeccin A-
kjede, alfa-sarcin, gelonin, mitogellin, retstrictocin, fenomycin, enomycin, curicin, crotin,
calicheamicin, Sapaonaria officinalis-hemmer og glukokortikoid og andre kjemoterapeutiske
midler, s& vel som radioisotoper slik som At?!!, I'3! T'25, Y0 Re!®, Re!®® Sm!33, Bi?!? eller
213 P32 og radioaktive isotoper av Lu omfattende Lu!”’. Antistoffer kan ogsé vere konjugert
til et antikreftprodrug aktiverende enzym som er i stand til omdannelse av prodruget til dens
aktive form.

[0099] Som anvendt her angir betegnelsen "diameriske antistoffragmenter” sma
antistoffragmenter med to antigenbindende seter, hvor fragmenter omfatte en tungkjede
variabel domene (Vu) forbundet med en lettkjede variabel domene (VL) 1 samme
polypeptidkjede (Vu-VL). Ved anvendelse av en linker som er for kort for & tillate paring
mellom de to domenene pad samme kjede er domenene tvunget til 4 pare med de

komplementzre domenene til en annen kjede og frembringe to antigenbindende seter.
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Diameriske antistoffragmenter er beskrevet mer fullstendig i f.eks. EP 404.097; WO
93/11161; og Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-48 (1993).

[00100] “Genproduktet” blir anvendt her for & indikere et peptid/protein eller mRNA. For
eksempel er et “genprodukt ifalge oppfinnelsen” noen ganger referert til her som en "kreft
aminosyresekvens", "kreftprotein", “protein fra en kreft listet opp 1 tabell I, en "kreft-
mRNA", “mRNA fra en kreft listet opp i tabell I”, etc. I én utferelsesform er kreftproteinet
kodet for av en nukleinsyre fra figur 1. Kreftproteinet kan vere et fragment eller alternativt,
veaere fullengde proteinet kodet for av nukleinsyrer fra figur 1. I én utferelsesform blir en
kreftaminosyresekvens anvendt for & bestemme sekvensidentitet eller similaritet. I en annen
utferelsesform er sekvensene naturlig forekommende alleliske varianter av et protein kodet
for av en nukleinsyre fra figur 1. I en annen utferelsesform er sekvensene sekvensvarianter
som ytterligere beskrevet her.

[00101] “Heterokonjugate” antistoffer er anvendelige i foreliggende fremgangsmate og
sammensetning. Som anvendt her angir betegnelsen “heterokonjugat antistoff” to kovalent
bundne antistoffer. Slike antistoffer kan fremstilles ved anvendelse av kjente fremgangsmater
1 syntetisk proteinkjemi, omfattende anvendelse av kryssbindingsmidler. Se feks. US-patent
nr. 4.676.980.

[00102] “Hey gjennomstremnings screenings”-forsgk for tilstedevaerelsen, fraveeret,
kvantifiseringen eller andre egenskaper til spesielle nukleinsyrer eller proteinprodukter er
velkjent for fagfolk pa omradet. Tilsvarende er bindingsforsek og rapportergenforsek
tilsvarende velkjente. Séledes beskriver feks. US-patent nr. 5.559.410 hey
gjennomstremnings screeningsfremgangsmater for proteiner, US-patent nr. 5.585.639
beskriver hgy gjennomstrgmnings screeningsfremgangsmater for nukleinsyrebinding (dvs. i
arrayer); mens US-patent nr. 5.576.220 og 5.541.061 beskriver hgy gjennomstremning
fremgangsmater for screening for ligand-/antistoffbinding.

[00103] I tillegg er hoy gjennomstremnings screeningssystemer kommersielt tilgjengelige
(se f-eks. Amersham Biosciences, Piscataway, NJ; Zymark Corp., Hopkinnton, MA; Air
Tehnical Industries, Mentor, OH; Beckman Instruments, Inc. Fullerton, CA; Precision
Systems, Inc., Natick, MA; etc.). Disse systemene typisk automatiserer hele prosedyrer,
omfattende alle preve- og reagenspipetteringer, vaeskedispensinger, tidsinnkuberinger og
endelige avlesninger med mikroplaten 1 detektor(er) som passer for forsgket. Disse
konfigurerbare systemene tilveiebringer hgy gjennomstremning og rask oppstart s vel som

en hey grad av fleksibilitet og brukertilpasning. Produsentene av slike systemer tilveiebringer
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detaljerte protokoller for forskjellige hey gjennomstremningssystemer. Saledes tilveiebringer
f-eks. Zymark Corp. tekniske rapporter som beskriver screeningssystemer for detektering av
moduleringen av gentranskripsjon, ligandbinding og lignende.

[00104] Betegnelsen “homolog” angir et molekyl som oppviser homologi med et annet
molekyl, ved for eksempel & ha sekvenser av kjemiske residuer som er like eller lignende ved
tilsvarende posisjoner.

[0010S] I én utferelsesform er antistoffet tilveiebrakt her et “humant antistoff.” Som
anvendt her angir betegnelsen “humant antistoff” et antistoff hvor 1 det vesentlige hele
sekvensene av lettkjede og tungkjede sekvensene, omfattende de komplementeer-
bestemmende regionene (CDRene), er fra human gener. I én utferelsesform blir humane
monoklonale antistoffer fremstilt ved trioma-teknikken, den humane B-celle teknikken (se
f-eks. Kozbor, et al., Inmunol. Today 4: 72 (1983) , EBV-transformasjonsteknikk (se f.eks.
Cole et al. MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPHY 77-96 (1985))
eller ved anvendelse av fagdisplay (se feks. Marks et al., J. Mol. Biol. 222:581 (1991)). I en
spesifikk utferelsesform er det humane antistoffet dannet 1 en transgen mus. Teknikker for
fremstilling av slik delvis til fullstendige humane antistoffer er kjent pd omradet og hvilken
som helst av slike teknikker kan anvendes. I henhold til én spesielt foretrukket utferelsesform
er fullstendige humane antistoffsekvenser gjort i en transgen mus konstruert til & uttrykke
humane tung- og lettkjede antistoffgener. Et eksempel pa beskrivelse pa fremstilling av
transgene mus som produserer humane antistoffer finnes 1 seknadsnr. WO 02/43478 og US-
patent 6.657.103 (Abgenix) og dens avkom. B-celler fra transgene mus som produserer det
gnskede antistoffet kan deretter bli kondensert til & fremstille hybridomcellelinjer for
kontinuerlig produksjon av antistoffet. Se f£eks. US-patent nr. 5.569.825; 5.625.126;
5.633.425; 5.661.016; og 5.545.806; og Jakobovits, Adv. Medikament Del. Rev. 31:33-42
(1998); Green, et al., J. Exp. Med. 188:483-95 (1998).

[00106] “Humant leukocyttantigen™ eller “HLA” er et humant klasse I- eller klasse II-
hoved vevsforlikelighetskompleks (MHC)-protein (se feks. Stites, et al.,
IMMUNOLOGY, 8TH ED., Lange Publishing, Los Altos, CA (1994).

[00107] Som anvendt her angir betegnelsen "humaniserte antistoff"-former av antistoffer
som inneholder sekvenser fra ikke-humane (feks. murine) antistoffer sa vel som humane
antistoffer. Slike antistoffer er kimere antistoffer som inneholder minimalsekvens avledet fra
ikke-human immunoglobulin. Generelt vil det humaniserte antistoffet omfatte hovedsakelig

alle minst en og typisk to, variable domener, hvor alle eller hovedsakelig alle de hypervariable
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lokkene tilsvarer de fra en ikke-human immunoglobulin og alle eller hovedsakelig alle FR-
regionene er de fra en human immunoglobulinsekvens. Det humaniserte antistoffet vil
eventuelt ogsd omfatte minst en del av en immunoglobulin konstant region (Fc), typisk det til
et humant immunoglobulin. Se feks. Cabilly US-patent nr. 4.816.567; Queen ef al. (1989)
Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 86:10029-10033; og ANTIBODY ENERGIEERING: A
PRACTICAL APPROACH (Oxford University Press 1996).

[00108] Betegnelsene “hybridisere”, “hybridisering”, “hybridiserer” og lignende, anvendt 1
sammenheng med polynukleotider, menes a referere til konvensjonelle
hybridiseringsbetingelser, fortrinnsvis slike som hybridisering 1 50% formamid/6XSSC/0,1%
SDS/100 pg/ml ssDNA, hvor temperaturer for hybridisering er over 37 grader C og
temperaturer for vasking 1 0,1XSSC/0,1% SDS er over 55 grader C.

[00109] Frasene "isolert" eller "biologisk ren" refererer til materiale som hovedsakelig eller
1 det vesentlige er fritt fra komponenter som normalt ledsager materialet som det er funnet 1
dens naturlige tilstand. Séledes inneholder isolerte peptider i henhold til oppfinnelsen
fortrinnsvis ikke materialer normalt forbundet med peptidene 1 deres in situ-omgivelse. For
eksempel er et polynukleotid nevnte & vare “isolert” nar det hovedsakelig er separert fra
forurensningspolynukleotider som korresponderer eller er komplementare til gener forskjellig
fra PSCA-genene eller som koder for polypeptider forskjellig fra PSCA-genprodukt eller
fragmenter derav. En fagmann kan lett anvende nukleinsyreisoleringsprosedyrer for & oppna
et isolert PSCA-polynukleotid. Et protein er nevnte a vere “isolert,” for eksempel nar fysisk,
mekanisk eller kjemiske fremgangsmater blir anvendt for a fjerne PSCA-proteinene fra
celluleere bestanddeler som normalt er forbundet med proteinet. En fagmann kan lett anvende
standardrensningsfremgangsmater for & oppna et isolert PSCA-protein. Alternativt kan et
isolert protein fremstilles ved kjemiske midler.

[00110] Egnet “merker” omfatter radionuklider, enzymer, substrater, kofaktorer,
inhibitorer, fluorescerende grupper, kjemiluminescent grupper, magnetiske partikler og
lignende. Patenter lerer bort anvendelsen av slike merker omfatter US-patent nr. 3.817.837;
3.850.752; 3.939.350; 3.996.345; 4.277.437; 4.275.149; 0g 4.366.241. I tillegg kan
antistoffene tilveiebrakt her vaere anvendelige som den antigenbindende komponenten av
fluorbodies. Se feks. Zeytun et al., Nat. Biotechnol. 21:1473-79 (2003).

[00111] Betegnelsen “mammal” angir hvilken som helst organisme klassifisert som et
pattedyr omfattende mus, rotter, kaniner, hunder, katter, kuer, hester og mennesker. I én

utferelsesform er pattedyret en mus. I en annen utferelsesform er pattedyret et menneske.
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[0100] Betegnelsene “metastasisk prostatakreft” og “metastasisk sykdom” betyr
prostatakreft som har spredning til regionale lymfeknuter eller til spredtliggende steder og
skal omfatte trinn D-sykdom 1 AUA-systemet og trinn TxNxM+ 1 TNM-systemet. Som er
tilfellet med lokalt langt fremskredet prostatakreft er kirurgi generelt ikke angitt for pasienter
med metastasisk sykdom og hormonell (androgen ablasjons)-terapi er en foretrukket
behandlingsmodalitet. Pasienter med metastasisk prostatakreft utvikler til slutt en androgen-
motstandsdyktig tilstand innen 12 til 18 maneder fra behandlingsinnledning. Omtrent
halvparten av disse androgen-motstandsdyktige pasienter der innen 6 maneder etter utvikling
av den statusen. Det vanligste stedet for prostatakreftmetastase er ben.
Prostatakreftbenmetastaser er ofte osteoblastiske heller enn osteolytisk (dvs. hvilket resulterer
1 netto bendannelse). Benmetastaser er oftest funnet 1 ryggraden, fulgt av femuren, bekken,
ribbeinene, kraniumet og humerus. Andre vanlig steder for metastase omfatter lymfeknuter,
lunge, lever og hjerne. Metastasisk prostatakreft er typisk diagnostisert ved apen eller
laparoskopisk bekkenlymfadenektomi, helkroppsradionuklidscanner, skjelettradiografi
og/eller benlesjonbiopsi.

[0101] Betegnelsen "modulator” eller "testforbindelse” eller "medikamentkandidat" eller
grammatikalske ekvivalenter som anvendt her beskriver hvilket som helst molekyl, feks.
protein, oligopeptid, lite organisk molekyl, polysakkarid, polynukleotid, etc., som skal testes
for kapasiteten til direkte eller indirekte endre kreftfenotypen eller ekspresjonen av en
kreftsekvens, feks. en nukleinsyre eller proteinsekvenser eller effekter av kreftsekvenser
(f-eks. signalering, genekspresjon, proteininteraksjon, etc.) I ett aspekt vil en modulator
neytralisere effekten av et kreftprotein ifelge oppfinnelsen. Med "ngytralisere” menes at en
aktivitet til et protein er hemmet eller blokkert, ssmmen med den pafelgende effekten pa
cellen. I et annet aspekt vil en modulator neytralisere effekten av et gen, og dens tilsvarende
protein, ifglge oppfinnelsen ved ngytralisering av nivaer til nevnte protein. I foretrukne
utferelsesformer endrer modulatorer ekspresjonsprofiler eller ekspresjonsprofilnukleinsyrer
eller proteiner tilveiebrakt her eller nedstrems effektorreaksjonsveier. I én utferelsesform
undertrykker modulatoren en kreftfenotype, f.eks. til et normalt vevs fingeravtrykk. I en annen
utferelsesform fremkaller en modulator kreftfenotype. Generelt er en rekke forsgksblandinger
kjert parallelt med forskjellige midlers konsentrasjoner for 4 oppna en differensiel respons pa
de forskjellige konsentrasjoner. Typisk tjener én av disse konsentrasjonene som en negative

kontroll, dvs. ved nullkonsentrasjon eller nedenfor deteksjonsnivaet.
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[0102] Modulatorer, medikamentkandidater eller testforbindelser omfatter en rekke
kjemiske klasser, selv om de typisk er organiske molekyler, fortrinnsvis sma organiske
forbindelser som har en molekylvekt pd mer enn 100 og mindre enn ca. 2.500 dalton.
Foretrukne sma molekyler er mindre enn 2000 eller mindre enn 1500 eller mindre enn 1000
eller mindre enn 500 D. Kandidatmidler omfatter funksjonelle grupper ngdvendig for
strukturell interaksjon med proteiner, spesielt hydrogenbinding og omfatter typisk minst en
amin-, karbonyl-, hydroksyl- eller karboksylgruppe, fortrinnsvis minst to av de funksjonelle
kjemiske gruppene. Kandidatmidlene omfatter ofte syklisk karbon eller heterosykliske
strukturer og/eller aromatiske eller polyaromatiske strukturer substituert med én eller flere av
de funksjonelle gruppene ovenfor. Modulatorer omfatter ogsa biomolekyler slik som peptider,
sakkarider, fettsyrer, steroider, puriner, pyrimidiner, derivater, strukturelle analoger eller
kombinasjoner derav. Spesielt foretrukket er peptider. En klasse av modulatorer er peptider,
pa for eksempel fra omtrent fem til ca. 35 aminosyrer, med fra omtrent fem til ca. 20
aminosyrer som blir foretrukket og fra ca. 7 til ca. 15 som blir spesielt foretrukket.
Fortrinnsvis er det kreftmodulerende proteinet oppleselig, omfatter en ikke-transmembran
region og/eller har en N-terminal Cys til & hjelpe pa oppleselighet. I én utferelsesform blir C-
terminus av fragmentet holdt som en fri syre og N-terminus er en fri amin for & hjelpe i
kobling, dvs. til cystein. I én utferelsesform er et kreftprotein ifglge oppfinnelsen konjugert til
et immunogent middel som beskrevet her. I én utfarelsesform er kreftproteinet konjugert til
BSA. Peptidene ifelge oppfinnelsen, feks. av foretrukne lengder, kan vere bundet til
hverandre eller til andre aminosyrer for 8 skape et lengre peptid/protein. De modulerende
peptidene kan bli fordeyet av naturlig forekommende proteiner som er beskrevet ovenfor,
tilfeldige peptider eller "ensidig" tilfeldige peptider. I en foretrukket utferelsesform er
peptid/proteinbaserte modulatorer antistoffer og fragmenter derav, som definert her.

[0103] Kreftmodulatorer kan ogsa vare nukleinsyrer. Nukleinsyremodulerende midler
kan veere naturlig foreckommende nukleinsyrer, tilfeldige nukleinsyrer eller "ensidig" tilfeldige
nukleinsyrer. For eksempel kan fordeying av prokaryote eller eukaryote genomer anvendes 1
en angrepmate analog med den beskrevet ovenfor for proteiner.

[0104] Betegnelsen "monoklonalt antistoff", som anvendt her, angir et antistoff oppnadd
fra en populasjon av hovedsakelig homogene antistoffer, dvs. de individuelle antistoffer
omfattende i1 populasjonen er identiske bortsett fra for mulige naturlig forekommende
mutasjoner som kan vare til stede i mindre mengder. Monoklonale antistoffer er meget

spesifikke som blir rettet mot en enkel antigenepitop. I motsetning omfatter konvensjonelle
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(polyklonale) antistoffremstillinger typisk en mengde antistoffer rettet mot (eller spesifikk
for) forskjellige epitoper. I én utferelsesform inneholder det polyklonale antistoffet en rekke
monoklonale antistoffer med forskjellige epitopspesifisiteter, affiniteter eller glupskheter
innen et enkelt antigen som inneholder multiple antigenepitoper. Modifisereren "monoklonal”
indikerer karakteren til antistoffet som blir oppnadd fra en hovedsakelig homogen populasjon
av antistoffer og er ikke blitt konstruert som krever produksjon av antistoffet ved hvilken som
helst spesiell fremgangsmate. For eksempel kan de monoklonale antistoffene som skal
anvendes 1 henhold til foreliggende oppfinnelse fremstilles ved hybridomfremgangsmaten
forst beskrevet av Kohler ef al., Nature 256: 495 (1975) eller kan fremstilles ved rekombinant
DNA-fremgangsmater (se feks. US-pat. nr. 4.816.567). De "monoklonale antistoffene" kan
ogsa bli isolert fra fagantistoffbiblioteker ved anvendelse av teknikkene for eksempel
beskrevet 1 Clackson et al., Nature 352: 624-628 (1991) og Marks et al., J. Mol. Biol. 222:
581-597 (1991). Disse monoklonale antistoffene vil vanligvis binde med minst en Kd pa ca. 1
UM, mer vanligvis minst ca. 300 nM, typisk minst ca. 30 nM, fortrinnsvis minst ca. 10 nM,
mer foretrukket minst ca. 3 nM eller bedre, vanligvis bestemt ved ELISA.

[0105] Et “motiv”, som 1 biologisk motiv av et PSCA-relatert protein, angir hvilket som
helst menster av aminosyrer som former del av primarsekvensen til et protein som er
forbundet med en spesiell funksjon (feks. protein-proteininteraksjon, protein-DNA-
interaksjon, etc) eller modifikasjon (feks. som er fosforylert, glykosylert eller amidert) eller
lokalisering (f eks. sekretorisk sekvens, nuklear lokaliseringssekvens, etc.) eller en sekvens
som er i samsvar med & bli immunogen, enten humoralt eller cellulert. Et motiv kan vere
enten pafelgende eller i stand til & bli oppstilt til visse posisjoner som generelt er i samsvar
med en viss funksjon eller egenskap. I sammenheng med HLA-motiver angir “motiv"
menstret av residuer i et peptid av definert lengde, vanligvis et peptid pa fra ca. 8 til ca. 13
aminosyrer for et klasse I-HLA-motiv og fra ca. 6 til ca. 25 aminosyrer for et klasse II-HLA-
motiv, som er gjenkjent av et spesielt HLA-molekyl. Peptidmotiver for HLA-binding er
typisk forskjellig for hvert protein kodet for av hver human HLA-allele og avviker i menstret
til de primare og sekundxre ankerresiduene. Ofte forekommende motiver er angitt 1 tabell V.

[0106] Et “farmasgytiske tilsetningsmiddel” omfatter et materiale slik som en adjuvans,
en bzrer, pH-regulerings- og buffermidler, tonisitetsregulerende midler, fuktemidler,
konserveringsmiddel og lignende.

[0107] “Farmaseytisk akseptabel” angir en ikke-toksisk, inert og/eller sammensetning

som er fysiologisk kompatibel med mennesker eller andre pattedyr.
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[0108] Betegnelsen “polynukleotid” betyr en polymere dannet av nukleotider pa minst 10
baser eller basepar 1 lengde, enten ribonukleotider eller deoksynukleotider eller en modifisert
form av hvilken som helst type av nukleotid og skal omfatte enkel- og dobbeltradete former
av DNA og/eller RNA. P4 omradet er denne betegnelsen ofte anvendt om hverandre med
“oligonukleotid”. Et polynukleotid kan omfatte en nukleotidsekvens beskrevet her hvor
thymidin (T), som vist for eksempel i figur 1, ogsa kan veere uracil (U); denne definisjonen
tilherer til forskjellene mellom de kjemiske strukturene til DNA og RNA, spesielt
observasjonen at én av de fire hovedbasene 1 RNA er uracil (U) istedenfor thymidin (T).

[0109] Betegnelsen “polypeptid” betyr en polymer pa minst ca. 4, 5, 6, 7 eller 8
aminosyrer. Gjennom hele spesifikasjonen blir standard trebokstavs- eller
enkelbokstavsbenevnelser for aminosyrer anvendt. P4 omradet er denne betegnelsen ofte
anvendt om hverandre med “peptid” eller “protein”.

[0110] En HLA “primer ankerresidue” er en aminosyre pa en spesifikk posisjon langs en
peptidsekvens som er forstatt a tilveiebringe et kontaktpunkt mellom det immunogene
peptidet og HLA-molekylet. En til tre, vanligvis to, primare ankerresiduer innen et peptid av
definert lengde definerer generelt et “motiv” for et immunogent peptid. Disse residuene er
forstatt & passe til i nzer kontakt med peptidbindingsgrop til et HLA-molekyl, med deres
sidekjeder fordypet i spesifikke lommer av bindingensgropen. I én utferelsesform er for
eksempel de primere ankerresiduene for et HLA-klasse I-molekyl lokalisert 1 posisjon 2 (fra
den aminoterminale posisjonen) og ved den karboksylterminale posisjonen av en 8, 9, 10, 11
eller 12 residues peptidepitop 1 henhold til oppfinnelsen. Alternativt, i en annen
utferelsesform, binder de primare ankerresiduene til et peptid et HLA -klasse II-molekyl som
er fordelt 1 forhold til hverandre, heller enn til terminusen til et peptid, hvor peptidet generelt
er av minst 9 aminosyrer 1 lengde. De primere ankerposisjonene for hvert motiv og
supermotiv er angitt i tabell IV(a). For eksempel kan analoge peptider dannes ved & endre
nervaret eller fravaeret av spesielle residuer 1 de primere og/eller sekundere
ankerposisjonene vist i tabell IV. Slike analoger blir anvendt til & modulere
bindingsaffiniteten og/eller populasjonsdekningen til et peptid omfattende et spesielt HLA-
motiv eller supermotiv.

[0111] “Radioisotoper” omfatter, men er ikke begrenset til de folgende (ikke begrensende
eksempler pa anvendelser er ogsa angitt i tabell IV(D)).

[0112] Med "randomisert" eller grammatikalske ekvivalenter som her pafert pa

nukleinsyrer og proteiner menes at hver nukleinsyre og peptid bestar av i det vesentlige
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tilfeldige henholdsvis nukleotider og aminosyrer. Disse tilfeldige peptidene (eller
nukleinsyrene, beskrevet her) kan inkorporere hvilken som helst nukleotid eller aminosyre 1
hvilken som helst posisjon. Den syntetiske prosessen kan utformes for & danne randomiserte
proteiner eller nukleinsyrer, for 4 tillate dannelsen av alle eller mesteparten av de mulige
kombinasjoner over lengden av sekvensen, saledes dannelse av et bibliotek av randomiserte
kandidatbioaktive proteinholdige midler.

[0113] I én utferelsesform er et bibliotek “fullstendig randomisert,” med ingen
sekvenspreferanser eller konstanter 1 hvilken som helst posisjon. I en annen utferelsesform er
biblioteket et “ensidig tilfeldig” bibliotek. Det er, noen posisjoner innen sekvensen er enten
holdt konstante eller er valgt fra et begrenset antall av muligheter. For eksempel er
nukleotidene eller aminosyreresiduene randomisert innen en definert klasse, feks. av
hydrofobe aminosyrer, hydrofile residuer, sterisk ensidige (enten sma eller store) residuer,
mot dannelsen av nukleinsyrebindingsdomener, dannelsen av cysteiner, for kryssbinding,
proliner 1 SH-3-domener, seriner, treoniner, tyrosiner eller histidiner i fosforyleringsseter, etc.
eller til puriner, etc.

[0114] Et “rekombinant” DNA- eller RNA-molekyl er et DNA- eller RNA-molekyl som
blir underkastet molekyler manipulering in vitro.

[0115] Som anvendt her angir betegnelsen "enkeltkjede-Fv-" eller "scFv-" eller
“enkeltkjede”-antistoff antistoffragmenter omfattende Vu- og Vi-domenene av antistoff, hvor
disse domenene er til stede 1 en enkel polypeptidkjede. Generelt omfatter Fv-polypeptidet
videre en polypeptidlinker mellom Vg- og VL-domenene som setter sFv i stand til & danne den
gnskede strukturen for antigenbinding. For en oversikt over sFv se Pluckthun, THE
PHARMACOLOGY OF MONOCLONAL ANTIBODIES, vol. 113, Rosenburg and Moore
eds. Springer-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994).

[0116] Ikke begrensende eksempler pd “smé molekyler” omfatter forbindelser som binder
eller interagerer med PSCA, ligander omfattende hormoner, neuropeptider, kjemokiner,
odoranter, fosfolipider og funksjonelle ekvivalenter derav som binder og fortrinnsvis hemmer
PSCA-proteinfunksjon. Slike ikke begrensende sméd molekyler har fortrinnsvis en
molekylvekt pd mindre enn ca. 10 kDa, mer foretrukket under ca. 9, ca. 8, ca. 7, ca. 6, ca. 5
eller ca. 4 kDa. I visse utferelsesformer er sma molekyler fysisk forbundet med eller binder
PSCA-protein; ikke funnet 1 naturlig forekommende metabolske reaksjonsveier; og/eller er

mer oppleselig 1 vandige enn ikke-vandige lgsninger.
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[0117] Som anvendt her angir betegnelsen “spesifikk” den selektive bindingen av
antistoffet til méalantigenepitopen. Antistoffer kan testes for spesifisitet av binding ved &
sammenligne binding til passende antigen mot binding til irrelevant antigen eller
antigenblanding under et gitt sett av forhold. Hvis antistoffet binder til det passende antigenet
minst 2, 5, 7 og fortrinnsvis 10-ganger mer enn til irrelevant antigen eller antigenblanding da
det er betraktet & veere spesifikt. I én utferelsesform er et spesifikt antistoff ett som bare binder
PSCA-antigenet, men ikke binder til det irrelevante antigenet. I en annen utferelsesform er et
spesifikt antistoff ett som binder humant PSCA-antigen men ikke binder et ikke-humant
PSCA-antigen med 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% eller starre aminosyrehomologi med PSCA -antigenet. I en annen utferelsesform er
et spesifikt antistoff ett som binder humant PSCA-antigen og binder murint PSCA-antigen,
men med en hgyere grad av binding til det humane antigenet. I en annen utferelsesform er et
spesifikt antistoff ett som binder humant PSCA-antigen og binder primat PSCA-antigen, men
med en heyere grad av binding til det humane antigenet. I en annen utferelsesform binder det
spesifikke antistoffet til humant PSCA-antigen og hvilket som helst ikke-humant PSCA-
antigen, men med en hgyere grad av binding til det humane antigenet eller hvilken som helst
kombinasjon derav.

[0118] “Stringens” av hybridiseringsreaksjoner er lett determinerbar av en fagmann pa
omradet og generelt er en empirisk beregning avhengig av probelengde, vaskingstemperatur
og saltkonsentrasjon. Generelt krever lengre prober hoyere temperaturer for korrekt
annealing, mens kortere prober trenger lavere temperaturer. Hybridisering avhenger generelt
av evnen til denaturerte nukleinsyresekvenser til 4 reanneale nar komplementeer trader er til
stede 1 en omgivelse under deres smeltetemperatur. Dess hgyere graden av gnsket homologi
mellom proben og hybridiserbare sekvens, dess hayere den relative temperaturen som kan
anvendes. Som et resultat felger det at hayere relative temperaturer vil ha tendens til &
fremstille reaksjonsbetingelsene mer stringente, mens lavere temperaturer mindre sa. For
ytterligere detaljer og forklaring av hybridiseringsstringensreaksjoner, se Ausubel ef al.,
Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers, (1995).

[0119] “Stringente betingelser” eller “hey stringens betingelser” som definert her er
identifisert ved, men ikke begrenset til, de som: (1) anvender lav ionestyrke og heoy
temperatur 1 vasking, for eksempel 0,015 M natriumklorid/0,0015 M natriumcitrat/0,1%
natriumdodecylsulfat ved 50°C; (2) anvender under hybridisering et denaturerende middel,

slik som formamid, for eksempel 50% (volum/volum) formamid med 0,1% bovint
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serumalbumin/0,1% Ficoll/0,1% polyvinylpyrrolidon/50 mM natriumfosfatbuffer ved pH 6,5
med 750 mM natriumklorid, 75 mM natriumcitrat ved 42°C; eller (3) anvender 50%
formamid, 5 x SSC (0,75 M NaCl, 0,075 M natriumcitrat), S0 mM natriumfosfat (pH 6,8),
0,1% natriumpyrofosfat, 5 x Denhardts lesning, ultralydbehandlet laksesperm DNA (50
ng/ml), 0,1% SDS og 10% dekstransulfat ved 42°C, med vaskinger ved 42°C 10,2 x SSC
(natriumklorid/natriumcitrat) og 50% formamid ved 55°C, fulgt av en hey stringens vask
bestaende av 0,1 x SSC inneholdende EDTA ved 55°C. "Moderat stringente betingelser" er
beskrevet ved, men ikke begrenset til, de 1 Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, New York: Cold Spring Harbor Press, 1989 og omfatter anvendelsen av
vaskingslgsning og hybridiseringsbetingelser (feks. temperatur, ionestyrke og %SDS) mindre
stringente enn de beskrevet ovenfor. Et eksempel pd moderat stringente betingelser er natten
over innkubering ved 65°C 1 en lgsning omfattende: 1% bovint serumalbumin, 0,5M
natriumfosfat pH7,S, 1,25mM EDTA og 7% SDS 5 x SSC (150 mM NaCl, 15 mM
trinatriumcitrat), fulgt av vasking av filtrene 1 2 x SSC/1% SDS ved 50°C og 0,2 X SSC/0,1%
SDS ved 50°C. Fagfolk vil forstd hvorledes regulere temperaturen, ionestyrke, etc. ngdvendig
for 4 tilpasse faktorer slik som probelengde og lignende.

[0120] Et HLA “supermotiv” er en peptidbindingsspesifisitet delt av HLA-molekyler
kodet for av to eller flere HL.A-alleler. Totalt fenotypiske frekvenser av HLA-supertyper 1
forskjellige etniske populasjoner er angitt 1 tabell IV (f). De ikke begrensende bestanddelene
av forskjellige supertyper er som felger:

A2: A*0201, A*0202, A*0203, A*0204, A* 0205, A*0206, A*6802, A*6901,
A*0207

A3: A3, All, A31, A*3301, A*6801, A*0301, A*1101, A*3101

B7: B7, B¥3501-03, B*51, B*5301, B*5401, B*5501, B*5502, B*5601, B*6701,
B*7801, B*¥0702, B*5101, B*5602

B44: B*3701, B*4402, B*4403, B*60 (B*4001), B61 (B*4006)

Al: A*0102, A*2604, A*3601, A*4301, A*8001

A24: A*24, A*30, A*2403, A*2404, A*3002, A*3003

B27: B*1401-02, B¥*1503, B*1509, B*1510, B*1518, B*3801-02, B*3901, B*3902,
B*3903-04, B*4801-02, B*7301, B*2701-08

B58: B*1516, B*¥1517, B*5701, B*5702, B58

B62: B*4601, B52, B*1501 (B62), B*1502 (B75), B*1513 (B77)
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Beregnet populasjonsdekning tilveiebrakt ved forskjellig HLA-supertypekombinasjoner er
angitt 1 tabell IV(g).

[0121] Som anvendt her “4 behandle” eller “terapeutisk” og grammatisk relaterte
betegnelser refererer til hvilken som helst forbedring av hvilken som helst konsekvens av
sykdom, slik som forlenget overlevelse, mindre sykdom og/eller en minskning av bivirkninger
som er biproduktetene av en alternative terapeutisk modalitet; som er lett anerkjent pa
omradet, full utrydding av sykdom er et foretrukket utkom skjent ikke et krav for at en
behandling virker.

[0122] Et “transgent dyr” (feks. en mus eller rotte) er et dyr som har celler som
inneholder et transgen, hvilket transgen som ble innfert i dyret eller et opphav til dyret pa et
prenatalt, feks. et embryonisk trinn. Et “transgen” er et DNA som er integrert 1 genomet til en
celle fra hvilken et transgent dyr utvikles.

[0123] Som anvendt her er en HLA eller celluler immunrespons- “vaksine” en
sammensetning som inneholder eller koder for ett eller flere peptider ifelge oppfinnelsen. Det
er en rekke utferelsesformer av slike vaksiner, slik som en kocktail av én eller flere
individuelle peptider; ett eller flere peptider ifalge oppfinnelsen omfattet av et polyepitopisk
peptid; eller nukleinsyrer som koder for slike individuelle peptider eller polypeptider, feks. et
minigen som koder for et polyepitopisk peptid. De “en eller flere peptidene” kan omfatte
hvilken som helst hele integerenhet fra 1-150 eller flere feks. minst 2,3,4,5,6,7, 8,9, 10,
11, 12,13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100,
105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145 eller 150 eller flere peptider ifelge oppfinnelsen.
Peptidene eller polypeptidene kan eventuelt vaere modifisert, slik som ved lipidering,
tilsetning av malrettede eller andre sekvenser. HLA-klasse I-peptider ifglge oppfinnelsen kan
blandes med eller bindes til HLA-klasse II-peptider, for a lette aktivering av bade
cytotoksiske T-lymfocytter og hjelpe-T-lymfocytter. HLA-vaksiner kan ogsa omfatte
peptidpulserte antigenpresenterende celler, feks. dendrittiske celler.

[0124] Betegnelsen “variant” angir et molekyl som oppviser en variasjon fra en beskrevet
type eller norm, slik som et protein som har én eller flere forskjellige aminosyreresiduer 1 de
tilsvarende posisjon(er) av et spesifikt beskrevet protein (f eks. PSCA-proteinet vist i figur 1.
En analog er et eksempel pa et variantprotein. Spleiseisoformer og polymorfismer i

enkeltnukleotider (SNPer) er ytterligere eksempler pa varianter.
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[0125] De “PSCA-beslektede proteinene” ifglge oppfinnelsen omfatter de spesifikt
identifiserte her, si vel som alleliske varianter, konservative substitusjonsvarianter, analoger
og homologer som kan isoleres/dannes og karakteriseres uten unedvendig eksperimentering
ved a folge fremgangsmatene beskrevet her eller lett tilgjengelige pd omradet.
Fusjonsproteiner som kombinerer deler av forskjellige PSCA-proteiner eller fragmenter
derav, sa vel som fusjonsproteiner av et PSCA-protein og et heterologt polypeptid er ogsa
omfattet. Slike PSCA-proteiner er kollektivt referert til som de PSCA-beslektede proteinene,
proteinene ifglge oppfinnelsen eller PSCA. Betegnelsen “PSCA -relatert protein” angir et
polypeptidfragment eller en PSCA-proteinsekvens pa 4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16,17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 eller flere enn 25 aminosyrer; eller minst 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 65, 70, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155,
160, 165, 170, 175, 180, 185, 190, 195, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 330, 335, 339 eller flere

aminosyrer.

I.)  PSCA-polynukleotider

[0126] Et aspekt ifalge oppfinnelsen tilveiebringer polynukleotider tilsvarende eller
komplementzare til hele eller deler av et PSCA-gen, mRNA og/eller kodende sekvens,
fortrinnsvis 1 1solert form, omfattende polynukleotider som koder for et PSCA-relatert protein
og fragmenter derav, DNA, RNA, DNA/RNA-hybrid og relaterte molekyler, polynukleotider
eller oligonukleotider komplementere til et PSCA-gen eller mRNA-sekvens eller en del derav
og polynukleotider eller oligonukleotider som hybridiserer til et PSCA-gen, mRNA eller til et
PSCA som koder for polynukleotid (kollektivt “PSCA-polynukleotider”). I alle tilfeller nér
referert til i dette avsnittet, T kan ogsa veere U i figur 1.

[0127] Utferelsesformer av et PSCA-polynukleotid omfatter: et PSCA-polynukleotid som
har sekvensen vist 1 figur 1, nukleotidsekvensen til PSCA som vist 1 figur 1 hvor T er U; minst
10 pafelgende nukleotider til et polynukleotid som har sekvensen som vist i figur 1; eller
minst 10 pafelgende nukleotider til et polynukleotid som har sekvensen som vist i figur 1 hvor
TerU.

[0128] Polynukleotider som koder for relativt lange deler av et PSCA-protein er ogsa
innenfor omfanget ifelge oppfinnelsen. For eksempel kan polynukleotider som koder fra
omtrent aminosyre 1 (eller 20 eller 30 eller 40 etc.) til omtrent aminosyre 20, (eller 30 eller 40
eller 50 etc.) av PSCA-proteinet “eller variant” vist 1 figur 1 eller figur 3 dannes ved en rekke
teknikker velkjente pa omradet. Disse polynukleotidfragmentene kan omfatte hvilken som

helst del av PSCA-sekvensen som vist 1 figur 1.
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II.LA)) Anvendelser av PSCA-polynukleotider
ILA.1 Overviakning av genetiske anormaliteter

[0129] Polynukleotidene fra de foregiende paragrafene har flere forskjellige spesifikke
anvendelser. Det humane PSCA-genkartet til den kromosomale lokalisasjonen angitt 1
eksemplet betegnet “Kromosomal kartlegging av PSCA.” For eksempel fordi PSCA-genkartet
til dette kromosomet blir polynukleotider som koder for forskjellige regioner av PSCA-
proteinene anvendt til & karakterisere cytogenetiske anormaliteter av dette kromosomale
lokalet, slik som anormaliteter som er identifisert til & bli forbundet med forskjellige kreft. I
visse gener er en rekke kromosomale anormaliteter omfattende omleiringer identifisert som
frekvente cytogenetiske anormaliteter i flere forskjellig kreft (se feks. Krajinovic et al.,
Mutat. Res. 382(3-4): 81-83 (1998); Johansson et al., Blood 86(10): 3905-3914 (1995) og
Finger et al., PN.A.S. 85(23): 9158-9162 (1988)). Saledes tilveiebringer polynukleotider som
koder for spesifikke regioner av PSCA-proteinene nye verktey som kan anvendes til & tegne
konturene av, med sterre presisjon enn tidligere mulig, cytogenetiske anormaliteter 1 den
kromosomale regionen som koder for PSCA som kan bidra til den ondartete fenotypen. I
denne sammenhengen tilfredsstiller disse polynukleotidene et behov pa omradet for a utvide
sensitiviteten for kromosomal screening for a identifisere mer subtile og mindre vanlige
kromosomale anormaliteter (se feks. Evans ef al., Am. J. Obstet. Gynecol 171(4): 1055-1057
(1994)).

[0130] Videre siden PSCA ble vist & vaere hoyt uttrykt i prostata og annen kreft blir
PSCA-polynukleotider anvendt ved fremgangsmater for & fastsette statusen til PSCA -
genprodukter 1 normalt versus kansergst vev. Typisk blir polynukleotider som koder for
spesifikke regioner av PSCA-proteinene anvendt for & bedemme tilstedeverelsen av
foruroligheter (slik som delesjoner, insersjoner, punktmutasjoner eller endringer hvilket
resulterer 1 et tap av et antigen etc.) 1 spesifikke regioner av PSCA-genet, slik som regioner
inneholdende én eller flere motiver. Eksempler pa forsek omfatter bdde RT-PCR-forsek sa vel
som enkelttradig konformasjonspolymorfisme (SSCP)-analyse (se f.eks. Marrogi et al., J.
Cutan. Pathol. 26(8): 369-378 (1999), som begge anvender polynukleotider som koder for
spesifikke regioner av et protein for & underseke disse regioner innen proteinet.

ILA2. Antisenseutferelsesformer

[0131] Andre spesifikt forventede nukleinsyrerelaterte utferelsesformer beskrevet her er

genomisk DNA, cDNAer, ribozymer og antisensemolekyler, s& vel som nukleinsyremolekyler

basert pa en alternativ ryggrad eller omfattende alternative baser, hvorvidt avledet fra
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naturlige kilder eller syntetiserte, og omfatter molekyler som er i stand til & hemme RNA-
eller proteinekspresjonen av PSCA. For eksempel kan antisensemolekyler veere RNAer eller
andre molekyler, omfattende peptidnukleinsyrer (PNAer) eller ikke-nukleinsyremolekyler slik
som fosforotioatderivater som spesifikt binder DNA eller RNA p4a en baseparavhengig mate.
En fagmann kan lett oppna disse klassene av nukleinsyremolekyler ved anvendelse av PSCA-
polynukleotidene og polynukleotidsekvensene beskrevet her.

[0132] Antisenseteknologi medferer administrering av eksogene oligonukleotider som
binder til et mélpolynukleotid lokalisert i cellene. Betegnelsen "antisense” angir det faktumet
at slike oligonukleotider er komplementere til deres intracelluleere mal feks. PSCA. Se for
eksempel Jack Cohen, Oligodeoxynucleotides, Antisense Inhibitors of Gene Expression, CRC
Press, 1989; og Synthesis 1:1-5 (1988). PSCA-antisenseoligonukleotidene ifelge foreliggende
oppfinnelse omfatter derivater slik som S-oligonukleotider (fosforotioatderivater eller S-
oligoer, se Jack Cohen, supra), som viser forbedret kreftcelleveksthemmende virkning. S-
oligoer (nukleosidfosforotioater) er isoelektroniske analoger til et oligonukleotid (O-oligo)
hvor et ikke-brudannende oksygenatom til fosfatgruppen blir erstattet med et svovelatom. S-
oligoene ifelge foreliggende oppfinnelse kan fremstilles ved behandling av de tilsvarende O-
oligoene med 3H-1,2-benzoditiol-3-on-1,1-dioksyd, som er en svoveloverforingsreagens. Se
feks. Iyer, R.P. etal.,J. Org. Chem. 55:4693-4698 (1990); og Iyer, R. P. et al., J. Am. Chem.
Soc. 112:1253-1254 (1990). Ytterligere PSCA-antisenseoligonukleotider ifglge foreliggende
oppfinnelse omfatter morfolinoantisenseoligonukleotider kjent pa omradet (se feks. Partridge
et al., 1996, Antisense & Nukleic Acid Drug Development 6; 169-175).

[0133] PSCA-antisenseoligonukleotidene ifglge foreliggende oppfinnelse kan typisk veere
RNA eller DNA som er komplementer til og stabilt hybridiserer med de ferste 100 5°-
kodonene eller siste 100 3’-kodonene til en PSCA-genomisk sekvens eller den tilsvarende
mRNA. Absolutt komplementaritet er ikke ngdvendig, selv om heye grader av
komplementaritet er foretrukket. Anvendelse av et oligonukleotid komplementzrt til denne
regionen tillater den selektive hybridiseringen til PSCA-mRNA og ikke til mRNA som
spesifiserer andre regulatorisk subenheter til proteinkinase. I én utferelsesform er PSCA-
antisenseoligonukleotider ifelge foreliggende oppfinnelse 15 til 30-mer fragmenter av
antisense-DNA-molekylet som har en sekvens som hybridiserer til PSCA-mRNA. Eventuelt
er PSCA -antisenseoligonukleotid en 30-mer oligonukleotid som er komplementer til en

region i de ferste 10 5’-kodoner eller siste 10 3’-kodoner av PSCA. Alternativt blir
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antisensemolekylene modifisert til & anvende ribozymer i hemningen av PSCA -ekspresjon, se
feks. L. A. Couture & D. T. Stinchcomb; Trends Genet 12: 510-515 (1996).
ILA.3. Primere og primerpar

[0134] Videre omfatter spesifikke utferelsesformer av disse nukleotidene ifglge
oppfinnelsen primere og primerpar, som tillater den spesifikke amplifiseringen av
polynukleotider ifglge oppfinnelsen eller av hvilke som helst spesifikke deler derav og prober
som selektivt eller spesifikt hybridiserer til nukleinsyremolekyler ifelge oppfinnelsen eller til
hvilken som helst del derav. Prober kan vare merket med en detekterbar marker, slik som for
eksempel en radioisotope, fluorescerende forbindelse, bioluminescerende forbindelse, en
kjemiluminescerende forbindelse, metallkjelator eller enzym. Slike prober og primere blir
anvendt for & detektere tilstedevarelsen av et PSCA-polynukleotid i en preve og som et
middel for detektering av en celle som uttrykker et PSCA-protein.

[0135] Eksempler pé slike prober omfatter polypeptider omfattende hele eller del av den
humane PSCA-cDNA-sekvensen vist i figur 1. Eksempler pa primerpar som er i stand til 8
spesifikt amplifisere PSCA-mRNAer er ogsa beskrevet i eksemplene. Som det vil forstas av
fagfolk, en stor mengde forskjellig primere og prober kan fremstilles basert pa sekvensene
tilveiebrakt her og anvendt effektivt til & amplifisere og/eller detektere en PSCA-mRNA.

[0136] PSCA-polynukleotidene ifelge oppfinnelsen er anvendelige for en rekke formal,
omfattende men ikke begrenset til anvendelse av dem som prober og primere for
amplifiseringen og/eller deteksjonen av PSCA-genet(ene), mRNA(er) eller fragmenter derav;
som reagenser for diagnosen og/eller prognosen til prostatakreft og annen kreft; som kodende
sekvenser som er i stand til 4 dirigere ekspresjonen av PSCA-polypeptider; som verktey for a
modulere eller hemme ekspresjonen av PSCA-genet(ene) og/eller translasjonen av PSCA-
transkriptet(ene); og som terapeutiske midler.

[0137] Foreliggende oppfinnelse omfatter anvendelse av hvilken som helst probe som
beskrevet her for a identifisere og isolere et PSCA eller PSCA-relaterte nukleinsyresekvens
fra en naturlig forekommende kilde, slik som mennesker eller andre pattedyr, sa vel som den
isolerte nukleinsyresekvensen per se, som vill omfatte alle eller mesteparten av sekvensene
funnet 1 den anvendte proben.

LA 4. Isolering av PSCA-kodende nukleinsyremolekyler

[0138] PSCA-cDNA-sekvensene beskrevet her setter 1 stand til isoleringen av andre

polynukleotider som koder for PSCA-genprodukt(er), s vel som isoleringen av

polynukleotider som koder for PSCA-genprodukthomologer, alternativt spleisete isoformer,
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alleliske varianter og mutantformer av et PSCA-genprodukt sa vel som polynukleotider som
koder for analoger til PSCA-beslektede proteiner. Forskjellige molekylere
kloningsfremgangsmater som kan anvendes for & isolere fullengde cDNAer som koder for et
PSCA-gen er velkjente (se for eksempel Sambrook, J. ef al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2d edition, Cold Spring Harbor Press, New York, 1989; Current
Protocols in Molecular Biology. Ausubel ef al., Eds., Wiley and Sons, 1995). For eksempel
kan lambda-fagkloningsfremgangsmater hensiktsmessig anvendes ved anvendelse av
kommersielt tilgjengelige kloningssystemer (f.eks. Lambda ZAP Express, Stratagene).
Fagkloner inneholdende PSCA-gen-cDNAer kan identifiseres ved probing med et merket
PSCA-cDNA eller et fragment derav. For eksempel kan i én utferelsesform et PSCA-cDNA
(f.eks. figur 1) eller en del derav syntetiseres og anvendes som en probe til & gjenvinne
overlappende og fullengde cDNAer svarende til et PSCA-gen. Et PSCA-gen selv kan isoleres
ved screening av genomiske DNA-biblioteker, bakterielle kunstige kromosombiblioteker
(BACer), kunstig gjerkromosombiblioteker (YA Cer) og lignende, med PSCA-DNA-prober
eller primere.
ILAS. Rekombinante nukleinsyremolekyler og vertsvektorsystemer

[0139] Oppfinnelsen tilveiebringer ogsa rekombinante DNA- eller RNA-molekyler
inneholdende et PSCA-polynukleotid, et fragment, analog eller homolog derav, omfattende
men ikke begrenset til fag, plasmider, fagmider, kosmider, YACer, BACer, s& vel som
forskjellige virale og ikke-virale vektorer velkjente pd omradet og celler transformerte eller
transfektert med slike rekombinante DNA- eller RNA-molekyler. Fremgangsmater for
dannelse av slike molekyler er velkjent (se for eksempel Sambrook et al., 1989, supra).

[0140] Oppfinnelsen tilveiebringer videre et vertsvektorsystem omfattende et rekombinant
DNA-molekyl inneholdende et PSCA-polynukleotid, fragment, analog eller homolog derav
innen en egnet prokaryot eller eukaryot vertscelle. Eksempler pa egnede eukaryote vertsceller
omfatter en gjercelle, en plantecelle eller en dyrecelle, slik som en mammalsk celle eller en
insektcelle (feks. en baculovirus-infekterbar celle slik som en S9- eller HighFive-celle).
Eksempler pa egnede mammalske celler omfatter forskjellige prostatakreftcellelinjer slik som
DU145 og TsuPrl, andre transfekterbare eller transducible prostatakreftcellelinjer, primeere
celler (PrEC), sé vel som flere mammalske celler rutinemessig anvendte for ekspresjon av
rekombinante proteiner (feks. COS-, CHO-, 293-, 293T-celler). Mer spesielt kan et
polynukleotid omfattende den kodende sekvensen av PSCA eller et fragment, analog eller

homolog derav anvendes for & danne PSCA-proteiner eller fragmenter derav ved anvendelse
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av hvilket som helst antall av vertsvektorsystemer rutinemessig anvendt og bredt kjent pa
omradet.

[0141] Et bredt omrade av vertsvektorsystemer egnet for ekspresjon av PSCA-proteiner
eller fragmenter derav er tilgjengelig, se for eksempel Sambrook et al., 1989, supra; Current
Protocols in Molecular Biology, 1995, supra). Foretrukne vektorer for mammalsk ekspresjon
omfatter men er ikke begrenset til pcDNA 3.1-myc-His-tag (Invitrogen) og den retrovirale
vektoren pSR Otkneo (Muller ez al., 1991, MCB 11:1785). Ved anvendelse av disse
ekspresjonsvektorene kan PSCA uttrykkes 1 mange prostatakreft- og ikke-prostatacellelinjer,
omfattende for eksempel 293, 293T, rat-1, NIH 3T3 og TsuPrl. Vertsvektorsystemene ifglge
oppfinnelsen er anvendelige for fremstilling av et PSCA-protein eller fragment derav. Slike
vertsvektorsystemer kan anvendes for 4 undersgke de funksjonelle egenskapene til PSCA og
PSCA-mutasjoner eller analoger.

[0142] Rekombinant humant PSCA-protein eller en analog eller homolog eller fragment
derav kan produseres av mammalske celler transfektert med en konstruksjon som koder for et
PSCA-relatert nukleotid. For eksempel kan 293T-celler transfekteres med et
ekspresjonsplasmid som koder for PSCA eller fragment, analog eller homolog derav, et
PSCA-relatert protein er uttrykt 1 293T-cellene og det rekombinante PSCA -proteinet blir
isolert ved anvendelse av standardrensningsfremgangsmaéter (f eks. affinitetsrensning ved
anvendelse av anti-PSCA-antistoffer). I en annen utferelsesform er en PSCA-kodende
sekvens subklonet inn i den retrovirale vektoren pSRaMSVtkneo og anvendt for a infisere
forskjellige mammalske cellelinjer, slik som NIH 3T3, TsuPrl, 293 og rat-1 for & etablere
PSCA-uttrykkende cellelinjer. Forskjellige andre ekspresjonssystemer velkjente pa omradet
kan ogsa anvendes. Ekspresjonskonstruksjoner som koder for et lederpeptid bundet i ramme
til en PSCA-kodende sekvens kan anvendes for dannelsen av en utskilt form av rekombinant
PSCA-protein.

[0143] Som beskrevet her tillater overskudd i den genetiske koden variasjon 1 PSCA-
gensekvenser. Spesielt er det kjent pd omradet at spesifikke vertsarter ofte har spesifikke
kodonpreferanser og saledes kan én adaptere den beskrevne sekvensen som foretrukket for en
gnsket vert. For eksempel foretrukne analoge kodonsekvenser har typisk sjeldne kodoner (dvs.
kodoner som har en anvendelsesfrekvens pa mindre enn ca. 20% i kjente sekvenser til den
gnskede vert) erstattet med hayere frekvens kodoner. Kodonpreferanser for en spesifikk art
blir beregnet, for eksempel ved anvendelse av kodonanvendelsestabeller tilgjengelig pa

INTERNETTET slik som pa URL dna.affrc.go.jp/~nakamura/codon. html.
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[0144] Ytterligere sekvensmodifikasjoner er kjent for a forbedre proteinekspresjon i en
celluleer vert. Disse omfatter eliminering av sekvenser som koder for uekte
polyadenyleringssignaler, ekson/intron-spleisesetesignaler, transposonlignende repetisjoner
og/eller andre slike velkarakteriserte sekvenser som er skadelige for genekspresjon. GC-
innholdet til sekvensen blir regulert til gjennomsnittnivaer for en gitt celluler vert, som
beregnet med referanse til kjente gener uttrykt 1 vertscellen. Hvor mulig blir sekvensen
modifisert for 4 unngé forutsagte sekundeere mRNA-harndlstrukturer. Andre anvendelige
modifikasjoner omfatter tilsetningen av en translasjonell initierings konsensussekvens ved
starten av den apne leserammen, som beskrevet 1 Kozak, Mol. Cell Biol., 9:5073-5080 (1989).
Fagfolk forstar at den generelle regelen at eukaryot ribosomer initierer translasjon
utelukkende ved den 5'-proksimale AUG-kodonen er avskaffet kun ved sjeldne forhold (se
feeks. Kozak PNAS 92(7): 2662-2666, (1995) og Kozak NAR 15(20): 8125-8148 (1987)).

1) PSCA-beslektede proteiner

[0145] Et annet aspekt ifglge foreliggende oppfinnelse tilveiebringer PSCA -beslektede
proteiner. Spesifikke utferelsesformer av PSCA-proteiner omfatter et polypeptid som har hele
eller del av aminosyresekvensen til humant PSCA som vist i figur 1, fortrinnsvis figur 1A.
Alternativt omfatter utferelsesformer av PSCA-proteiner variant, homologe eller analoge
polypeptider som har endringer i aminosyresekvensen til PSCA vist i figur 1.

[0146] Utferelsesformer av et PSCA-polypeptid omfatter: et PSCA-polypeptid som har en
sekvens vist 1 figur 1, en peptidsekvens av et PSCA som vist 1 figur 1 hvor T er U; minst 10
pafalgende nukleotider til et polypeptid som har sekvensen som vist i figur 1; eller minst 10
pafalgende peptider til et polypeptid som har sekvensen som vist 1 figur 1 hvor T er U.

[0147] Aminosyreforkortelser er gitt 1 tabell II. Konservative aminosyresubstitusjoner kan
ofte vaere gjort 1 et protein uten endring av hverken konformasjonen eller funksjonen av
proteinet. Proteiner ifglge oppfinnelsen kan omfatte 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15 konservative substitusjoner.

[0148] Utferelsesformer ifglge oppfinnelsen beskrevet her omfatter en rekke
artsaksepterte varianter eller analoger til PSCA-proteiner slik som polypeptider som har
aminosyreinsersjoner, -delesjoner og -substitusjoner. PSCA-varianter kan fremstilles ved
anvendelse av fremgangsmater kjent pa omradet slik som setedirigert mutagenese,
alaninscanning og PCR-mutagenese. Setedirigert mutagenese (Carter ef al., Nucl. Acids Res.,
13:4331 (1986); Zoller et al., Nucl. Acids Res., 10:6487 (1987)), kasettmutagenese (Wells
et al., Gene, 34:315 (1985)), restriksjonsseleksjonsmutagenese (Wells ef al., Philos. Trans. R.
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Soc. London SerA, 317:415 (1986)) eller andre kjente teknikker som kan utferes pa det
klonete DNAet for a produsere PSCA-variant DN Aet.

[0149] Scanningaminosyreanalyse kan ogsa anvendes for & identifisere én eller flere
aminosyrer langs en sammenhengende sekvens som er involvert i en spesifikk biologisk
aktivitet slik som en protein-proteininteraksjon. Blant den foretrukne scanningen er
aminosyrer relativt sma, neytrale aminosyrer. Slike aminosyrer omfatter alanin, glycin, serin
og cystein. Alanin er typisk en foretrukket scanningsaminosyre blant denne gruppen fordi den
eliminerer sidekjeden ut over betakarbonet og er mindre sannsynlig for 4 endre
hovedkjedekonformasjonen av varianten. Alanin er ogsa typisk foretrukket fordi det er den
vanligste aminosyren. Videre er den ofte funnet 1 bade fordypede og eksponerte posisjoner
(Creighton, The Proteins, (W.H. Freeman & Co., N.Y.); Chothia, J. Mol. Biol., 150:1 (1976)).
Hvis alaninsubstitusjon ikke gir utbytte 1 tilstrekkelige mengder av variant kan en isosterisk
aminosyre anvendes.

[0150] Som definert her har PSCA-varianter, analoger eller homologer de atskilte
attributer av 4 ha minst én epitop som er “kryssreaktiv’ med et PSCA -protein som har en
aminosyresekvens fra figur 1. Som anvendt 1 denne setningen betyr “kryssreaktiv” at et
antistoff eller T-celle som spesifikt binder til en PSCA -variant ogsa spesifikt binder til et
PSCA-protein som har en aminosyresekvens angitt i figur 1. Et polypeptid oppherer & vere en
variant av et protein vist i figur 1, nar det ikke lenger inneholder hvilken som helst epitop som
er i stand til & bli gjenkjent av et antistoff eller T-celle som spesifikt binder til det startende
PSCA-proteinet. Fagfolk pa omradet forstar at antistoffer som gjenkjenner proteiner binder til
epitoper av varierende storrelse og en gruppering i rekkefelgen av omtrent fire eller fem
aminosyrer, pafelgende eller ikke, er betraktet som et typisk antall aminosyrer 1 en
minimalepitop. Se f.eks. Nair ef al., J. Immunol 2000 165(12): 6949-6955; Hebbes et al., Mol
Immunol (1989) 26(9):865-73; Schwartz ef al., J Immunol (1985) 135(4):2598-608.

[0151] Andre klasser av PSCA-relaterte proteinvarianter deler 70%, 75%, 80%, 85% eller
90% eller mer similaritet med en aminosyresekvens fra figur 1 eller et fragment derav. En
annen spesifikk klasse av PSCA-proteinvarianter eller analoger omfatter én eller flere av de
PSCA-biologiske motivene beskrevet her eller for tiden kjent pa omradet. Saledes er omfattet,
ifelge foreliggende oppfinnelse, analoger til PSCA-fragmenter (nukleinsyre eller aminosyre)
som har endret funksjonelle (feks. immunogene) egenskaper 1 forhold til det startende
fragmentet. Det skal anerkjennes at motiver na eller som blir del av omradet skal paferes pa

nukleinsyren eller aminosyresekvenser til figur 1.
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[0152] Som beskrevet her omfatter utferelsesformer av den krevde oppfinnelsen
polypeptider inneholdende mindre enn den fulle aminosyresekvensen til et PSCA-protein vist
1 figur 1. For eksempel omfatter representative utferelsesformer ifelge oppfinnelsen
peptider/proteiner som har hvilken som helst4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 eller flere
pafolgende aminosyrer fra et PSCA-protein vist i figur 1.

[0153] PSCA-beslektede proteiner er dannet ved anvendelse av standard
peptidsynteseteknologi eller ved anvendelse av kjemisk spaltningsfremgangsmater velkjente
pa omradet. Alternativt kan rekombinante fremgangsmater anvendes for 4 danne
nukleinsyremolekyler som koder for et PSCA-relatert protein. I én utferelsesform
tilveiebringer nukleinsyremolekyler et middel for & danne definerte fragmenter av et PSCA-
protein (eller varianter, homologer eller analoger derav).

II1.A.) Motivbarende proteinutferelsesformer

[0154] Ytterligere illustrative utferelsesformer ifelge oppfinnelsen beskrevet her omfatter
PSCA-polypeptider omfattende aminosyreresiduene til én eller flere av de biologiske
motivene inneholdt innen en PSCA-polypeptidsekvens angitt i figur 1. Forskjellige motiver er
kjent pd omradet og et protein kan evalueres for tilstedevaerelsen av slike motiver ved flere
offentlig tilgjengelig internettsteder (se feks. URL-adresser: pfam.wustl.edu/;
searchlauncher.bcm.tmc.edu/seq-search/struc-predict.html; psort.ims.u-tokyo.ac.jp/;
cbs.dtu.dk/; ebi.ac.uk/interpro/scan.html; expasy.ch/tools/scnpsitl.html; Epimatrix™ og
Epimer™, Brown University, brown.edu/Research/TB-HIV _Lab/epimatrix/epimatrix.html;
og BIMAS, bimas.dcrt.nih.gov/.).

[0155] Motivbzrende subsekvenser av alle PSCA-variantproteiner er angitt og identifisert
1 tabeller V-XVIII og XXII-LIL

[0156] Tabell IV(h) angir mange ofte forekommende motiver basert pa pfam-sgk (se
URL-adresse pfam.wustl.edu/). Kolonnene i tabell IV(h) lister (1) motivnavnforkortelse, (2)
prosent identitet funnet blant de forskjellige medlemmer av motivfamilien, (3) motivnavn
eller beskrivelse og (4) vanligste funksjon; lokalisasjonsinformasjon er omfattet hvis motivet
er relevant for lokalisasjon.

[0157] Polypeptider omfattende én eller flere av PSCA-motivene beskrevet ovenfor er
anvendelige i klargjering av de spesifikke karakteristika til en ondartet fenotype 1 betraktning
av observasjonen at PSCA-motivene beskrevet ovenfor er forbundet med vekstdysregulering
og fordi PSCA er overuttrykt i visse kreft (se feks. tabell I). Kasein kinase II, cAMP og camp-

avhengig proteinkinase og Proteinkinase C, for eksempel, er enzymer kjent for & vare
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forbundet med utviklingen av den ondartete fenotypen (se feks. Chen ef al., Lab Invest.,
78(2): 165-174 (1998); Gaiddon et al., Endocrinology 136(10): 4331-4338 (1995); Hall et al.,
Nucleic Acids Research 24(6): 1119-1126 (1996); Peterziel ef al., Oncogene 18(46): 6322-
6329 (1999) og O'Brian, Oncol. Rep. 5(2): 305-309 (1998)). Videre er bade glykosylering og
myristoylering proteinmodifikasjoner ogsé forbundet med kreft og kreftprogresjon (se feks.
Dennis et al., Biochem. Biophys. Acta 1473(1):21-34 (1999); Raju et al., Exp. Cell Res.
235(1): 145-154 (1997)). Amidering er en annen proteinmodifikasjon ogsa forbundet med
kreft og kreftprogresjon (se feks. Treston et al., J. Natl. Cancer Inst. Monogr. (13): 169-175
(1992)).

[0158] I en annen utferelsesform omfatter proteiner ifglge oppfinnelsen én eller flere av
de immunoreaktive epitopene identifisert i henhold til artsaksepterte fremgangsmater, slik
som peptidene angitt i tabeller V-XVIII og XXII-LI. CTL-epitoper kan bestemmes ved
anvendelse av spesifikke algoritmer for & identifisere peptider innen et PSCA-protein som
optimalt kan binde til spesifiserte HLA-alleler (feks. tabell IV; Epimatrix™ og Epimer™,
Brown University, URL brown.edu/Research/TB-HIV _Lab/epimatrix/epimatrix.html; og
BIMAS, URL bimas.dcrt.nih.gov/.) Videre er prosesser for & identifisere peptider som har
tilstrekkelig bindingsaffinitet for HLA-molekyler og som er i samsvar med & vare
immunogene epitoper velkjente pa omradet og blir utfert uten ungdvendig eksperimentering. I
tillegg er prosesser for & identifisere peptider som er immunogene epitoper velkjente pa
omradet og blir utfert uten unedvendig eksperimentering enten in vitro eller in vivo.

[0159] Ogsa kjent pa omradet er prinsipper for frembringing av analoger til slike epitoper
for & modulere immunogenisitet. For eksempel begynner én med en epitop som bezrer et CTL-
eller HTL-motiv (se f.eks. HLA-klasse I- og HLA-klasse II-motivene/supermotivene i tabell
IV). Epitopen er analogisert ved a substituere ut en aminosyre i én av de spesifiserte
posisjonene og omplassering av det med en annen aminosyre spesifisert for den posisjonen.
For eksempel pa basisen av residuer definert i tabell IV kan én substituere ut en skadelig
residue til fordel for hvilken som helst annen residue, slik som en foretrukket residue;
substituere en mindre foretrukket residue med en foretrukket residue; eller substituere en
opprinnelig forekommende foretrukket residue med en annen foretrukket residue.
Substitusjoner kan forekomme ved primere ankerposisjoner eller ved andre posisjoner i et
peptid; se f.eks. tabell IV.

[0160] En rekke referanser reflekterer omradet angdende identifikasjonen og dannelsen av

epitoper 1 et interessant protein s vel som analoger derav. Se for eksempel WO 97/33602 til

338744



338744

49

Chesnut et al.; Sette, Inmunogenetics 1999 50(3-4): 201-212; Sette ef al., J. Immunol. 2001
166(2): 1389-1397; Sidney et al., Hum. Immunol. 1997 58(1): 12-20; Kondo ef al,,
Immunogenetics 1997 45(4): 249-258; Sidney ef al., J. Immunol. 1996 157(8): 3480-90; og
Falk et al., Nature 351: 290-6 (1991); Hunt ef al., Science 255:1261-3 (1992); Parker et al., J.
Immunol. 149:3580-7 (1992); Parker et al., J. Immunol. 152:163-75 (1994)); Kast et al., 1994
152(8): 3904-12; Borras-Cuesta ef al., Hum. Immunol. 2000 61(3): 266-278; Alexander ef al.,
J. Immunol. 2000 164(3); 164(3): 1625-1633; Alexander et al., PMID: 7895164, UL
95202582; O’Sullivan ef al., J. Immunol. 1991 147(8): 2663-2669; Alexander et al.,
Immunity 1994 1(9): 751-761 og Alexander ef al., Inmunol. Res. 1998 18(2): 79-92.

[0161] Relaterte utferelsesformer ifelge oppfinnelsen omfatter polypeptider omfattende
kombinasjoner av de forskjellige motivene angitt 1 tabell(er) IV(a), IV(b), IV(c), IV(d) og
IV(h) og/eller, én eller flere av de antatte CTL-epitopene 1 tabeller V-XVIII og XXII-LI
og/eller, én eller flere av de antatte HTL-epitopene 1 tabeller XL'VIII-LI og/eller, én eller flere
av T-celle bindingsmotivene kjent pa omradet. Foretrukne utferelsesformer inneholder ingen
insersjoner, delesjoner eller substitusjoner hverken innen motivene eller innen de
mellomliggende sekvensene av polypeptidene. I tillegg kan utferelsesformer som omfatter
flere av enten N-terminale og/eller C-terminale aminosyreresiduer pa hvilken som helst side
av disse motivene vere gnskelig (til for eksempel & omfatte en sterre del av
polypeptidarkitekturen hvor motivet er lokalisert). Typisk er antallet N-terminale og/eller C-
terminale aminosyreresiduer pa hvilken som helst side av et motiv mellom ca. 1 til ca. 100
aminosyreresiduer, fortrinnsvis 5 til ca. 50 aminosyreresiduer.

[0162] PSCA-beslektede proteiner er konkretisert 1 mange former, fortrinnsvis 1 isolert
form. Et renset PSCA-proteinmolekyl vil vere hovedsakelig fritt for andre proteiner eller
molekyler som svekker bindingen av PSCA til antistoff, T-celle eller annen ligand. Naturen
og graden av isolering og rensning vil avhenge av den tilsiktede anvendelsen.
Utferelsesformer av PSCA-beslektede proteiner omfatter rensete PSCA-beslektede proteiner
og funksjonelle, oppleselige PSCA-beslektede proteiner. I én utferelsesform beholder et
funksjonelt, oppleselig PSCA-protein eller fragment derav evnen til & veere bundet til
antistoff, T-celle eller annen ligand.

[0163] Oppfinnelsen tilveiebringer ogsa PSCA -proteiner omfattende biologisk aktive
fragmenter av en PSCA-aminosyresekvens vist 1 figur 1. Slike proteiner viser egenskaper til
det startende PSCA -proteinet, slik som evnen for 4 fremkalle dannelsen av antistoffer som

spesifikt binder en epitop forbundet med det startende PSCA-proteinet; for & vere bundet av
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slike antistoffer; for a fremkalle aktivering av HTL eller CTL; og/eller & vaere gjenkjent av
HTL eller CTL som ogsa spesifikt binder til det startende proteinet.

[0164] PSCA-relaterte polypeptider som inneholder spesielt interessante strukturer kan
veere forutsagte og/eller identifiserte ved anvendelse av forskjellige analytiske teknikker
velkjente pd omradet, omfattende for eksempel fremgangsmaétene til Chou-Fasman, Garnier-
Robson, Kyte-Doolittle, Eisenberg, Karplus-Schultz eller Jameson-Wolf-analyse eller basert
pa immunogenisitet. Fragmenter som inneholder slike strukturer er spesielt anvendelige i
dannelse av subenhetspesifikke anti-PSCA -antistoffer eller T-celler eller 1 identifikasjon av
cellulzere faktorer som binder til PSCA. For eksempel kan hydrofilitetsprofiler dannes og
immunogene peptidfragmenter identifiseres ved anvendelse av fremgangsmaten ifelge Hopp,
T.P. and Woods, K.R., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78:3824-3828.
Hydrofatisitetsprofiler kan dannes og immunogene peptidfragmenter identifiseres ved
anvendelse av fremgangsmaten ifglge Kyte, J. and Doolittle, R.F., 1982, J. Mol. Biol.
157:105-132. Prosent (%) tilgjengelige residueprofiler kan dannes og immunogene
peptidfragmenter identifiseres ved anvendelse av fremgangsmaten ifglge Janin J., 1979,
Nature 277:491-492. Gjennomsnitts fleksibilitetsprofiler kan dannes og immunogene
peptidfragmenter identifiseres ved anvendelse av fremgangsmaten ifelge Bhaskaran R.,
Ponnuswamy P.K., 1988, Int. J. Pept. Protein Res. 32:242-255. Beta-turnprofiler kan dannes
og immunogene peptidfragmenter identifiseres ved anvendelse av fremgangsmaten ifglge
Deleage, G., Roux B., 1987, Protein Engineering 1:289-294.

[0165] CTL-epitoper kan bestemmes ved anvendelse av spesifikke algoritmer for a
identifisere peptider innen et PSCA-protein som optimalt kan binde til spesifiserte HLA -
alleler (f.eks. ved anvendelse av SYFPEITHI-stedet pa “world wide web”-URL syfpeithi.bmi-
heidelberg.com/; opplistingene i tabell IV(A)-(E); Epimatrix™ og Epimer™, Brown
University, URL (brown.edu/Research/TB-HIV_Lab/epimatrix/epimatrix.html); og BIMAS,
URL bimas.dcrt.nih.gov/). For 4 illustrerer dette er peptidepitoper fra PSCA som presentert i
sammenhengen med humane MHC-klasse I-molekyler, feks. ble HLA-A1, A2, A3, All,
A24, B7 og B35 forutsagte (se feks. tabeller V-XVIII, XXII-LI). Spesifikt ble den
fullstendige aminosyresekvensen til PSCA-proteinet og relevante deler av andre varianter,
dvs. for HLA -klasse I-forutsigelser 9 flankerende residuer pa hvilken som helst side av en
punktmutasjon eller eksonsammenfeyning og for HLA-klasse II-forutsigelser 14 flankerende
residuer pa hvilken som helst side av en punktmutasjon eller eksonsammenfeyning svarende

til den varianten, entret inn 1 HLA-peptidmotivsgkealgoritmen funnet 1 ”Bioinformatics and
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Molecular Analysis Section” (BIMAS)-webstedet listet opp ovenfor; i tillegg til stedet
SYFPEITHI pa URL syfpeithi.bmi-heidelberg.com/.

[0166] HLA-peptidmotivsekealgoritmen ble utviklet av Dr. Ken Parker basert pa binding
av spesifikke peptidsekvenser i gropen til HLA-klasse I-molekyler, spesielt HLA-A2 (se f eks.
Falk et al., Nature 351: 290-6 (1991); Hunt ef al., Science 255:1261-3 (1992); Parker et al., J.
Immunol. 149:3580-7 (1992); Parker et al., J. Inmunol. 152:163-75 (1994)). Denne
algoritmen tillater lokalisasjon og rangering av 8-mer, 9-mer og 10-mer peptider fra en
fullstendig proteinsekvens for forutsagt binding til HLLA-A2 s& vel som en rekke andre HLA-
klasse I-molekyler. Mange HLLA-klasse I-bindingspeptider er 8-, 9-, 10 eller 11-mere. For
eksempel for klasse I-HLLA-A2 inneholder epitopenene fortrinnsvis en leucin (L) eller
metionin (M) 1 posisjon 2 og en valin (V) eller leucin (L) ved C-terminus (se f.eks. Parker
etal.,J. Immunol. 149:3580-7 (1992)). Valgte resultater fra PSCA-forutsagte
bindingspeptider er vist 1 tabeller V-XVIII og XXII-LI her. I tabeller V-XVIII og XXII-
XLVIII er valgte kandidater av 9-mere og 10-mere for hvert familiemedlem vist sammen med
deres lokalisasjon, aminosyresekvensen til hvert spesifikt peptid og beregnet bindingsscore. I
tabeller XLVIII-LI er valgte kandidater av 15-mere for hvert familiemedlem vist sammen
med deres lokalisasjon, aminosyresekvensen til hvert spesifikt peptid og beregnet
bindingsscore. Bindingsscoren svarer til den beregnede halveringstiden for dissosiering av
komplekser inneholdende peptidet ved 37°C ved pH 6,5. Peptider med den hgyeste
bindingsscoren er forutsagte 8 vere det stammest bundet til HLA-klasse I pa celleoverflaten
for den sterste tidsperioden og representerer saledes det beste immunogene malet for T-
cellegjenkjennelse.

[0167] Aktuell binding av peptider til et HLA-allele kan evalueres ved stabilisering av
HLA-ekspresjon pa den antigenprosesseringsdefekte cellelinjen T2 (se feks. Xue et al.,
Prostate 30:73-8 (1997) og Peshwa et al., Prostate 36:129-38 (1998)). Inmunogenisitet av
spesifikke peptider kan evalueres in vitro ved stimulering av CD8+ cytotoksiske T-
lymfocytter (CTL) 1 nervar av antigenpresenterende celler slik som dendrittiske celler.

[0168] Det skal anerkjennes at hver epitop forutsagt ved BIMAS-stedet, Epimer™- og
Epimatrix™-steder eller spesifisert HLA-klasse I- eller klasse II-motivene tilgjengelige pa
omradet eller som blir del av omradet slik som angitt i tabell IV (eller bestemt ved anvendelse
av “world wide web”-sted URL syfpeithi.bmi-heidelberg.com/ eller BIMAS,
bimas.dcrt.nih.gov/) skal bli “anvendt” til et PSCA-protein 1 henhold til oppfinnelsen. Som

anvendt 1 denne sammenhengen betyr “anvendt” at et PSCA-protein er evaluert, feks. visuelt
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eller ved databaserte menstertreffremgangsmater, som anerkjent av fagfolk pa det relevante
omradet. Hver subsekvens av et PSCA-protein pa 8, 9, 10 eller 11 aminosyreresiduer som
barer et HLA-klasse I-motiv eller en subsekvens pa 9 eller flere aminosyreresiduer som barer
et HLA-klasse II-motiv er innenfor omfanget ifelge oppfinnelsen.

ILB.) Ekspresjon av PSCA-beslektede proteiner

[0169] I en utferelsesform beskrevet 1 eksemplene som felger kan PSCA vare
hensiktsmessig uttrykt 1 celler (slik som 293T-celler) transfektert med en kommersielt
tilgjengelig ekspresjonsvektor slik som en CMV-drevet ekspresjonsvektor som koder for
PSCA med en C-terminal 6XHis- og MYC-tag (pcDNA3.1/mycHIS, Invitrogen eller Tag$,
GenHunter Corporation, Nashville TN). TagS-vektoren tilveiebringer et IgGK-sekresjonsignal
som kan anvendes for & lette fremstillingen av et utskilt PSCA-protein i transfekterte celler.
Den utskilte HIS-merkete PSCA 1 dyrkningsmediene kan renses, f.eks. ved anvendelse av en
nikkelkolonne ved anvendelse av standardteknikker.

II1.C.) Modifikasjoner av PSCA-beslektede proteiner

[0170] Modifikasjoner av PSCA-beslektede proteiner slik som kovalente modifikasjoner
omfattes av omfanget ifelge foreliggende oppfinnelse. En type kovalent modifikasjon
omfatter omsetning av malrettene aminosyreresiduer til et PSCA-polypeptid med et organisk
derivatiseringsmiddel som kan omsettes med valgte sidekjeder eller de N- eller C-terminale
residuene til et PSCA-protein. En annen type kovalent modifikasjon av et PSCA-polypeptid
omfattet innenfor omfanget ifelge foreliggende oppfinnelse omfatter endring av det naturlige
glykosyleringsmenster til et protein ifglge oppfinnelsen. En annen type kovalent modifikasjon
av PSCA omfatter kobling av et PSCA-polypeptid til én av en rekke ikke-proteinholdige
polymerer, feks. polyetylenglykol (PEG), polypropylenglykol eller polyoksyalkylener, pa
maéten angitt i US-patent nr. 4.640.835; 4.496.689; 4.301.144; 4.670.417; 4.791.192 eller
4.179.337.

[0171] De PSCA-beslektede proteinene ifglge foreliggende oppfinnelse kan ogsa
modifiseres for 4 danne et kimeert molekyl omfattende PSCA kondensert til et annet,
heterologt polypeptid eller aminosyresekvens. Slikt et kimaert molekyl kan syntetiseres
kjemisk eller rekombinant. Et kimert molekyl kan ha et protein ifglge oppfinnelsen
kondensert til et annet tumorassosiert antigen eller fragment derav. Alternativt kan et protein 1
henhold til oppfinnelsen omfatte en fusjon av fragmenter av en PSCA-sekvens (amino- eller
nukleinsyre) slik at et molekyl er dannet som ikke er, gjennom dens lengde, direkte homolog

til amino- eller nukleinsyresekvensene vist 1 figur 1. Slikt et kimert molekyl kan omfatte
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multipler til samme subsekvens av PSCA. Et kimart molekyl kan omfatte en fusjon av et
PSCA-relatert protein med en polyhistidinepitoptag, som tilveiebringer en epitop til hvilken
immobilisert nikkel kan binde selektivt med cytokiner eller med vekstfaktorer. Epitoptagen er
generelt plassert ved amino- eller karboksylterminus til et PSCA -protein. I en alternativ
utferelsesform kan det kimeare molekylet omfatte en fusjon av et PSCA -relatert protein med
en immunoglobulin eller en spesiell region til en immunoglobulin. For en bivalent form av det
kimare molekylet (ogsa referert til som et "immunoadhesin") kunne en slik fusjon vere til Fc-
regionen av et IgG-molekyl. Ig-fusjonene omfatter fortrinnsvis substitusjonen av en
oppleselig (transmembrandomenedeletert eller -inaktivert) form av et PSCA-polypeptid
istedenfor minst én variabel region innen et Ig-molekyl. I en foretrukket utferelsesform
omfatter immunoglobulinfusjonen hengselet CH2 og CH3 eller hengselete CHI-, CH2- og
CH3-regioner av et IgGI-molekyl. For fremstillingen av immunoglobulinfusjoner se f.eks.
US-patent nr. 5.428.130 publisert juni 27, 1995.

I1.D.) Anvendelser av PSCA-beslektede proteiner

[0172] Proteinene ifglge oppfinnelsen har flere forskjellig spesifikke anvendelser. Da
PSCA er hoyt uttrykt 1 prostata og annen kreft blir PSCA-beslektede proteiner anvendt ved
fremgangsmater som fastsetter statusen til PSCA-genprodukter i normalt versus kansergst
vev, derved klargjering av den ondartete fenotypen. Typisk blir polypeptider fra spesifikke
regioner av et PSCA-protein anvendt for & bedgmme tilstedeverelsen av foruroligheter (slik
som delesjoner, insersjoner, punktmutasjoner etc.) 1 de regionene (slik som regioner
inneholdende én eller flere motiver). Eksempler pa forsek som anvender antistoffer eller T-
celler malrettede PSCA-beslektede proteiner omfattende aminosyreresiduene til én eller flere
av de biologiske motivene inneholdt innen en PSCA-polypeptidsekvens for & evaluere
karakteristika til denne regionen i normalt versus kansergst vev eller for a fremkalle en
immunrespons pa epitopen. Alternativt blir PSCA -beslektede proteiner som inneholder
aminosyreresiduene til én eller flere av de biologiske motivene 1 et PSCA-protein anvendt for
a screene for faktorer som interagerer med den regionen til PSCA.

[0173] PSCA-proteinfragmenter/-subsekvenser er spesielt anvendelige 1 dannelse og
karakterisering av domenespesifikke antistoffer (feks. antistoffer som gjenkjenner en
ekstracelluler eller intracelluleer epitop til et PSCA-protein), for a identifisere midler eller
celluleere faktorer som binder til PSCA eller en spesiell strukturell domene derav og 1
forskjellige terapeutiske og diagnostiske sammenhenger, omfattende men ikke begrenset til

diagnostiske forsgk, kreftvaksiner og fremgangsmater for fremstilling av slike vaksiner.
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[0174] Proteiner kodet for av PSCA-genene eller av analoger, homologer eller fragmenter
derav har en rekke anvendelser, omfattende men ikke begrenset til dannelse av antistoffer og
ved fremgangsmater for 4 identifisere ligander og andre midler og cellulere bestanddeler som
binder til et PSCA-genprodukt. Antistoffer indusert mot et PSCA-protein eller fragment derav
er anvendelige i1 diagnostiske og prognostiske forsgk og avbildningsfremgangsmater i
behandlingen av human kreft karakterisert ved ekspresjon av PSCA-protein, slik som de listet
opp 1 tabell L. Slike antistoffer kan uttrykkes intracellulert og anvendes ved fremgangsmater
for behandling av pasienter med slik kreft. PSCA -relaterte nukleinsyrer eller proteiner er ogsa
anvendt 1 dannelse av HTL- eller CTL-responser.

[0175] Forskjellige immunologiske forsgk anvendelige for deteksjon av PSCA-proteiner
blir anvendt, omfattende men ikke begrenset til forskjellige typer radioimmunoassays,
enzymbundet immunosorbent forsgk (ELISA), enzymbundet immunofluorescent forsgk
(ELIFA), immunocytokjemiske fremgangsmater og lignende. Antistoffer kan vere merket og
anvendt som immunologiske avbildningsreagenser som er 1 stand til detektering av PSCA-
uttrykkende celler (f.eks. i radioscintigrafiske avbildningsfremgangsmater). PSCA-proteiner

er ogsa spesielt anvendelige 1 dannelse av kreftvaksiner, som ytterligere beskrevet her.

IV.) PSCA-antistoffer

[0176] Et annet aspekt ved oppfinnelsen tilveiebringer antistoffer som binder til PSCA-
beslektede proteiner. Foretrukne antistoffer binder spesifikt til et PSCA-relatert protein og
binder ikke (eller binder svakt) til peptider eller proteiner som ikke er PSCA-beslektede
proteiner under fysiologiske betingelser. I denne sammenhengen omfatter eksempler pa
fysiologiske betingelser: 1) fosfatbufret saltlosning; 2) Tris-bufret saltlasning inneholdende
25mM Tris og 150 mM NaCl; eller normal saltlgsning (0,9% NaCl); 4) dyreserum slik som
humant serum; eller 5) en kombinasjon av hvilken som helst av 1) til og med 4); disse
reaksjoner tar fortrinnsvis plass ved pH 7,5, alternativt i et omrade pa pH 7,0 til 8,0 eller
alternativt i et omrade pa pH 6,5 til 8,5; ogsa disse reaksjoner tar plass ved en temperatur
mellom 4°C og 37°C. For eksempel kan antistoffer som binder PSCA binde PSCA-beslektede
proteiner slik som homologene eller analoger derav.

[0177] PSCA-antistoffer ifelge oppfinnelsen er spesielt anvendelige i kreft (se feks. tabell
I) diagnostiske og prognostiske forsek og avbildningsfremgangsmater. Tilsvarende er slike
antistoffer anvendelige 1 behandlingen, diagnosen og/eller prognosen av prostata- og annen
kreft, til omfanget av PSCA er ogsa uttrykt eller overuttrykt i disse andre kreftene. Videre er
intracellulert uttrykte antistoffer (feks. enkeltkjede antistoffer) terapeutisk anvendelige for
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behandling av kreft hvor ekspresjonen av PSCA er involvert, slik som langt fremskredet eller
metastasisk prostatakreft eller andre langt fremskredne eller metastasiske krefter.

[0178] Det er ogsa beskrevet forskjellige immunologiske forsgk anvendelige for
deteksjonen og kvantifiseringen av PSCA og mutante PSCA-beslektede proteiner. Slike
forsgk kan omfatte én eller flere PSCA -antistoffer som er i stand til gjenkjenning og binding
av et PSCA-relatert protein, som passende. Disse forsek blir utfert innen forskjellige
immunologiske forseksformater velkjente pa omradet, omfattende men ikke begrenset til
forskjellige typer av radioimmunoassayer, enzymbundet immunosorbent forsegk (ELISA),
enzymbundet immunofluorescent forsgk (ELIFA) og lignende.

[0179] Immunologiske ikke-antistofforsgk som er beskrevet omfatter ogsa T-
celleimmunogenisitetsforsgk (hemmende eller stimulerende) s& vel som hoved
vevsforlikelighetskompleks (MHC)-bindingsforsek.

[0180] Itillegg er det beskrevet immunologiske avbildningsfremgangsmater som er i
stand til detektering av prostatakreft og annen kreft som uttrykker PSCA som kan omfatte
radioscintigrafiske avbildningsfremgangsmater ved anvendelse av merkete PSCA -antistoffer.
Slike forsgk er klinisk anvendelige i deteksjonen, overvakningen og prognosen av PSCA som
uttrykker kreft slik som prostatakreft.

[0181] PSCA-antistoffer er ogsa anvendt ved fremgangsmaéter for rensning av et PSCA-
relatert protein og for & isolere PSCA-homologer og relaterte molekyler. For eksempel
omfatter en fremgangsmate for rensning av et PSCA-relatert protein innkubering av et PSCA-
antistoff, som er koblet til en fast matriks, med et lysat eller annen lgsning inneholdende et
PSCA-relatert protein ved betingelser som tillater PSCA -antistoffet til & binde til det PSCA-
relaterte proteinet; vasking av den faste matriksen for a fjerne urenheter; og eluering av det
PSCA-relaterte proteinet fra det koblete antistoffet. Andre anvendelser av PSCA -antistoffer 1
henhold til oppfinnelsen omfatter dannelse av antiidiotypiske antistoffer som etterligner et
PSCA-protein.

[0182] Forskjellige fremgangsmater for fremstilling av antistoffer er velkjente pa
omradet. For eksempel kan antistoffer fremstilles ved immunisering av en egnet pattedyrvert
ved anvendelse av et PSCA-relatert protein, peptid eller fragment, 1 isolert eller
immunokonjugert form (Antibodies: A Laboratory Manual, CSH Press, Eds., Harlow and
Lane (1988); Harlow, Antibodies, Cold Spring Harbor Press, NY (1989)). I tillegg kan
fusjonsproteiner av PSCA ogsa anvendes, slik som et PSCA-GST-fusjonsprotein. I en spesiell

utferelsesform blir et GST-fusjonsprotein omfattende alle eller mesteparten av
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aminosyresekvensen i figur 1 produsert, deretter anvendt som en immunogen for & danne
passende antistoffer. I en annen utferelsesform blir et PSCA-relatert protein syntetisert og
anvendt som en immunogen.

[0183] Itillegg blir nakent-DNA-immuniseringsteknikker kjent pd omradet anvendt (med
eller uten renset PSCA-relatert protein eller PSCA-uttrykkende celler) for & danne en
immunrespons pa det kodede immunogen (for oversikt, se Donnelly ef al., 1997, Ann. Rev.
Immunol. 15: 617-648).

[0184] Aminosyresekvensen til et PSCA-protein som vist i figur 1 kan analyseres til &
velge spesifikke regioner av PSCA-proteinet for dannelse av antistoffer. For eksempel blir
hydrofobisitets- og hydrofilitetsanalyser av en PSCA-aminosyresekvens anvendt for &
identifisere hydrofile regioner 1 PSCA-strukturen. Regioner av et PSCA-protein som viser
immunogen struktur, sa vel som andre regioner og domener, kan lett identifiseres ved
anvendelse av forskjellige andre fremgangsmater kjent pa omradet, slik som Chou-Fasman-,
Garnier-Robson-, Kyte-Doolittle-, Eisenberg-, Karplus-Schultz- eller Jameson-Wolf-analyse.
Hydrofilitetsprofiler kan dannes ved anvendelse av fremgangsmaten ifelge Hopp, T.P. and
Woods, K.R., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78:3824-3828. Hydrofatisitetsprofiler kan
dannes ved anvendelse av fremgangsmaten ifglge Kyte, J. and Doolittle, R.F., 1982, J. Mol.
Biol. 157:105-132. Prosent (%) tilgjengelige residueprofiler kan dannes ved anvendelse av
fremgangsmaten ifelge Janin J., 1979, Nature 277:491-492. Gjennomsnitts
fleksibilitetsprofiler kan dannes ved anvendelse av fremgangsmaten ifalge Bhaskaran R.,
Ponnuswamy P.K., 1988, Int. J. Pept. Protein Res. 32:242-255. Beta-turnprofiler kan dannes
ved anvendelse av fremgangsmaten ifglge Deleage, G., Roux B., 1987, Protein Engineering
1:289-294. Saledes er hver region identifisert ved hvilken som helst av disse programmene
eller fremgangsmatene innenfor omfanget ifelge foreliggende oppfinnelse. Foretrukne
fremgangsmater for dannelse av PSCA -antistoffer er videre illustrert ved mater til eksemplene
tilveiebrakt her. Fremgangsmater for fremstilling av et protein eller polypeptid for anvendelse
som en immunogen er velkjent pd omradet. Ogsa velkjent pa omradet er fremgangsmater for
fremstilling av immunogene konjugater av et protein med en barer, slik som BSA, KLH eller
andre barerprotein. I noen tilfeller blir direkte konjugering ved anvendelse av for eksempel
karbodiimidreagenser anvendt; i andre tilfeller er linkingsreagenser slik som de levert av
Pierce Chemical Co., Rockford, IL effektive. Administrering av en PSCA -immunogen er ofte

utfort ved injeksjon over en egnet tidsperiode og med anvendelse av en egnet adjuvans, som
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er forstatt pa omradet. I lepet av immuniseringsprogrammet kan antistofftitere bli tatt for &
bestemme adekvatheten til antistoffdannelse.

[0185] PSCA-monoklonale antistoffer kan produseres av forskjellige midler velkjent pa
omradet. For eksempel blir immortaliserte cellelinjer som utskiller et ensket monoklonalt
antistoff fremstilt ved anvendelse av standardhybridomteknologien ifglge Kohler og Milstein
eller modifikasjoner som immortalisering av antistoffproduserende B-celler, som generelt er
kjent. Immortaliserte cellelinjer som utskiller de enskede antistoffer blir screenet ved
immunoassay hvor antigenet er et PSCA-relatert protein. Nar den passende immortalisert
cellekulturen er identifisert kan cellene bli utvidet og antistoffer produsert enten fra in vitro-
kulturer eller fra ascitesveske.

[0186] Antistoffene eller fragmentene ifelge oppfinnelsen kan ogsa produseres ved
rekombinante midler. Regioner som spesifikt binder til de enskede regionene av et PSCA-
protein kan ogsa produseres i sammenheng med kimer eller komplementer-bestemmende
region (CDR)-transplanterte antistoffer av multippel arts opprinnelse. Humaniserte eller
humane PSCA-antistoffer kan ogsa produseres og er foretrukket for anvendelse i terapeutiske
sammenhenger. Fremgangsmater for humanisering av murine og andre ikke-humane
antistoffer, ved substituering av én eller flere av de ikke-humant antistoff CDRene for
tilsvarende humane antistoffsekvenser er velkjente (se for eksempel Jones ef al., 1986, Nature
321: 522-525; Riechmann ef al., 1988, Nature 332: 323-327; Verhoeyen et al., 1988, Science
239: 1534-1536). Se ogsa, Carter et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 4285 og Sims
etal., 1993, J. Immunol. 151: 2296.

[0187] Fremgangsmater for & produsere fullstendige humane monoklonale antistoffer
omfatter fagdisplay og transgene fremgangsmater (for oversikt se Vaughan et al., 1998,
Nature Biotechnology 16: 535-539). Fullstendige humane PSCA-monoklonale antistoffer kan
dannes ved anvendelse av kloningsteknologier ved anvendelse av store humane Ig-gen
kombinatoriske biblioteker (dvs. fagdisplay) (Griffiths and Hoogenboom, Building an in vitro
immune system: human antibodies from phage display libraries. In: Protein Engineering of
Antibody Molecules for Prophylactic and Therapeutic Applications in Man, Clark, M. (Ed.),
Nottingham Academic, pp 45-64 (1993); Burton and Barbas, Human Antibodies from
combinatorial libraries. Id., pp 65-82). Fullstendige humane PSCA-monoklonale antistoffer
kan ogsa produseres ved anvendelse av transgene mus konstruert til 4 inneholde humane
immunoglobulingenloki som beskrevet i PCT-patentsgknad W098/24893, Kucherlapati and
Jakobovits et al., publisert desember 3, 1997 (se ogsa Jakobovits, 1998, Exp. Opin. Invest.
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Drugs 7(4): 607-614; US-patenter 6.162.963 publisert 19 desember 2000; 6.150.584 publisert
12 november 2000; og 6.114.598 publisert 5 september 2000). Denne fremgangsmaten unngar
in vitro-manipuleringen ngdvendig med fagdisplayteknologi og tilveiebringer effektivt
hayaffinitets autentiske humane antistoffer.

[0188] Reaktivitet til PSCA-antistoffer for et PSCA-relatert protein kan etableres ved
flere velkjente midler, omfattende Western-blott, immunopresipitering, ELISA og FACS-
analyser ved anvendelse av, som passende, PSCA-beslektede proteiner, PSCA-uttrykkende
celler eller ekstrakter derav. Et PSCA -antistoff eller fragment derav kan vare merket med en
detekterbar marker eller konjugert til et annet molekyl. Egnete detekterbare markerer
omfatter, men er ikke begrenset til, en radioisotope, en fluorescerende forbindelse, en
bioluminescerende forbindelse, kjemiluminescerende forbindelse, en metallkjelator eller et
enzym. Videre er bispesifikke antistoffer spesifikke for to eller flere PSCA-epitoper dannet
ved anvendelse av fremgangsmater generelt kjent pd omradet. Homodimeriske antistoffer kan
ogséd dannes ved kryssbindingsteknikker kjent pa omréadet (feks. Wolff ez al., Cancer Res. 53:
2560-2565).

[0189] Det er tilveiebragt monoklonale antistoffer identifisert som Hal-1.16, Hal-5.99,
Hal-4.117, Hal-4.20, Hal-4.121, Hal-4.37 som ble sent (via Federal Express) til “American
Type Culture Collection” (ATCC), P.O. Box 1549, Manassas, VA 20108 04-mai-2005 og
utpekte aksesjonsnummere henholdsvis PTA-6698 og PTA-6703 og PTA-6699 og PTA-6700
og PTA-6701 og PTA-6702.

V.)  PSCA-cellulere immunresponser

[0190] Mekanismen ved hvilken T-celler gjenkjenner antigener er tegnet konturene av.
Effektive peptidepitopvaksinesammensetninger ifelge oppfinnelsen fremkaller terapeutiske
eller profylaktiske immunresponser 1 meget brede segmenter av verdenspopulasjonen. For en
forstdelse av verdien og effektiviteten av sammensetninger ifelge oppfinnelsen som
fremkaller celluleere immunresponser er en kort oversikt over immunologirelatert teknologi
tilveiebrakt.

[0191] Et kompleks ev et HLA-molekyl og et peptidisk antigen virker som liganden
gjenkjent av HLA-begrensete T-celler (Buus, S. ef al., Cell 47:1071, 1986; Babbitt, B. P.
et al., Nature 317:359, 1985; Townsend, A. and Bodmer, H., Annu. Rev. Immunol. 7:601,
1989; Germain, R. N., Annu. Rev. Immunol. 11:403, 1993). Gjennom undersgkelse av enkle
aminosyresubstituerte antigenanaloger og sekvenseringen av endogent bundne, naturlig

prosesserte peptider er kritiske residuer som svarer til motiver nedvendige for spesifikk
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binding til HLA-antigenmolekyler identifisert og er angitt i tabell IV (se ogsa f.eks.
Southwood, et al., J. Immunol. 160:3363, 1998; Rammensee, ef al., Immunogenetics 41:178,
1995; Rammensee ef al., SYFPEITHI, tilgang via “world wide web” pa URL
(134.2.96.221/scripts.hlaserver.dll/home.htm); Sette, A. and Sidney, J. Curr. Opin. Immunol.
10:478, 1998; Engelhard, V. H., Curr. Opin. Immunol. 6:13, 1994; Sette, A. and Grey, H. M.,
Curr. Opin. Immunol. 4:79, 1992; Sinigaglia, F. and Hammer, J. Curr. Biol. 6:52, 1994;
Ruppert ef al., Cell 74:929-937, 1993; Kondo ef al., J. Imnmunol. 155:4307-4312, 1995;
Sidney et al., J. Immunol. 157:3480-3490, 1996, Sidney et al., Human Immunol. 45:79-93,
1996; Sette, A. and Sidney, J. Immunogenetics 1999 Nov; 50(3-4):201-12, Review).

[0192] Videre har rentgenkrystallografiske analyser av HLA -peptidkomplekser avslort
lommer innen peptidbindingskleft/-gropen til HLA-molekyler som passer til, 1 en
allelspesifikk modus, residuer med opphav i peptidligander; disse residuene pé sin side
bestemmer HL A-bindingskapasiteten til peptidene hvor de er til stede. (se feks. Madden, D.R.
Annu. Rev. Immunol. 13:587, 1995; Smith, ef al., Inmunity 4:203, 1996; Fremont et al.,
Immunity 8:305, 1998; Stern et al., Structure 2:245, 1994; Jones, E.Y. Curr. Opin. Immunol.
9:75, 1997, Brown, J. H. et al., Nature 364:33, 1993; Guo, H. C. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 90:8053, 1993; Guo, H. C. ef al., Nature 360:364, 1992; Silver, M. L. et al., Nature
360:367, 1992; Matsumura, M. et al., Science 257:927, 1992; Madden et al., Cell 70:1035,
1992; Fremont, D. H. et al., Science 257:919, 1992; Saper, M. A., Bjorkman, P. J. and Wiley,
D. C., J. Mol. Biol. 219:277, 1991.)

[0193] Felgelig tillater definisjonen av klasse I- og klasse II-allelspesifikk HLA -
bindingsmotiver eller klasse I- eller klasse II-supermotiver identifikasjon av regioner innen et
protein som er i samsvar med binding til spesielt HLA-antigen(er).

[0194] Saledes er ved en fremgangsmate for HLA-motiv identifikasjonskandidater for
epitopbaserte vaksiner identifisert; slike kandidater kan videre vare evaluert ved HLA-
peptidbindingsforsek for & bestemme bindingsaffinitet og/eller tidsperioden for assosiering av
epitopen og dens tilsvarende HLA-molekyl. Ytterligere bekreftende arbeid kan utferes for &
velge, blant disse vaksinekandidater, epitoper med foretrukne karakteristika nar det gjelder
populasjonsdekning og/eller immunogenisitet.

[0195] Forskjellige strategier kan anvendes for & bedemme celluleer immunogenisitet
omfattende:

1) Evaluering av primere T-cellekulturer fra normale individer (se f.eks.

Wentworth, P. A. et al., Mol. Immunol. 32:603, 1995; Celis, E. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
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USA 91:2105, 1994; Tsai, V. et al., J. Immunol. 158:1796, 1997; Kawashima, L. et al., Human
Immunol. 59:1, 1998). Denne prosedyren involverer stimulering av perifere blodlymfocytter
(PBL) fra normale pasienter med et testpeptid 1 nerveret av antigenpresenterende celler in
vitro over en periode pad mange uker. T-celler spesifikke for peptidet blir aktivert i lgpet av
denne tiden og blir detektert ved anvendelse av f.eks. et lymfokin- eller 51Cr-
frigjeringsforsek som involverer peptidsensibiliserte malceller.

2) Immunisering av HLA-transgene mus (se f.eks. Wentworth, P. A. etal,, J.
Immunol. 26:97, 1996; Wentworth, P. A. et al., Int. Immunol. 8:651, 1996; Alexander, J.
et al,, J. Immunol. 159:4753, 1997). For eksempel i slike fremgangsmater blir peptider 1
ufullstendig Freunds adjuvans administrert subkutant til HLA-transgene mus. Mange uker
etter immunisering fjernes miltceller og dyrkes in vitro 1 nervaret av testpeptid 1 omtrent én
uke. Peptidspesifikke T-celler blir detektert ved anvendelse av f.eks. et 51Cr-frigjeringsforsek
som involverer peptidsensibiliserte malceller og malceller som uttrykker endogent dannet
antigen.

3) Demonstrasjon av gjenoppvekkede T-celleresponser fra immune individer som
enten er effektivt vaksinerte og/eller fra kroniske syke pasienter (se f.eks. Rehermann, B.
etal, J. Exp. Med. 181:1047, 1995; Doolan, D. L. et al., Immunity 7:97, 1997; Bertoni, R.
etal., J. Clin. Invest. 100:503, 1997; Threlkeld, S. C. et al., J. Immunol. 159:1648, 1997,
Diepolder, H. M. et al,, J. Virol. 71:6011, 1997). Felgelig blir gjenoppvekkede responser
detekterte ved dyrking av PBL fra pasienter som er eksponert for antigenet pa grunn av
sykdom og saledes har dannet en immunrespons “naturlig” eller fra pasienter som ble
vaksinerte mot antigenet. PBL fra pasienter blir dyrket in vitro 1 1-2 uker 1 nerveeret av
testpeptid pluss antigenpresenterende celler (APC) for a tillate aktivering av “hukommelse”
T-celler, sammenlignet med “naturlige” T-celler. P4 slutten av dyrkningsperioden blir T-
celleaktivitet detektert ved anvendelse av forsgk omfattende 51Cr-frigjering som involverer

peptidsensibiliserte mél, T-celleproliferasjon eller lymfokinfrigjering.

VL) PSCA-transgene dyr

[0196] Nukleinsyrer som koder for et PSCA-relatert protein kan ogsa anvendes for &
danne enten transgene dyr eller “knock out’-dyr som pa sin side er anvendelige i utviklingen
og screeningen av terapeutisk anvendelige reagenser. I henhold til etablerte teknikker kan
c¢DNA som koder for PSCA anvendes for & klone genomisk DNA som koder for PSCA. De
klonete genomiske sekvensene kan deretter anvendes for & danne transgene dyr inneholdende

celler som uttrykker DNA som koder for PSCA. Fremgangsmater for dannelse av transgene
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dyr, spesielt dyr slik som mus eller rotter, har blitt konvensjonelle pa omradet og er beskrevet
for eksempel 1 US-patent nr. 4.736.866 publisert 12 April 1988 og 4.870.009 publisert 26
september 1989. Typisk ville spesielle celler veere malrettete for PSCA-transgeninnfering
med vevsspesifikk enhancere.

[0197] Transgene dyr som omfatter en kopi av et transgen som koder for PSCA kan
anvendes for & undersake effekten til gket ekspresjon av DNA som koder for PSCA. Slike dyr
kan anvendes som testdyr for reagenser antatt 4 tildele beskyttelse fra for eksempel
patologiske lidelser forbundet med dens overekspresjon. I henhold til dette aspektet ifolge
oppfinnelsen blir et dyr behandlet med et reagens, og en redusert forekomst av en patologisk
lidelse, sammenlignet med ubehandlete dyr som barer transgenet, ville indikerer et potensiale
for terapeutisk intervensjon av det patologiske forholdet.

[0198] Alternativt kan ikke-humane homologer av PSCA anvendes for a konstruere et
PSCA “knock out”-dyr som har et defekt eller endret gen som koder for PSCA som et resultat
av homolog rekombinering mellom det endogene genet som koder for PSCA og endret
genomisk DNA som koder for PSCA innfert i en embryonisk celle til dyret. For eksempel kan
c¢DNA som koder for PSCA anvendes for 4 klone genomisk DNA som koder for PSCA i
henhold til etablerte teknikker. En del av det genomiske DNAet som koder for PSCA kan
deleteres eller erstattes med en annen gen, slik som et gen som koder for en selekterbar
marker som kan anvendes for & overvake integrering. Typisk er mange kilobaser av uendret
flankerende DNA (béde ved 5'- og 3'-endene) omfattet i vektoren (se feks. Thomas and
Capecchi, Cell, 51:503 (1987) for en beskrivelse av homologe rekombineringsvektorer).
Vektoren blir innfert 1 en embryonisk stamcellelinje (£ eks. ved elektroporering) og celler hvor
det innfarte DNAet har homologt rekombinert med det endogene DNAet er valgt (se feks. Li
etal., Cell, 69:915 (1992)). De valgte cellene blir deretter injisert i en blastocyst til et dyr
(f-eks. en mus eller rotte) for & danne aggregeringskimerer (se feks. Bradley, in
Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, E. J. Robertson, ed.
(IRL, Oxford, 1987), pp. 113-152). Et kimert embryo kan deretter bli implantert inn i1 en
egnet pseudogravid kvinnelig fosterdyr og embryoet brakt til termin for & skape et “knock
out”-dyr. Avkom som berer det homologt rekombinerte DNAet i deres germ celler kan
identifiseres ved standardteknikker og anvendes til & ale opp dyr hvor alle celler til dyret
inneholder det homologt rekombinerte DNAet. “Knock out’-dyr kan karakteriseres for
eksempel for deres evne til & forsvare mot visse patologiske tilstander eller for deres utvikling

av patologiske tilstander pa grunn av fravaer av et PSCA-polypeptid.
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VII.) Fremgangsmater for deteksjonen av PSCA

[0199] Det er mulig & detektere PSCA-polynukleotider og PSCA -beslektede proteiner, sa
vel som fremgangsmater for & identifisere en celle som uttrykker PSCA. Ekspressjonsprofilen
av PSCA gjor det til en diagnostisk marker for metastasert sykdom. Folgelig tilveiebringer
statusen til PSCA-genprodukter informasjon anvendelige for & forutsi en rekke faktorer
omfattende mottagelighet for langt fremskredet trinns sykdom, progresjonshastighet og/eller
tumoraggressivitet. Som beskrevet 1 detalj her kan statusen til PSCA-genprodukter 1
pasientprever analyseres ved et mangfold av protokoller som er velkjente pd omradet
omfattende immunohistokjemisk analyse, mangfoldet av Northern-blottingsteknikker
omfattende in situ-hybridisering, RT-PCR-analyse (for eksempel pa laserfangete
mikrodissekerte prever), Western-blott-analyse og vevsarray-analyse.

[0200] Det er folgelig mulig med deteksjonen av PSCA-polynukleotider i1 en biologisk
preve, slik som serum, ben, prostata og andre vev, urin, seedvaeske, cellefremstillinger og
lignende. Detekterbare PSCA-polynukleotider omfatter for eksempel et PSCA-gen eller
fragment derav, PSCA-mRNA, alternativ spleisevariant av PSCA-mRNAer og rekombinante
DNA- eller RNA-molekyler som inneholder et PSCA-polynukleotid. Flere fremgangsmater
for & amplifisere og/eller detektere tilstedeverelsen av PSCA-polynukleotider er velkjente pa
omradet og kan anvendes i praksisen av dette aspektet ifalge oppfinnelsen.

[0201] Fremgangsmaten for detektering av en PSCA-mRNA i en biologisk preve kan
omfatte & produsere cDNA fra preven ved reverstranskripsjon ved anvendelse av minst én
primer; amplifisere cDNAet sa produsert ved anvendelse av PSCA-polynukleotider som
sense- og antisenseprimere til & amplifisere PSCA-cDNAer deri; og detektering av
tilstedevaerelsen av det amplifiserte PSCA-cDNAet. Eventuelt kan sekvensen av det
amplifiserte PSCA-cDNAet bestemmes.

[0202] Fremgangsmaten for detektering av et PSCA-gen i en biologisk prave kan omfatte
farst isolering av genomisk DNA fra preven; amplifisering av det isolerte genomiske DN Aet
ved anvendelse av PSCA-polynukleotider som sense- og antisenseprimere; og detektering av
tilstedeverelsen av det amplifiserte PSCA-genet. Hvilket som helst antall av passende sense-
og antisenseprobekombinasjoner kan utformes fra en PSCA-nukleotidsekvens (se feks. figur
1) og anvendes for dette formalet.

[0203] Forsek for detektering av tilstedeveerelsen til et PSCA-protein 1 en vevs- eller
annen biologisk preve slik som serum, seedvaeske, ben, prostata, urin, cellefremstillinger og

lignende kan utfores. Fremgangsmater for & detektere et PSCA-relatert protein er ogsa
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velkjente og omfatter for eksempel immunopresipitering, immunohistokjemisk analyse,
Western-blott-analyse, molekylere bindingsforsek, ELISA, ELIFA og lignende. For
eksempel omfatter en fremgangsmate for detektering av tilstedeverelsen av et PSCA -relatert
protein i en biologisk preve forst & bringe preven 1 kontakt med et PSCA-antistoff, et PSCA-
reaktivt fragment derav eller et rekombinant protein inneholdende en antigenbindende region
til et PSCA-antistoff, og deretter detektering av bindingen til PSCA-relatert protein 1 preven.

[0204] Fremgangsmater for & identifisere en celle som uttrykker PSCA er ogsa beskrevet.
I én utferelsesform omfatter et forsgk for 4 identifisere en celle som uttrykker et PSCA-gen
detektering av tilstedevaerelsen av PSCA-mRNA i cellen. Fremgangsmater for deteksjon av
spesielle mRNAer i celler er velkjente og omfatter for eksempel hybridiseringsforsgk ved
anvendelse av komplementere DNA-prober (slik som in situ-hybridisering ved anvendelse av
merkete PSCA-riboprober, Northern-blott og relaterte teknikker) og forskjellige
nukleinsyreamplifiseringsforsek (slik som RT-PCR ved anvendelse av komplementzre
primere spesifikke for PSCA og andre amplifiseringstype deteksjonsfremgangsmaéter, slik
som for eksempel forgrenet DNA, SISBA, TMA og lignende). Alternativt omfatter et forsek
for 4 identifisere en celle som uttrykker et PSCA-gen detektering av tilstedevarelsen av
PSCA -relatert protein i cellen eller utskilt fra cellen. Forskjellige fremgangsmaéter for
deteksjonen av proteiner er velkjente pa omradet og blir anvendt for deteksjonen av PSCA-
beslektede proteiner og celler som uttrykker PSCA-beslektede proteiner.

[0205] PSCA-ekspresjonsanalyse er ogsa anvendelige som et verktey for & identifisere og
evaluere midler som modulerer PSCA-genekspresjon. For eksempel er PSCA-ekspresjon
betydelig oppregulert 1 prostatakreft og er uttrykt 1 kreft 1 vevet listet opp 1 tabell 1.
Identifikasjon av et molekyl eller biologisk middel som hemmer PSCA-ekspresjon eller
overekspresjon 1 kreftceller er av terapeutisk verdi. For eksempel kan et slikt middel
identifiseres ved anvendelse av en screening som kvantifiserer PSCA-ekspresjon ved RT-

PCR, nukleinsyrehybridisering eller antistoffbinding,

VIII.) Fremgangsmater for overvakning av statusen til PSCA-relaterte gener og deres
produkter
[0206] Onkogenese er kjent for & veere en flertrinnsprosess hvor celluler vekst progressivt
blir dysregulert og celler utvikler seg fra en normal fysiologisk tilstand til prekansergse og
deretter kanserese tilstander (se feks. Alers et al., Lab Invest. 77(5): 437-438 (1997) og Isaacs
et al., Cancer Surv. 23: 19-32 (1995)). I denne sammenhengen tillater undersekelse av en

biologisk prave for bevis pa dysregulert cellevekst (slik som avvikende PSCA-ekspresjon i
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kreft) tidlig deteksjon av slik avvikende fysiologi, fer en patologisk tilstand slik som kreft har
utviklet seg til et trinn hvor terapeutiske alternativer er mer begrensete og eller prognosen er
verre. I slike undersekelser kan statusen til PSCA 1 en interessant biologisk prave
sammenlignes for eksempel med statusen til PSCA 1 en tilsvarende normal prave (feks. en
prove fra det individet eller alternativt et annet individ som ikke blir pavirket av en patologi).
En endring 1 statusen til PSCA i den biologiske preven (sammenlignet med den normale
preven) tilveiebringer bevis pa dysregulert celluler vekst. I tillegg til & anvende en biologisk
preve som ikke blir pavirket av en patologi som en normal prave kan én ogsa anvende en
forutbestemt normativ verdi slik som et forutbestemt normalnivd av mRNA-ekspresjon (se
f-eks. Grever et al., J. Comp. Neurol. 1996 Dec 9; 376(2): 306-14 og US-patent nr. 5.837.501)
for & sammenligne PSCA-status i1 en prave.

[0207] Betegnelsen "status" 1 denne sammenhengen blir anvendt 1 henhold til dens
omradeaksepterte betydning og angir forholdet eller tilstanden til et gen og dens produkter.
Typisk anvender fagfolk flere parametere for & bedemme forholdet eller tilstanden til et gen
og dens produkter. Disse omfatter, men er ikke begrenset til, lokalisasjonen av uttrykte
genprodukter (omfattende lokalisasjonen av PSCA-uttrykkende celler) si vel som nivéet og
biologisk aktiviteten til uttrykte genprodukter (slik som PSCA-mRNA, polynukleotider og
polypeptider). Typisk omfatter en endring i statusen til PSCA en forandring i1 lokalisasjonen
til PSCA og/eller PSCA-uttrykkende celler og/eller en gkning 1 PSCA-mRNA og/eller
proteinekspresjon.

[0208] PSCA-status i en preve kan analyseres ved flere midler velkjente pa omradet,
omfattende uten begrensning immunohistokjemisk analyse, in situ-hybridisering, RT-PCR-
analyse pa laserfangete mikrodissekerte prover, Western-blott-analyse og vevsarrayanalyse.
Typisk er protokoller for evaluering av statusen til et PSCA-gen og genprodukter funnet for
eksempel 1 Ausubel ef al. eds., 1995, Current Protocols in Molecular Biology, Units 2
(Northern-blotting), 4 (Southern-blotting), 15 (immunoblotting) og 18 (PCR-analyse). Saledes
er statusen til PSCA i en biologisk preve evaluert ved forskjellige fremgangsmater anvendt av
fagfolk omfattende, men ikke begrenset til genomisk Southern-analyse (for & eksaminere for
eksempel foruroligheter i et PSCA-gen), Northern-analyse og/eller PCR-analyse av PSCA-
mRNA (for & eksaminere for eksempel endringer i polynukleotidsekvensene eller
ekspresjonsnivaene til PSCA-mRNAer) og Western- og/eller immunohistokjemisk analyse
(for & eksaminere for eksempel endringer i polypeptidsekvenser, endringer i

polypeptidlokalisering innen en preve, endringer i1 ekspresjonsnivaer til PSCA-proteiner



338744

65

og/eller assosiasjoner av PSCA-proteiner med polypeptidbindingspartnere). Detekterbare
PSCA-polynukleotider omfatter for eksempel et PSCA-gen eller fragment derav, PSCA-
mRNA, alternative spleisevarianter, PSCA-mRNAer og rekombinant DNA- eller RNA-
molekyler inneholdende et PSCA-polynukleotid.

[0209] Ekspressjonsprofilen av PSCA gjer det til en diagnostisk marker for lokal og/eller
metastasert sykdom og tilveiebringer informasjon pa veksten eller onkogeniske potensiale til
en biologisk preve. Spesielt tilveiebringer statusen til PSCA informasjon anvendelig for &
forutsi mottagelighet for spesielle sykdomsstadier, progresjon og/eller tumoraggressivitet.
Oppfinnelsen tilveiebringer fremgangsmaéter og forsek for & bestemme PSCA-status og
diagnosering av kreft som uttrykker PSCA, slik som kreft 1 vevet listet opp 1 tabell I. For
eksempel fordi PSCA-mRNA er sa hayt uttrykt i prostata og annen kreft 1 forhold til normalt
prostatavev kan forsgk som evaluerer nivaene av PSCA-mRNA-transkripter eller proteiner 1
en biologisk preve anvendes for & diagnostisere en sykdom forbundet med PSCA-
dysregulering og kan tilveiebringe prognostisk informasjon anvendelig 1 definering av
passende terapeutiske alternativer.

[0210] Uttrykket status til PSCA tilveiebringer informasjon omfattende tilstedeverelsen,
trinnet og lokalisasjonen av dysplastiske, prekansergse og kansergse celler, & forutsi
mottagelighet for forskjellige trinn av sykdom og/eller for maling av tumoraggressivitet.
Videre gjor ekspressjonsprofilen det anvendelig som en avbildningsreagens for metastasert
sykdom. Felgelig angar et aspekt ifelge oppfinnelsen de forskjellige molekylere prognostiske
og diagnostiske fremgangsmater for undersekelse av statusen til PSCA i biologiske prever
slik som de fra individer som lider av eller mistenkt for a lide av en patologi karakterisert ved
dysregulert cellulaer vekst, slik som kreft.

[0211] Som beskrevet ovenfor kan statusen til PSCA 1 en biologisk preve bli undersgkt
ved flere velkjente prosedyrer pd omradet. For eksempel kan statusen til PSCA 1 en biologisk
preve tatt fra en spesifikk lokalisasjon 1 kroppen bli undersgkt ved evaluering av preven for
nerveret eller fravaret av PSCA-uttrykkende celler (feks. de som uttrykker PSCA-mRNAer
eller proteiner). Denne undersekelsen kan tilveiebringe bevis pa dysregulert celluler vekst,
for eksempel nar PSCA-uttrykkende celler er funnet i en biologisk preve som ikke normalt
inneholder slike celler (slik som en lymfeknute), fordi slike endringer 1 statusen til PSCA i en
biologisk preve ofte er forbundet med dysregulert celluler vekst. Spesifikt er én indikator for
dysregulert celluler vekst metastasene til kreftceller fra et opprinnelsesorgan (slik som

prostata) til et forskjellig omrade i1 kroppen (slik som en lymfeknute). I denne sammenhengen
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er bevis pa dysregulert celluler vekst viktig for eksempel fordi okkulte lymfeknutemetastaser
kan detekteres 1 en vesentlig del av pasienter med prostatakreft og slike metastaser er
forbundet med kjente prediktorer for sykdomsprogresjon (se f.eks. Murphy et al., Prostate
42(4): 315-317 (2000);Su et al., Semin. Surg. Oncol. 18(1): 17-28 (2000) og Freeman etal., J
Urol 1995 Aug 154(2 Pt 1):474-8).

[0212] Det er mulig a overvake PSCA-genprodukter ved & bestemme statusen til PSCA-
genprodukter uttrykt av celler fra et individ mistenkt for & ha en sykdom forbundet med
dysregulert cellevekst (slik som hyperplasi eller kreft) og deretter sammenligning av statusen
sa bestemt mot statusen til PSCA-genprodukter i en tilsvarende normal prave.
Tilstedeverelsen av avvikende PSCA-genprodukter i testpreven i forhold til den normale
preven tilveiebringer en indikasjon pa tilstedevarelsen av dysregulert cellevekst i cellene til
individet.

[0213] Det er beskrevet forsek anvendelige for bestemmelse av tilstedevarelsen av kreft 1
et individ, omfattende detektering av en betydelig gkning i PSCA-mRNA eller
proteinekspresjon i en testcelle eller vevspreve i1 forhold til ekspresjonsnivéer i den
tilsvarende normale cellen eller vevet. Tilstedevaerelsen av PSCA-mRNA kan for eksempel
vaere evaluert 1 vev omfattende men ikke begrenset til de listet opp 1 tabell I. Tilstedevaerelsen
av betydelig PSCA-ekspresjon i hvilket som helst av disse vevene er anvendelig for & indikere
fremkomsten, tilstedevarelsen og/eller alvorlighetsgraden av en kreft, siden de tilsvarende
normale vevene ikke uttrykker PSCA-mRNA eller uttrykker det ved lavere nivaer.

[0214] I en relatert utferelsesform blir PSCA-status bestemt pa proteinnivaet heller enn pa
nukleinsyrenivaet. For eksempel omfatter en slik fremgangsmate bestemmelse av nivaet til
PSCA-protein uttrykt av celler 1 en testvevspreve og sammenligning av nivaet s bestemt til
nivaet av PSCA uttrykt i en tilsvarende normal preve. I én utferelsesform er tilstedeveerelsen
av PSCA-protein evaluert for eksempel ved anvendelse av immunohistokjemiske
fremgangsmater. PSCA-antistoffer eller bindingspartnere som er 1 stand til detektering av
PSCA-proteinekspresjon blir anvendt i en rekke forsgksformater velkjente pd omradet for
dette formalet.

[0215] I en ytterligere utfarelsesform kan én evaluere statusen til PSCA-nukleotid og
aminosyresekvenser i en biologisk prave for a identifisere foruroligheter i strukturen av disse
molekylene. Disse forurolighetene kan omfatte insersjoner, delesjoner, substitusjoner og
lignende. Slike evalueringer er anvendelige fordi foruroligheter i nukleotid- og

aminosyresekvensene er observert 1 et stort antall proteiner forbundet med en vekstdysregulert
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fenotype (se f.eks. Marrogi et al., 1999, J. Cutan. Pathol. 26(8):369-378). For eksempel kan en
mutasjon 1 sekvensen av PSCA vere indikativ for tilstedevaerelsen eller fremmingen av en
tumor. Slike forsgk har derfor diagnostisk og forutsagt verdi hvor en mutasjon 1 PSCA
indikerer et potensielt tap av funksjon eller gkning 1 tumorvekst.

[0216] En rekke forsgk for observering av foruroligheter i1 nukleotid- og
aminosyresekvenser er velkjente pd omradet. For eksempel er sterrelsen og strukturen av
nukleinsyre- eller aminosyresekvenser til PSCA-genprodukter observert ved Northern-,
Southern-, Western-, PCR- og DNA-sekvenseringsprotokoller beskrevet her. I tillegg er andre
fremgangsmater for observering av foruroligheter i nukleotid- og aminosyresekvenser slik
som enkeltradet konformasjonspolymorfismeanalyse velkjent pd omradet (se f.eks. US-patent
nr. 5.382.510 publisert 7 september 1999 og 5.952.170 publisert 17 januar 1995).

[0217] Itillegg kan én eksaminere metyleringsstatusen til et PSCA-gen 1 en biologisk
preve. Avvikende demetylering og/eller hypermetylering av CpG-g@yer i gen-5’-regulatoriske
regioner forekommer ofte 1 immortaliserte og transformerte celler og kan resultere 1 endret
ekspresjon av forskjellige gener. For eksempel promoterhypermetylering av pi-klassen av
glutation-S-transferase (et protein uttrykt 1 normal prostata, men ikke uttrykt 1 >90% av
prostatakarsinomer) synes & permanent gjere transkripsjon av dette genet stum og er den
oftest detektert genomisk endringen i prostatakarsinomer (De Marzo ef al., Am. J. Pathol.
155(6): 1985-1992 (1999)). I tillegg er denne endringen til stede 1 minst 70% av tilfeller av
heygrads prostatisk intraepiteliell neoplasi (PIN) (Brooks et al., Cancer Epidemiol.
Biomarkers Prev., 1998, 7:531-536). I et annet eksempel er ekspresjon av det LAGE-I-
tumorspesifikke genet (som ikke er uttrykt i normal prostata men er uttrykt 1 25-50% av
prostatakreft) indusert ved deoksyazacytidin 1 lymfoblastoide celler, hvilket indikerer at
tumoral ekspresjon skyldes demetylering (Lethe ef al., Int. J. Cancer 76(6): 903-908 (1998)).
En rekke forsegk pa undersgkelse av metyleringsstatus til et gen er velkjente pd omradet. For
eksempel kan én anvende, 1 Southern-hybridiseringsangrepmater, metyleringssensitive
restriksjonsenzymer som ikke kan spalte sekvenser som inneholder metylerte CpG-seter for a
bedemme metyleringsstatusen til CpG-gyer. I tillegg kan MSP (metyleringsspesifikk-PCR)
raskt profilere metyleringsstatusen til alle CpG-setene til stede i en CpG-@y for et gitt gen.
Denne prosedyren involverer innledende modifikasjon av DNA med natriumbisulfitt (som vil
omdanne alle umetylerte cytosiner til uracil) fulgt av amplifisering ved anvendelse av primere

spesifikke for metylert versus umetylert DNA. Protokoller som involverer
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metyleringsinterferens kan ogsa bli funnet for eksempel i Current Protocols in Molecular
Biology, Unit 12, Frederick M. Ausubel et al. eds., 1995.

[0218] Genamplifisering er en ytterligere fremgangsmaéte for for a fastsette statusen til
PSCA. Genamplifisering blir malt i en preve direkte, for eksempel ved konvensjonell
Southern-blotting eller Northern-blotting for & kvantifisere transkripsjonen av mRNA
(Thomas, 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:5201 5205), dotblotting (DNA-analyse) eller
in situ-hybridisering, ved anvendelse av en passende merket probe, basert pa sekvensene
tilveiebrakt her. Alternativt blir antistoffer anvendt som gjenkjenner spesifikke duplekser,
omfattende DNA-duplekser, RNA-duplekser og DNA-RNA-hybridduplekser eller DNA-
proteinduplekser. Antistoffene pa sin side er merket og forsgket utfert hvor dupleksen er
bundet til en overflate, slik at ved dannelsen av dupleks pa overflaten kan tilstedeverelsen av
antistoff bundet til dupleksen detekteres.

[0219] Biopsivev eller perifert blod kan bli hensiktsmessig undersekt for tilstedevarelsen
av kreftceller ved anvendelse av for eksempel Northern-, dotblott- eller RT-PCR-analyse for a
detektere PSCA-ekspresjon. Tilstedevarelsen av RT-PCR-amplifiserbart PSCA-mRNA
tilveiebringer en indikasjon pa tilstedeverelsen av kreft. RT-PCR-forsgk er velkjente pa
omradet. RT-PCR-deteksjonsforsek for tumorceller i perifert blod er for tiden blitt evaluert
for anvendelse 1 diagnosen og behandlingen av flere humane faste tumorer. P4
prostatakreftfeltet omfatter disse RT-PCR-forsegksdeteksjon av celler som uttrykker PSA og
PSM (Verkaik et al., 1997, Urol. Res. 25:373-384; Ghossein et al., 1995, J. Clin. Oncol.
13:1195-2000; Heston et al., 1995, Clin. Chem. 41:1687-1688).

[0220] Det er mulig & vurdere mottageligheten som et individ har for & utvikle kreft. I én
utferelsesform omfatter en fremgangsmate for a forutsi mottagelighet for kreft detektering av
PSCA-mRNA eller PSCA-protein 1 en vevspreve, dens tilstedeverelse som indikerer
mottagelighet for kreft, hvor graden av PSCA-mRNA -ekspresjon korrelerer med graden av
mottagelighet. I en spesifikk utferelsesform er tilstedeverelsen av PSCA i prostata eller andre
vev undersegkt, med tilstedevarelsen av PSCA i preven som tilveiebringer en indikasjon pa
prostatakreftmottagelighet (eller fremkomsten eller eksistensen av en prostatatumor).
Tilsvarende kan én evaluere integriteten av PSCA -nukleotid og aminosyresekvenser i en
biologisk prave for 4 identifisere foruroligheter i strukturen til disse molekylene slik som
insersjoner, delesjoner, substitusjoner og lignende. Tilstedevarelsen av én eller flere
foruroligheter i PSCA-genprodukter i preven er en indikasjon pa kreftmottagelighet (eller

fremkomsten eller eksistensen av en tumor).
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[0221] Fremgangsmaéter for maling av tumoraggressivitet er videre mulig. I én
utferelsesform omfatter en fremgangsmate for maling av aggressivitet av en tumor
bestemmelse av nivaet til PSCA-mRNA eller PSCA-protein uttrykt av tumorceller,
sammenligning av nivdet sa bestemt til nivaet av PSCA-mRNA eller PSCA-protein uttrykt i et
tilsvarende normalt vev tatt fra samme individ eller en normal vevsreferansepragve, hvor
graden av PSCA-mRNA- eller PSCA-proteinekspresjon i tumorpreven i forhold til den
normale preven indikerer graden av aggressivitet. I en spesifikk utferelsesform er
aggressivitet av en tumor evaluert ved a bestemme omfanget til hvilken PSCA som er uttrykt 1
tumorcellene, med heyere ekspresjonsnivaer indikerende mer aggressive tumorer. En annen
utferelsesform er evalueringen av integriteten til PSCA-nukleotid og aminosyresekvenser i en
biologisk prave, for 4 identifisere foruroligheter i strukturen av disse molekylene slik som
insersjoner, delesjoner, substitusjoner og lignende. Tilstedeverelsen av én eller flere
foruroligheter indikerer mer aggressive tumorer.

[0222] En annen utferelsesform angar fremgangsmater for observering av progresjonen av
en ondartet sykdom i et individ over tid. I én utferelsesform omfatter fremgangsmater for
observering av progresjonen av en ondartet sykdom 1 et individ over tid bestemmelse av
nivaet til PSCA-mRNA eller PSCA-protein uttrykt av celler i en preve av tumoren,
sammenligning av nivdet sa bestemt til niviet av PSCA-mRNA eller PSCA-protein uttrykt i
en ekvivalent vevspreve tatt fra samme individ pa en ulik tid, hvor graden av PSCA-mRNA-
eller PSCA-proteinekspresjon 1 tumorpreven over tid tilveiebringer informasjon om
kreftprogresjonen. I en spesifikk utferelsesform er kreftprogresjonen evaluert ved a bestemme
PSCA-ekspresjon 1 tumorcellene over tid, hvor gket ekspresjon over tid indikerer en
progresjon av kreften. En kan ogs3 evaluere integriteten av PSCA-nukleotid og
aminosyresekvenser i en biologisk prave for & identifisere foruroligheter i strukturen av disse
molekylene slik som insersjoner, delesjoner, substitusjoner og lignende, hvor tilstedeverelsen
av én eller flere foruroligheter indikerer en progresjon av kreften.

[0223] De ovenfor diagnostiske angrepmatene kan kombineres med hvilken som helst éne
av en rekke prognostiske og diagnostisek protokoller kjent pd omradet. For eksempel angar en
annen utferelsesform ifglge oppfinnelsen fremgangsmater for observering av en koinsidens
mellom ekspresjonen av PSCA-gen og PSCA-genprodukter (eller foruroligheter i PSCA-gen
og PSCA-genprodukter) og en faktor som er forbundet med ondartet sykdom, som et middel
for diagnosering av og prognostisering av statusen til en vevspreve. En rekke faktorer

forbundet med ondartet sykdom kan anvendes, slik som genekspresjon forbundet med
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ondartet sykdom (feks. PSA-, PSCA- og PSM-ekspresjon for prostatakreft etc.) sa vel som
grove cytologiske observasjoner (se f.eks. Bocking ef al., 1984, Anal. Quant. Cytol. 6(2):74-
88; Epstein, 1995, Hum. Pathol. 26(2):223-9; Thorson ef al., 1998, Mod. Pathol. 11(6):543-
51; Baisden ef al., 1999, Am. J. Surg. Pathol. 23(8):918-24). Fremgangsmater for observering
av en koinsidens mellom ekspresjon av PSCA-gen og PSCA-genprodukter (eller
foruroligheter i PSCA-gen og PSCA-genprodukter) og en annen faktor som er forbundet med
ondartet sykdom er anvendelige, for eksempel fordi tilstedeverelsen av et sett av spesifikke
faktorer som faller ssmmen med sykdom som tilveiebringer viktig informasjon for
diagnosering av og prognostisering av statusen til en vevsprove.

[0224] I én utferelsesform medferer fremgangsmater for observering av en koinsidens
mellom ekspresjonen av PSCA-gen og PSCA-genprodukter (eller foruroligheter i PSCA-gen
og PSCA-genprodukter) og en annen faktor forbundet med ondartet sykdom detektering av
overekspresjonen av PSCA-mRNA eller protein 1 en vevspreve, detektering av
overekspresjonen av PSA-mRNA eller protein 1 en vevspreve (eller PSCA- eller PSM-
ekspresjon) og observering av en koinsidens av PSCA-mRNA eller protein og PSA-mRNA
eller proteinoverekspresjon (eller PSCA- eller PSM-ekspresjon). I en spesifikk utferelsesform
er ekspresjonen av PSCA- og PSA-mRNA 1 prostatavev undersgkt, hvor koinsidensen av
PSCA- og PSA-mRNA-overekspresjon 1 preven indikerer eksistensen av prostatakreft,
prostatakreftmottagelighet eller fremkomsten eller statusen av en prostatatumor.

[0225] Fremgangsmater for & detektere og kvantifisere ekspresjonen av PSCA-mRNA
eller protein er beskrevet her og standard nukleinsyre- og proteindeteksjon og
kvantifiseringsteknologier er velkjente pa omradet. Standardfremgangsmater for deteksjonen
og kvantifiseringen av PSCA-mRNA omfatter in situ-hybridisering ved anvendelse av merket
PSCA-riboprober, Northern-blott og relaterte teknikker ved anvendelse av PSCA-
polynukleotidprober, RT-PCR-analyse ved anvendelse av primere spesifikke for PSCA og
andre amplifiseringstype deteksjonsfremgangsmater, slik som for eksempel forgrenet DNA,
SISBA, TMA og lignende. I en spesifikk utferelsesform blir semikvantitativ RT-PCR anvendt
for & detektere og kvantifisere PSCA-mRNA-ekspresjon. Hvilket som helst antall av primere
som er i stand til & amplifisere PSCA kan anvendes for dette formalet, omfattende men ikke
begrenset til, de forskjellige primersettene spesifikt beskrevet her. I en spesifikk
utferelsesform kan polyklonale eller monoklonale antistoffer spesifikt reaktive med villtype

PSCA-proteinet anvendes 1 et immunohistokjemisk forsgk av biopsivev.
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IX.) Identifikasjon av molekyler som interagerer med PSCA

[0226] PSCA-proteinet og nukleinsyresekvensene beskrevet her tillater en fagmann &
identifisere proteiner, sma molekyler og andre midler som interagerer med PSCA, s vel som
reaksjonsveier aktivert av PSCA via hvilken som helst éne av en rekke omraddeaksepterte
protokoller. For eksempel kan én anvende én av de sékalte interaksjonfellingssystemene (ogsa
referert til som “tohybridforseket™). I slike systemer interagerer molekyler og rekonstituerer
en transkripsjonsfaktor som dirigerer ekspresjon av et rapportergen, hvoretter ekspresjonen av
rapportergenet er undersegkt. Andre systemer identifiserer protein-proteininteraksjoner in vivo
gjennom rekonstituering av en eukaryot transkripsjonell aktivator, se f.eks. US-patent nr.
5.955.280 publisert 21 september 1999, 5.925.523 publisert 20 juli 1999, 5.846.722 publisert
8 desember 1998 og 6.004.746 publisert 21 desember 1999. Algoritmer er ogsa tilgjengelige
pa omradet for genombaserte forutsigelser av proteinfunksjon (se feks. Marcotte, et al.,
Nature 402: 4 november 1999, 83-86).

[0227] Alternativt kan én screene peptidbiblioteker for & identifisere molekyler som
interagerer med PSCA -proteinsekvenser. I slike fremgangsmater er peptider som binder til
PSCA 1dentifisert fra screeningsbiblioteker som koder for en tilfeldig eller kontrollert samling
av aminosyrer. Peptider kodet for av bibliotekene er uttrykt som fusjonsproteiner til
bakteriofagkappeproteiner, bakteriofagpartiklene blir deretter screenet mot PSCA-
proteinet(er).

[0228] Felgelig er peptider som har en rekke anvendelser, slik som terapeutiske,
prognostiske eller diagnostiske reagenser, saledes identifisert uten noen tidligere informasjon
om strukturen til den forventete liganden eller reseptormolekylet. Typiske peptidbiblioteker
og screeningsfremgangsmater som kan anvendes for & identifisere molekyler som interagerer
med PSCA-proteinsekvenser er beskrevet for eksempel 1 US-patent nr. 5.723.286 publisert 3
mars 1998 og 5.733.731 publisert 31 mars 1998.

[0229] Alternativt blir cellelinjer som uttrykker PSCA anvendt for a identifisere protein-
proteininteraksjoner mediert av PSCA. Slike interaksjoner kan bli undersekt ved anvendelse
av immunopresipiteringsteknikker (se f.eks. Hamilton B.J., ef al. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 1999, 261:646-51). PSCA-protein kan bli immunopresipitert fra PSCA-uttrykkende
cellelinjer ved anvendelse av anti-PSCA-antistoffer. Alternativt kan antistoffer mot His-tag
anvendes i en cellelinje konstruert til & uttrykke fusjoner av PSCA og en His-tag (vektorer

nevnt ovenfor). Det immunopresipiterte komplekset kan bli undersegkt for proteinassosiering
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ved prosedyrer slik som Western-blotting, >*S-metioninmerking av proteiner,
proteinmikrosekvensiering, sglvmerking og todimensjonal gelelektroforese.

[0230] Sma molekyler og ligander som interagerer med PSCA kan identifiseres gjennom
relaterte utferelsesformer av slike screeningsforsgk. For eksempel kan sma molekyler
identifiseres som interfererer med proteinfunksjon, omfattende molekyler som interfererer
med PSCAs evne til 2 mediere fosforylering og defosforylering, interaksjon med DNA- eller
RNA-molekyler som en indikasjon pa regulering av cellesykluser, “second messenger”-
signalering eller tumorigenesis. Tilsvarende er sma molekyler som modulerer PSCA -relatert
ionekanal-, proteinpumpe- eller cellekommunikasjonsfunksjoner identifisert og anvendt for &
behandle pasienter som har kreft som uttrykker PSCA (se f.eks. Hille, B., Ionic Channels of
Excitable Membranes 2nd Ed., Sinauer Assoc., Sunderland, MA, 1992). Videre kan ligander
som regulerer PSCA-funksjon identifiseres basert pa deres evne til 4 binde PSCA og aktivere
en rapporterkonstruksjon. Typiske fremgangsmater er beskrevet for eksempel 1 US-patent nr.
5.928.868 publisert 27 juli 1999 og omfatter fremgangsmater for & danne hybridligander hvor
minst én ligand er et lite molekyl. I en illustrativ utferelsesform blir celler konstruert for &
uttrykke et fusjonsprotein av PSCA og et DNA-bindingsprotein anvendt til & ko-uttrykke et
fusjonsprotein til en hybridligand/lite molekyl og et cDNA-bibliotek transkripsjonelt
aktivatorprotein. Cellene inneholder videre et rapportergen, ekspresjonen av hvilkent som er
kondisjonert 1 nerheten av de ferste og andre fusjonsproteinene til hverandre, en hendelse
som forekommer bare hvis hybridliganden binder til malseter pa begge hybridproteiner. De
cellene som uttrykker rapportergenet er valgt og det ukjente lille molekylet eller den ukjente
liganden er identifisert. Denne fremgangsmaéten tilveiebringer et middel for identifikasjon av
modulatorer som aktiverer eller hemmer PSCA.

[0231] Det er beskrevet en fremgangsmate for screening for et molekyl som interagerer
med en PSCA-aminosyresekvens vist i figur 1, omfattende trinnene av 4 sette en populasjon
av molekyler 1 kontakt med en PSCA-aminosyresekvens, 4 tillate populasjonen av molekyler
og PSCA-aminosyresekvensen & interagere ved betingelser som letter en interaksjon,
bestemmelse av tilstedeverelsen av et molekyl som interagerer med PSCA-
aminosyresekvensen og deretter separering av molekyler som ikke interagerer med PSCA-
aminosyresekvensen fra molekyler som gjor. I en spesifikk utferelsesform omfatter
fremgangsmaten videre rensning, karakterisering og identifikasjon av et molekyl som

interagerer med PSCA-aminosyresekvensen. Det identifiserte molekylet kan anvendes til &
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modulere en funksjon utfert av PSCA. I en foretrukket utferelsesform blir PSCA-

aminosyresekvensen brakt 1 kontakt med et bibliotek av peptider.

X))  Terapeutiske fremgangsmater og sammensetninger

[0232] Identifikasjon av PSCA som et protein som normalt er uttrykt 1 et begrenset sett av
vev, men som ogsa er uttrykt i kreft slik som de listet opp 1 tabell I, apner flere terapeutiske
angrepmater til behandling av slike krefter.

[0233] Verd & legge merke til, malrettet antitumorterapier er anvendelige selv nar
maletrettet protein er uttrykt i normalt vev, selv i vitalt normalt organvev. Et vitalt organ er ett
som er ngdvendig for & opprettholde liv, slik som hjertet eller kolon. Et ikke-vital organ er ett
som kan fjernes hvoretter individet fortsatt er i stand til & overlever. Eksempler pa ikke-vitale
organer er eggstokk, bryst og prostata.

[0234] For eksempel er Herceptin® et FDA-godkjent farmaseytisk middel som bestéar av
et antistoff som er immunoreaktivt med proteinet forskjellig kjent som HER2, HER2/neu og
erb-b-2. Det er markedsfert av Genentech og er et kommersielt vellykket antitumormiddel.
Herceptin®-salg nadde nesten $400 million i 2002. Herceptin® er en behandling for HER2-
positiv metastasisk brystkreft. Imidlertid er ekspresjonen av HER2 ikke begrenset til slike
tumorer. Samme proteinet er uttrykt 1 flere normale vev. Spesielt er det kjent at HER2/neu er
til stede 1 normal nyre og hjerte, siledes er disse vev til stede i alle humane mottagere av
Herceptin. Tilstedeverelsen av HER2/neu i normal nyre er ogsd bekreftet av Latif, Z., et al.,
B.J.U. International (2002) 89:5-9. Som vist 1 denne artikkelen (som evaluerte hvorvidt
nyrecellekarsinom skulle vaere en foretrukket indikasjon for anti-HER2-antistoffer slik som
Herceptin) blir bade protein og mRNA produsert i godartet nyrevev. Spesielt ble HER2/neu-
protein sterkt overuttrykt 1 godartet nyrevev.

[0235] Til tross for det faktumet at HER2/neu er uttrykt 1 slikt vitalt vev som hjerte og
nyre er Herceptin et meget anvendelig, FDA-godkjent og kommersielt vellykket medikament.
Effekten av Herceptin pa hjertevev, dvs. “kardiotoksisitet,” har bare veert en bivirkning til
behandling. Nar pasienter ble behandlet med Herceptin alene skjedde betydelig
kardiotoksisitet i en meget lav prosentdel av pasienter. For 4 minimalisere kariotoksisiten er
det et mer stringent inntredelseskrav for behandlingen med HER2/neu. Faktorer slik som
predisponering for hjerteforhold er evaluert for behandling kan forekomme.

[0236] Legg spesielt merke til at selv om nyrevev er angitt & vise normal ekspresjon,
muligens selv hoyere ekspresjon enn hjertevev, har nyre ingen merkbar Herceptinbivirkning

overhodet. Videre fra det ulike arrayet fra normalt vev hvor HER2 er uttrykt er det meget liten



74

forekomst av hvilken som helst bivirkning. Bare hjertevev har manifestert hvilken som helst
merkbart bivirkning 1 det hele tatt. Et vev slik som nyre, hvor HER2/neu-ekspresjon er
spesielt bemerkelsesverdig, er ikke basisen for noen bivirkning.

[0237] Videre er fordelaktige terapeutiske effekter funnet for antitumorterapier som mal
for epidermal vekstfaktor reseptor (EGFR); Erbitux (ImClone). EGFR er ogsa uttrykt i en
rekke normale vev. Der er meget begrensete bivirkninger 1 normale vev etter anvendelse av
anti-EGFR terapeutiske midler. En generell bivirkning som forekommer med EGFR-
behandlingen er et alvorlig hudutslett observert i 100% av pasientene som gjennomgar
behandling.

[0238] Saledes overvinner ekspresjon av et malprotein i normalt vev, selv vitalt normalt
vev, ikke nytten av et malrettet middel for proteinet som et terapeutisk middel for visse
tumorer hvor proteinet ogsa er overuttrykt. For eksempel er ekspresjon i vitale organer ikke 1
og for selv skadelig. I tillegg kan organer betraktet som unnverlige, slik som prostata og
eggstokk, fjernes uten & pavirke dedelighet. Til slutt er noen vitale organer ikke pavirket av
normal organekspresjon pa grunn av et immunoprivilegium. Immunoprivilegerte organer er
organer som er beskyttet fra blod ved en blodorganbarriere og saledes ikke tilgjengelig er for
immunoterapi. Eksempler pd immunoprivilegerte organer er hjernen og testikkelen.

[0239] Felgelig er terapeutiske angrepmater som hemmer aktiviteten til et PSCA -protein
anvendelige for pasienter som lider av kreft som uttrykker PSCA. Disse terapeutiske
angrepmater faller generelt inn i tre klasser. Den ferste klassen modulerer PSCA-funksjon da
den angar tumorcellevekst hvilket farer til hemning eller retardasjon av tumorcellevekst eller
som fremkaller dens drap. Den andre klassen omfatter forskjellige fremgangsmater for a
hemme bindingen eller assosieringen til et PSCA-protein med dens bindingspartner eller med
andre proteiner. Den tredje klassen omfatter en rekke fremgangsmater for 8 hemme
transkripsjonen av et PSCA-gen eller translasjon av PSCA-mRNA.

X.A)) Antikreftvaksiner

[0240] Kreftvaksiner kan dannes omfattende et PSCA-relatert protein eller PSCA-relatert
nukleinsyre. I betraktning av ekspresjon av PSCA forhindrer kreftvaksiner og/eller behandler
PSCA-uttrykkende kreft med minimale eller ingen effekter pa ikke-malvev. Anvendelsen av
et tumorantigen 1 en vaksine som genererer cellemedierte humorale immunresponser som
antikreftterapi er velkjente pa omradet og har vert anvendt i prostatakreft ved anvendelse av
humane PSMA- og gnager PAP-immunogener (Hodge ef al., 1995, Int. J. Cancer 63:231-237;
Fong etal., 1997, J. Immunol. 159:3113-3117).
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[0241] Slike fremgangsmater kan lett bli praktisert ved anvendelse av et PSCA-relatert
protein eller et PSCA-kodende nukleinsyremolekyl og rekombinante vektorer som er 1 stand
til & uttrykke og presentere PSCA-immunogenet (som typisk omfatter flere T-celleepitoper
eller antistoff). Fagfolk forstar at en rekke vaksinesystemer for levering av immunoreaktive
epitoper er kjent pd omradet (se feks. Heryln et al., Ann Med 1999 Feb 31(1):66-78;
Maruyama et al., Cancer Immunol Immunother 2000 Jun 49(3):123-32) Kort omfatter slike
fremgangsmater for dannelse av en immunrespons (feks. cellemediert og/eller humoral) hos
et pattedyr trinnene: eksponering av pattedyrets immunsystem til en immunoreaktiv epitop
(f-eks. en epitop til stede 1 et PSCA-protein vist 1 figur 1 eller analog eller homolog derav) slik
at pattedyret genererer en immunrespons som er spesifikk for den epitopen (feks. genererer
antistoffer som spesifikt gjenkjenner den epitopen).

[0242] Hele PSCA-proteinet, immunogene regioner eller epitoper derav, kan kombineres
og leveres ved forskjellige midler. Slike vaksinesammensetninger kan for eksempel omfatte
lipopeptider (feks. Vitiello, A. et al., J. Clin. Invest. 95:341, 1995), peptidsammensetninger
innkapslet i poly(DL-laktid-koglykolid) (“PLG”)-mikrokuler (se feks. Eldridge, et al., Molec.
Immunol. 28:287-294, 1991: Alonso et al., Vaccine 12:299-306, 1994; Jones et al., Vaccine
13:675-681, 1995), peptidsammensetninger inneholdt 1 immunstimulerende komplekser
(ISCOMS) (se f-eks. Takahashi ef al., Nature 344:873-875, 1990; Hu et al., Clin Exp
Immunol. 113:235-243, 1998), multiple antigenpeptidsystemer (MAPer) (se feks. Tam, J. P.,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:5409-5413, 1988; Tam, J.P., J. Immunol. Methods 196:17-
32, 1996), peptider formulert som multivalente peptider; peptider for anvendelse 1 ballistiske
leveringssystemer, typisk krystalliserte peptider, virale leveringsvektorer (Perkus, M. E. ef al,,
I Concepts in vaccine development, Kaufmann, S. H. E., ed., p. 379, 1996; Chakrabarti, S.
et al., Nature 320:535, 1986; Hu, S. L. et al., Nature 320:537, 1986; Kieny, M.-P. ef al., AIDS
Bio/Technology 4:790, 1986; Top, F. H. et al., J. Infect. Dis. 124:148, 1971; Chanda, P. K.
et al., Virology 175:535, 1990), partikler av viral eller syntetisk opprinnelse (feks. Kofler, N.
etal., J. Immunol. Methods. 192:25, 1996; Eldridge, J. H. et al., Sem. Hematol. 30:16, 1993;
Falo, L. D., Jr. et al., Nature Med. 7:649, 1995), adjuvantia (Warren, H. S., Vogel, F. R. and
Chedid, L. A. Annu. Rev. Immunol. 4:369, 1986; Gupta, R. K. ef al., Vaccine 11:293, 1993),
liposomer (Reddy, R. ef al., J. Immunol. 148:1585, 1992; Rock, K. L., Immunol. Today
17:131, 1996), eller nakent eller partikkelabsorbert cDNA (Ulmer, J. B. et al., Science
259:1745, 1993; Robinson, H. L., Hunt, L. A. and Webster, R. G., Vaccine 11:957, 1993;
Shiver, J. W. et al., In: Concepts in vaccine development, Kaufmann, S. H. E., ed., p. 423,
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1996; Cease, K. B. and Berzofsky, J. A., Annu. Rev. Immunol. 12:923, 1994 og Eldridge, J.
H. et al., Sem. Hematol. 30:16, 1993). Toksinmélrettete leveringsteknologier ogsa kjent som
reseptormediert malrettede, slik som de fra Avant Immunotherapeutics, Inc. (Needham,
Massachusetts) kan ogsa anvendes.

[0243] Hos pasienter med PSCA -assosiert kreft kan vaksinesammensetningene ifglge
oppfinnelsen ogsd anvendes sammen med andre behandlinger anvendt for kreft, feks. kirurgi,
kjemoterapi, medikamentterapier, stralingsterapier, etc. omfattende anvendelse i kombinasjon
med immune adjuvantia slik som IL-2, IL-12, GM-CSF og lignende.

Cellul®re vaksiner:

[0244] CTL-epitoper kan bestemmes ved anvendelse av spesifikke algoritmer for &
identifisere peptider innen PSCA -protein som binder tilsvarende HLA-alleler (se feks. tabell
IV; Epimer™ og Epimatrix™, Brown University (URL brown.edu/Research/TB-
HIV_Lab/epimatrix/epimatrix.html); og BIMAS (URL bimas.dcrt.nih.gov/; SYFPEITHI ved
URL syfpeithi.bmi-heidelberg.com/). I en foretrukket utferelsesform inneholder en PSCA-
immunogen én eller flere aminosyresekvenser identifisert ved anvendelse av teknikker
velkjente pd omradet, slik som sekvensene vist i tabeller V-XVIII og XXII-LI eller et peptid
pa 8,9, 10 eller 11 aminosyrer spesifisert ved et HLA -klasse I-motiv/supermotiv (f.eks. tabell
IV (A), tabell IV (D) eller tabell IV (E)) og/eller et peptid pd minst 9 aminosyrer som omfatter
et HLA-klasse II-motiv/supermotiv (feks. tabell IV (B) eller tabell IV (C)). Som er anerkjent
pa omradet er HLA -klasse I-bindingsgropen 1 det vesentlige lukket avsluttet slik at peptider av
bare et spesielt sterrelsesomrade kan passe inn i gropen og bli bundet, generelt er HLA-klasse
I-epitoper 8, 9, 10 eller 11 aminosyrer lange. I motsetning er HL.A-klasse II-bindingsgropen 1
det vesentlige &pen avsluttet; derfor kan et peptid pa ca. 9 eller flere aminosyrer vare bundet
av et HLA-klasse II-molekyl. P4 grunn av bindingsgropforskjellene mellom HLA-klasse I og
I, er HLA-klasse I-motiver lengdespesifikke, dvs. posisjon to av et klasse I-motiv er den
andre aminosyre 1 en amino- til karboksylretning av peptidet. Aminosyrenposisjoner 1 et
klasse II-motiv er relative bare til hverandre, ikke det totalet peptidet, dvs. ytterligere
aminosyrer kan vere bundet til amino- og/eller karboksylterminalen til en motivbarende
sekvens. HLLA-klasse IT-epitoper er ofte 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24 eller 25 aminosyrer lang eller lenger enn 25 aminosyrer.

[0245] En rekke fremgangsmaéter for dannelse av en immunrespons hos et pattedyr er
kjent pa omradet (for eksempel som det forste trinnet 1 dannelsen av hybridomer).

Fremgangsmater for dannelse av en immunrespons hos et pattedyr omfatter eksponering av
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pattedyrets immunsystem til en immunogen epitop pa et protein (f eks. et PSCA-protein) slik
at en immunrespons er dannet. En typisk utferelsesform bestar av en fremgangsmate for
dannelse av en immunrespons pa PSCA i en vert, ved a sette i kontakt verten med en
tilstrekkelig mengde av minst én PSCA-B-celle eller cytotoksisk T-celleepitop eller analog
derav; og ved minst ett periodisk interval deretter igjen a sette 1 kontakt verten med PSCA-B-
cellen eller cytotoksisk T-celleepitopen eller analogen derav. En spesifikk utferelsesform
bestar av en fremgangsmate for dannelse av en immunrespons mot et PSCA-relatert protein
eller et menneskelaget multiepitopisk peptid omfattende: administrering av PSCA-
immunogen (feks. et PSCA-protein eller et peptidfragment derav, et PSCA-fusjonsprotein
eller analog etc.) 1 en vaksinefremstilling til et menneske eller et annet pattedyr. Typisk
inneholder slike vaksinefremstillinger videre en egnet adjuvans (se f.eks. US-patent nr.
6.146.635) eller en universell hjelpeepitop slik som et PADRETM-peptid (Epimmune Inc.,
San Diego, CA,; se f.eks. Alexander ef al., J. Immunol. 2000 164(3); 164(3): 1625-1633;
Alexander ef al., Immunity 1994 1(9): 751-761 og Alexander ef al., Immunol. Res. 1998
18(2): 79-92). En alternativ fremgangsmate omfatter dannelse av en immunrespons i et
individ mot en PSCA-immunogen ved: administrering in vivo til muskel eller hud av
individets kropp et DNA-molekyl som omfatter en DNA-sekvens som koder for et PSCA-
immunogen, DNA -sekvensen operativt bundet for & regulatoriske sekvenser som kontrollerer
ekspresjonen av DNA-sekvensen; hvor DNA-molekylet er tatt opp av celler, DNA-sekvensen
er uttrykt 1 cellene og en immunrespons er dannet mot immunogenet (se feks. US-patent nr.
5.962.428). Eventuelt er en genetisk vaksinefasilitator slik som anioniske lipider; saponiner;
lektiner; gstrogene forbindelser; hydroksylert lavere alkyler; dimetylsulfoksyd; og urinstoff
ogsa administrert. I tillegg kan et antiidiotypisk antistoff administreres som etterligner PSCA,
for & generere en respons pa malantigenet.

Nukleinsyrevaksiner:

[0246] Vaksinesammensetningene omfatter nukleinsyremedierte modaliteter. DNA eller
RNA som koder for protein(er) ifelge oppfinnelsen kan administreres til en pasient. Genetiske
immuniseringsfremgangsmater kan anvendes for & danne profylaktiske eller terapeutiske
humorale og cellulzere immunresponser rettet mot kreftceller som uttrykker PSCA.
Konstrukter omfattende DN A som koder for et PSCA-relatert protein/immunogen og
passende regulatorsekvenser kan injiseres direkte inn 1 muskel eller hud til et individ, slik at
cellene til muskelen eller huden tar opp konstruksjonen og uttrykker det kodede PSCA-

proteinet/immunogenet. Alternativt omfatter en vaksine et PSCA-relatert protein. Ekspresjon
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av det PSCA -relaterte proteinimmunogenet resulterer 1 dannelsen av profylaktisk eller
terapeutisk humoral og celluleer immunitet mot celler som bzrer et PSCA-protein.
Forskjellige profylaktiske og terapeutiske genetiske immuniseringsteknikker kjent pa omradet
kan anvendes (for oversikt se informasjon og referanser publisert pa internettadressen
genweb.com). Nukleinsyrebasert levering er beskrevet for eksempel 1 Wolff et. al., Science
247:1465 (1990) sé vel som US-patent nr. 5.580.859; 5.589.466; 5.804.566; 5.739.118;
5.736.524; 5.679.647, WO 98/04720. Eksempler pd DNA-baserte leveringsteknologier
omfatter “nakent DNA”, forenklet (bupivicain, polymerer, peptidmediert) levering, kationiske
lipidkomplekser og partikkelmediert (“genpistol”) eller trykkmediert levering (se feks. US-
patent nr. 5.922.687).

[0247] For terapeutisk eller profylaktisk immuniseringsformal kan proteiner ifglge
oppfinnelsen uttrykkes via virale eller bakterielle vektorer. Forskjellige virale
genleveringssystemer som kan anvendes 1 praksisen ifelge oppfinnelsen omfatter, men er ikke
begrenset til, vaccinia-, fowlpox-, canarypox-, adenovirus, influensa-, poliovirus,
adenoassosiert virus, lentivirus og sindbisvirus (se feks. Restifo, 1996, Curr. Opin. Immunol.
8:658-663; Tsang ef al. J. Natl. Cancer Inst. 87:982-990 (1995)). Ikke-virale
leveringssystemer kan ogsa anvendes ved innfering av nakent DNA som koder for et PSCA-
relatert protein inn i pasienten (f.eks. intramuskulert eller intradermalt) for 4 fremkalle en
antitumorrespons.

[0248] Vacciniavirus blir anvendt for eksempel som en vektor for & uttrykke
nukleotidsekvenser som koder for peptidene ifelge oppfinnelsen. Ved innfering inn i en vert
den rekombinante vacciniavirusen uttrykkes det proteinimmunogeniske peptidet og derved
fremkalles en vertimmunrespons. Vacciniavektorer og fremgangsmater anvendelige i
immuniseringsprotokoller er beskrevet i f.eks. US-patent nr. 4.722.848. En annen vektor er
BCG (Bacille Calmette Guerin). BCG-vektorer er beskrevet i Stover ef al., Nature 351:456-
460 (1991). En rekke andre vektorer anvendelige for terapeutisk administrering eller
immunisering av peptidene ifelge oppfinnelsen, f.eks. adeno- og adenoassosierte
virusvektorer, retrovirale vektorer, Salmonella typhi-vektorer, detoksifiserte
antraxtoksinvektorer og lignende, vil vere klare for fagfolk pa omrédet fra beskrivelsen her.

[0249] Saledes blir genleveringssystemer anvendt for & levere et PSCA-relatert
nukleinsyremolekyl. I én utferelsesform blir det fullengde humane PSCA-cDNAet anvendt. 1
en annen utferelsesform blir PSCA-nukleinsyremolekyler som koder for spesifikke

cytotoksisk T-lymfocytt- (CTL) og/eller antistoffepitoper anvendt.
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Ex vivo-vaksiner

[0250] Forskjellige ex vivo-strategier kan ogsa anvendes for & danne en immunrespons.
En angrepmate involverer anvendelsen av antigenpresenterende celler (APCer) slik som
dendrittiske celler (DC) for & presentere PSCA-antigen til en pasients immunsystem.
Dendrittiske celler uttrykker MHC-klasse I- og II-molekyler, B7 ko-stimulator og IL-12 og er
saledes meget spesialiserte antigenpresenterende celler. I prostatakreft er autologt dendrittiske
celler pulserte med peptider fra prostataspesifikt membranantigen (PSMA) som anvendes 1 et
fase I klinisk forsek til & stimulere prostatakreftpasienters immunsystemer (Tjoa et al., 1996,
Prostate 28:65-69; Murphy ef al., 1996, Prostate 29:371-380). Saledes kan dendrittiske celler
anvendes til 4 presentere PSCA -peptider til T-celler 1 sammenhengen med MHC-klasse I-
eller I-molekyler. I én utferelsesform er autologt dendrittiske celler pulserte med PSCA-
peptider i stand til & binde til MHC-klasse I- og/eller klasse II-molekyler. I en annen
utferelsesform er dendrittiske celler pulserte med det fullstendige PSCA-proteinet. Ennd en
annen utferelsesform involverer konstruksjon av overekspresjonen av et PSCA-gen 1
dendrittiske celler ved anvendelse av forskjellige implementingsvektorer kjent pa omradet,
slik som adenovirus (Arthur ef al., 1997, Cancer Gen Ther. 4:17-25), retrovirus (Henderson
et al., 1996, Cancer Res. 56:3763-3770), lentivirus, adenoassosiert virus, DNA-transfeksjon
(Ribas et al., 1997, Cancer Res. 57:2865-2869) eller tumoravledet RNA-transfeksjon (Ashley
etal., 1997, ]. Exp. Med. 186:1177-1182). Celler som uttrykker PSCA kan ogsa konstrueres
til & uttrykke immune modulatorer, slik som GM-CSF og anvendes som immuniserende
midler.

X.B.) PSCA som et mal for antistoffbasert terapi

[0251] PSCA er et attraktivt mél for antistoffbaserte terapeutiske strategier. Flere
antistoffstrategier er kjente pa omradet for malretting av bade ekstracellulere og
intracellulere molekyler (se feks. komplement- og ADCC-mediert drap sa vel som
anvendelse av intrabodier (“intrabodies™)). Fordi PSCA er uttrykt av kreftceller av forskjellige
avstamninger i forhold til tilsvarende normale celler blir systemisk administrering av PSCA-
immunoreaktive sammensetninger fremstilt som viser utmerket sensitivitet uten toksisk,
uspesifikk og/eller ikke-maleffekter forarsaket av binding av den immunoreaktive
sammensetningen til ikke-malorganer og vev. Antistoffer spesifikt reaktive med domener til
PSCA er anvendelige for & behandle PSCA -uttrykkende kreft systemisk, enten som
konjugater med et toksin eller terapeutisk middel eller som nakne antistoffer som er i stand til

a hemme celleproliferasjon eller funksjon.
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[0252] PSCA-antistoffer kan innferes til en pasient slik at antistoffet binder til PSCA og
modulerer en funksjon, slik som en interaksjon med en bindingspartner, og felgelig medierer
destruksjon av tumorcellene og/eller hemmer veksten av tumorcellene. Mekanismer ved
hvilke sadanne antistoffer utever en terapeutisk effekt kan omfatte komplementmediert
cytolyse, antistoffavhengig celluler cytotoksisitet, modulering av den fysiologiske funksjonen
til PSCA, hemning av ligandbindende eller signaltransduksjons reaksjonsveier, modulering av
tumorcelledifferensiering, endring av tumorangiogenesefaktorprofiler og/eller apoptose.
Eksempler omfatter Rituxan® for Ikke-Hodgkins Lymfom, Herceptin® for metastasisk
brystkreft og Erbitux® for kolorektal kreft.

[0253] Fagfolk pa omradet forstar at antistoffer kan anvendes til & spesifikt méle og binde
immunogene molekyler slik som en immunogen region til en PSCA-sekvens vist 1 figur 1. I
tillegg forstar fagfolk at det er rutine a konjugere antistoffer til cytotoksiske midler (se feks.
Slevers et al. Blood 93:11 3678-3684 (June 1, 1999)). Nar cytotoksiske og/eller terapeutiske
midler blir levert direkte til celler, slik som ved konjugering av dem til antistoffer spesifikke
for et molekyl uttrykt av den cellen (feks. PSCA), vil det cytotoksiske midlet uteve dens
kjente biologisk effekt (dvs. cytotoksisitet) pa de cellene.

[0254] En rekke sammensetninger og fremgangsmater for anvendelse av
antistoffcytotoksisk middel-konjugater til 4 drepe celler er kjent pa omradet. I sammenheng
med kreft medferer typiske fremgangsmater administrering til et dyr som har en tumor en
biologisk effektiv mengde av et konjugat omfattende et valgt cytotoksisk og/eller terapeutisk
middel bundet til et malrettet middel (£eks. et anti-PSCA-antistoff) som binder til en marker
(f.eks. PSCA) uttrykt, tilgjengelig for binding eller lokalisert pa celleoverflatene. En typisk
utferelsesform er en fremgangsmate for levering av et cytotoksisk og/eller terapeutisk middel
til en celle som uttrykker PSCA, omfattende konjugering av det cytotoksiske midlet til et
antistoff som immunospesifikt binder til en PSCA-epitop og eksponering av cellen til
antistoff-middel-konjugatet. En annen illustrativ utfgrelsesform er en fremgangsmate for
behandling av et individ mistenkt for a lide av metastasert kreft, omfattende et trinn av
administrering parenteralt til nevnte individ en farmaseytisk sammensetning omfattende en
terapeutisk effektiv mengde av et antistoff konjugert til et cytotoksisk og/eller terapeutisk
middel.

[0255] Kreftimmunoterapi ved anvendelse av anti-PSCA-antistoffer kan utferes 1 henhold
til forskjellige angrepméter som med hell er anvendt ved behandlingen av andre krefttyper,

omfattende men ikke begrenset til kolonkreft (Arlen et al., 1998, Crit. Rev. Immunol. 18:133-
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138), multippelt myelom (Ozaki et al., 1997, Blood 90:3179-3186, Tsunenari ef al., 1997,
Blood 90:2437-2444), gastrisk kreft (Kasprzyk ef al., 1992, Cancer Res. 52:2771-2776), B-
celle lymfom (Funakoshi ef al., 1996, J. Immunother. Emphasis Tumor Immunol. 19:93-101),
leukemi (Zhong et al., 1996, Leuk. Res. 20:581-589), kolorektal kreft (Moun ef al., 1994,
Cancer Res. 54:6160-6166; Velders et al., 1995, Cancer Res. 55:4398-4403) og brystkreft
(Shepard et al., 1991, J. Clin. Immunol. 11:117-127). Noen terapeutiske angrepmater
involverer konjugering av nakent antistoff til et toksin eller radioisotope, slik som
konjugeringen av henholdsvis Y*! eller I'*! til anti-CD20-antistoffer (f.eks. ZevalinTM, IDEC
Pharmaceuticals Corp. eller Bexxar™, Coulter Pharmaceuticals), mens andre involverer
samadministrering av antistoffer og andre terapeutiske midler, slik som HerceptinTM
(trastuzuMADb) med paclitaxel (Genentech, Inc.). Antistoffene kan vaere konjugert til et
terapeutisk middel. For & behandle prostatakreft kan for eksempel PSCA -antistoffer
administreres sammen med straling, kjemoterapi eller hormon ablasjon. Antistoffer kan ogsa
vare konjugert til et toksin slik som calicheamicin (feks. Mylotarg™, Wyeth-Ayerst,
Madison, NJ, et rekombinant humanisert IgGs kappa-antistoff konjugert til antitumor
antibiotisk calicheamicin) eller et maytansinoid (f eks. taxanbasert tumoraktivert prodrug,
TAP, platform, ImmunoGen, Cambridge, MA se ogsa feks. US-patent 5.416.064) eller
Auristatin E (Nat Biotechnol. 2003 Jul; 21(7):778-84. (Seattle Genetics)).

[0256] Selv om PSCA-antistoffterapi er anvendelig for alle trinn av kreft kan
antistoffterapi vare spesielt passende langt fremskredene eller metastasisk kreft. Behandling
med antistoffterapien ifelge oppfinnelsen er angitt for pasienter som har mottatt én eller flere
runder av kjemoterapi. Alternativt er antistoffterapi kombinert med et kjemoterapeutisk
middel eller stralingsregime for pasienter som ikke har mottatt kjemoterapeutisk behandling. I
tillegg kan antistoffterapi sette i stand til anvendelse av reduserte doser av ledsagende
kjemoterapi, spesielt for pasienter som ikke tolererer toksisiteten til det kjemoterapeutiske
midlet meget godt. Fan ef al. (Cancer Res. 53:4637-4642, 1993), Prewett ef al. (International
J. av Onco. 9:217-224, 1996) og Hancock ef al. (Cancer Res. 51:4575-4580, 1991) beskriver
anvendelsen av forskjellige antistoffer sammen med kjemoterapeutiske midler.

[0257] Selv om PSCA-antistoffterapi er anvendelig for alle trinn 1 kreft kan antistoffterapi
vare spesielt passende pa langt fremskredet eller metastasisk kreft. Behandling med
antistoffterapien er angitt for pasienter som har mottatt én eller flere runder av kjemoterapi.
Alternativt er antistoffterapi kombinert med et kjemoterapeutisk middel eller stralingsregime

for pasienter som ikke har mottatt kjemoterapeutisk behandling. I tillegg kan antistoffterapi
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sette 1 stand til anvendelse av reduserte doser av ledsagende kjemoterapi, spesielt for pasienter
som ikke tolererer toksisiteten til det kjemoterapeutiske midlet meget godt.

[0258] Kreftpasienter kan evalueres for tilstedeveerelsen og nivd av PSCA-ekspresjon,
fortrinnsvis ved anvendelse av immunohistokjemiske vurderinger av tumorvev, kvantitativ
PSCA-avbildning eller andre teknikker som palitelig indikerer tilstedevarelsen og graden av
PSCA-ekspresjon. Immunohistokjemisk analyse av tumorbiopsier eller kirurgiske prever er
foretrukket for dette formalet. Fremgangsmater for immunohistokjemisk analyse av tumorvev
er velkjente pa omradet.

[0259] Anti-PSCA monoklonale antistoffer som behandler prostata og annen kreft
omfatter de som initierer en kraftig immunrespons mot tumoren eller de som er direkte
cytotoksisk. I dette henseende kan anti-PSCA monoklonale antistoffer (MAbs) fremkalle
tumorcellelyse ved enten komplementmediert eller antistoffavhengig cellulere cytotoksisitets
(ADCC)-mekanismer, som begge krever en intakt Fc-del av immunoglobulinmolekylet for
interaksjon med effektorcelle-Fc-reseptorseter pa komplementare proteiner. I tillegg er anti-
PSCA-MADs som utave en direkte biologisk effekt pa tumorvekst anvendelige for & behandle
kreft som uttrykker PSCA. Mekanismer ved hvilke direkte cytotoksisk MAbs virker omfatter:
hemning av cellevekst, modulering av celluler differensiering, modulering av
tumorangiogenesefaktorprofiler og induksjon av apoptose. Mekanismen(e) ved hvilken en
spesiell anti-PSCA-MAD utever en antitumoreffekt er evaluert ved anvendelse av hvilket som
helst antall av in vitro-forsek som evaluerer celledad slik som ADCC, ADMMC,
komplementmediert cellelyse og sa frem, som generelt er kjent pa omradet.

[0260] Hos noen pasienter kan anvendelsen av murine eller andre ikke-humane
monoklonale antistoffer eller human/mus kimare MAbs fremkalle moderate til sterke
immunresponser mot det ikke-humane antistoffet. Dette kan resultere 1 utskilling av
antistoffet fra sirkulasjon og redusert effektivitet. I de alvorligste tilfellene kan en slik
immunrespons fore til den omfattende dannelsen av immunkomplekser som potensielt kan
forarsake nyresvikt. Falgelig er foretrukne monoklonale antistoffer anvendt i de terapeutiske
fremgangsmater ifelge oppfinnelsen de som er enten fullstendig humane eller humaniserte og
som binder spesifikt til mal-PSCA-antigenet med hgy affinitet men viser lav eller ingen
antigenisitet hos pasienten.

[0261] Terapeutiske fremgangsmater ifglge oppfinnelsen betrakter administreringen av
enkle anti-PSCA-MADbs s vel som kombinasjoner eller kocktailer av forskjellige MAbs.
Slike MAb-kocktailer kan ha visse fordeler da som de inneholder MAbs som maél for
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forskjellige epitoper, utnytter forskjellige effektormekanismer eller kombinerer direkte
cytotoksisk MAbs med MAbs som setter sin lit til immune effektorfunksjonalitet. Slike MAbs
1 kombinasjon kan vise synergistiske terapeutiske effekter. I tillegg kan anti-PSCA-MAbs
administreres samtidig med andre terapeutiske modaliteter, omfattende men ikke begrenset til
forskjellige kjemoterapeutiske midler, androgen-blokkere, immune modulatorer (feks. IL-2,
GM-CSF), kirurgi eller straling. Anti-PSCA-MAbene blir administrert i deres “nakne” eller
ukonjugerte form eller kan ha et terapeutisk middel (midler) konjugert til dem.

[0262] Anti-PSCA-antistofformuleringer blir administrert via hvilken som helst vei som
er 1 stand til levering av antistoffene til en tumorcelle. Administreringsfremgangsmater
omfatter, men er ikke begrenset til, intravengs, intraperitoneal, intramuskuler, intratumor,
intradermal og lignende. Behandling involverer generelt gjentatt administrering av anti-
PSCA-antistoffremstillingen, via en akseptabel administreringsvei slik som intravenes
injeksjon (IV), i en typisk dose i omradet ca. 0,1, ,2, .3, 4, ,5,.,6,,7,.8,,9,1,2,3,4,5,6,7, 8,
9, 10, 15, 20 eller 25 mg/kg kroppsvekt. Generelt er doser i omradet 10-1000 mg MADb pr. uke
effektive og godt tolerert.

[0263] Basert pa klinisk erfaring med Herceptin™-MADb ved behandling av metastasisk
brystkreft representerer en innledende belastningsdose omtrent 4 mg/kg pasientkroppsvekt IV,
fulgt av ukentlige doser pa ca. 2 mg/kg IV av anti-PSCA-MAb-fremstillingen et akseptabelt
doseringsregime. Fortrinnsvis blir den innledende “loading dosen” administrert som en 90-
minutts eller lenger infusjon. Den periodiske opprettholdelsesdosen blir administrert som en
30-minutts eller lenger infusjon, tilveiebrakt den innledende dosen ble godt tolerert. Som
anerkjent av fagfolk pa omradet kan forskjellige faktorer innvirke pa det ideelle doseregimet i
et spesielt tilfelle. Slike faktorer omfatter for eksempel bindingsaffiniteten og halveringstid til
Ab eller MAbs anvendt, graden av PSCA-ekspresjon hos pasienten, omfanget av sirkulerende
felt PSCA-antigen, det enskede likevekts antistoffkonsentrasjonsnivaet, behandlingsfrekvens
og innvirken pa kjemoterapeutiske eller andre midler anvendt i kombinasjon med
behandlingens fremgangsmate ifalge oppfinnelsen, sa vel som helsestatusen til en spesiell
pasient.

[0264] Eventuelt skulle pasienter bli evaluert for nivaene av PSCA i en gitt preve (feks.
nivaene av sirkulerende PSCA-antigen og/eller PSCA-uttrykkende celler) for & assistere 1
bestemmelsen av det mest effektive doseringsregimet, etc. Slike evalueringer er ogsa anvendt
for overvakning av formal gjennom hele terapi og er anvendelige til & méle terapeutisk

suksess 1 kombinasjon med evalueringen av andre parametere (for eksempel urincytologi
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og/eller ImmunoCyt-nivaer 1 blerekreftterapi eller analogt, serum PSA-nivaer i
prostatakreftterapi).

[0265] Antiidiotypiske anti-PSCA-antistoffer kan ogsd anvendes i antikreftterapi som en
vaksine for 4 fremkalle en immunrespons pa celler som uttrykker et PSCA -relatert protein.
Spesielt er dannelsen av antiidiotypiske antistoffer velkjente pd omradet; denne metodologien
kan lett bli adaptert for & danne antiidiotypiske anti-PSCA -antistoffer som etterligner en
epitop pa et PSCA-relatert protein (se for eksempel Wagner ez al., 1997, Hybridoma 16; 33-
40; Foon et al., 1995, J. Clin. Invest. 96:334-342; Herlyn et al., 1996, Cancer Immunol.
Immunother. 43:65-76). Et slikt antiidiotypisk antistoff kan anvendes i kreftvaksinestrategier.

[0266] Et formal med foreliggende oppfinnelse er & tilveiebringe PSCA-antistoffer, som
hemmer eller retarderer veksten av tumorceller som uttrykker PSCA og derved tilveiebringe
fremgangsmater for & hemme angiogenese og andre biologiske funksjoner og derved redusere
tumorvekst hos pattedyr, fortrinnsvis mennesker, ved anvendelse av slike PSCA-antistoffer og
spesielt ved anvendelse av slike PSCA-antistoffer kombinert med straling og kjemoterapi eller
begge.

[0267] I én utferelsesform er det synergi nar tumorer, omfattende humane tumorer,
behandles med PSCA-antistoffer ssmmen med kjemoterapeutiske midler eller straling eller
kombinasjoner derav. Med andre ord er hemningen av tumorvekst med et PSCA -antistoff
forbedret mer enn forventet nar kombinert med kjemoterapeutiske midler eller straling eller
kombinasjoner derav. Synergi kan bli vist for eksempel ved sterre hemning av tumorvekst ved
kombinert behandling enn ville vaere forventet fra en behandling av bare PSCA -antistoffer
eller den additive effekten av behandling med et PSCA-antistoff og et kjemoterapeutisk
middel eller striling. Fortrinnsvis er synergi demonstrert ved remisjon av kreften hvor
remisjon ikke er forventet fra behandling hverken fra et nakent PSCA -antistoff eller med
behandling ved anvendelse av en additiv kombinasjon av et PSCA-antistoff og et
kjemoterapeutisk middel eller straling.

[0268] Fremgangsmaten for veksthemming av tumorceller ved anvendelse av et PSCA-
antistoff og en kombinasjon av kjemoterapi eller straling eller begge omfatter administrering
av PSCA -antistoffet for, under eller etter begynnende kjemoterapi eller stralingsterapi, sa vel
som hvilken som helst kombinasjon derav (dvs. for og under, for og etter, under og etter eller
far, under og etter begynnende kjemoterapien og/eller stralingsterapi). For eksempel er
PSCA-antistoffet typisk administrert mellom 1 og 60 dager, fortrinnsvis mellom 3 og 40

dager, mer foretrukket mellom 5 og 12 dager for begynnende stralingsterapi og/eller
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kjemoterapi. Imidlertid, avhengig av behandlingsprotokollen og den spesifikke pasientens
behov, blir fremgangsmaéten utfart pd en mate som vil tilveiebringe den mest effektive
behandlingen og til slutt forlenge livet til pasienten.

[0269] Administreringen av kjemoterapeutiske midler kan gjennomfares pa en rekke
mater omfattende systemisk ved de parenterale og enterale veiene. I én utferelsesform blir
PSCA-antistoffet og det kjemoterapeutiske midlet administrert som separate molekyler. I en
annen utferelsesform er PSCA-antistoffet tilknyttet, for eksempel ved konjugering, til et
kjemoterapeutisk middel. (Se eksemplet betegnet “Humane kliniske forsek for behandlingen
og diagnosen av humane karsinomer gjennom anvendelse av humane anti-PSCA -antistoffer in
vivo™) og (Se avsnitt betegnet “PSCA som et mal for antistoffbasert terapi”). Spesielle
eksempler pa kjemoterapeutiske midler eller kjemoterapi omfatter cisplatin, dakarbazin
(DTIC), dactinomycin, mekloretamin (nitrogen mustard), streptozocin, cyklofosfamid,
carmustin (BCNU), lomustin (CCNU), doxorubicin (adriamycin), daunorubicin, prokarbazin,
mitomycin, cytarabin, etoposid, metotrexat, S-fluoruracil, vinblastin, vincristin, bleomycin,
paclitaxel (taxol), docetaxel (taxotere), aldesleukin, asparaginase, busulfan, karboplatin,
cladribin, dakarbazin, floxuridin, fludarabin, hydroksyurea, ifosfamid, interferon-alfa,
leuprolid, megestrol, melphalan, merkaptopurin, plicamycin, mitotan, pegaspargase,
pentostatin, pipobroman, plicamycin, streptozocin, tamoxifen, teniposid, testolakton,
tioguanin, tiotepa, uracilsennep, vinorelbin, klorambucil, taxol og kombinasjoner derav.

[0270] Kilden for straling, anvendt i kombinasjon med et PSCA-antistoff, kan enten veere
ekstern eller intern til pasienten som behandles. Nar kilden er ekstern for pasienten er terapien
kjent som ekstern stralingsterapi (“external beam radiation theraphy”, EBRT). Nar kilden for
striling er intern for pasienten er behandlingen betegnet brachyterapi (BT).

[0271] Stralingen blir administrert i henhold til velkjente standardteknikker ved
anvendelse av standardutstyr fremstilt for dette formalet, slik som AECL Theratron og Varian
Clinac. Stralingsdosen avhenger av en rekke faktorer som er velkjente pa omradet. Slike
faktorer omfatter organet som behandles, de friske organene i stralingsbanen som utilsiktet
kan bli negativt pavirket, toleransen til pasienten for stralingsterapi og omradet av kroppen
med behov for behandling. Dosen vil typisk vare mellom 1 og 100 Gy og mer spesielt
mellom 2 og 80 Gy. Noen doser som er rapportert omfatter 35 Gy til ryggmargen, 15 Gy til
nyrene, 20 Gy til leveren og 65-80 Gy til prostata. Det skal imidlertid bli fremhevet som

oppfinnelsen ikke er begrenset til noen spesiell dose. Dosen vil bestemmes av behandlingen
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til legen 1 henhold til de spesielle faktorene 1 en gitt situasjon, omfattende faktorene nevnt
ovenfor.

[0272] Distansen mellom kilden for den eksterne stralingen og punktet for inntredelsen
inn 1 pasienten kan vare hvilken som helst distanse som representerer en akseptabel balanse
mellom drap av mélceller og minimalisering av bivirkninger. Kilden for den eksterne
stralingen er typisk mellom 70 og 100 cm fra punktet av inntredelsen inn i pasienten.

[0273] Brachyterapi blir generelt utfert ved a plasere kilden for straling i pasienten.
Typisk blir kilden for straling plassert omtrent 0-3 cm fra vevet som behandles. Kjente
teknikker omfatter interstitiell, indre hulrom ("intercavitary”) og overflate brachyterapi. De
radioaktive opprinnelsene kan vere implantert permanent eller midlertidig. Noen typiske
radioaktive atomer som har vert anvendt 1 permanente implantater omfatter jod-125 og radon.
Noen typiske radioaktive atomer som har vart anvendt 1 midlertidige implantater omfatter
radium, cesium-137 og iridium-192. Noen ytterligere radioaktive atomer som har vart
anvendt i brachyterapi omfatter americium-241 og gull-198. Stralingsdosen for brachyterapi
kan veere den samme som nevnt ovenfor for ekstern stralingsterapi. I tillegg til faktorene
nevnt ovenfor for & bestemme dosen av ekstern stralingsterapi er typen av det radioaktive
atomet anvendt ogsa tatt i betraktning for bestemmelse av brachyterapidosen.

X.C.) PSCA som et mal for celluleere immunresponser

[0274] Vaksiner og fremgangsmater for fremstilling av vaksiner som inneholder en
immunogenisk effektiv mengde av én eller flere HLA-bindingspeptider er beskrevet her.
Videre omfatter vaksiner sammensetninger av én eller flere av de krevde peptidene. Et peptid
kan vere til stede 1 en vaksine individuelt. Alternativt kan peptidet eksistere som et
homopolymer omfattende multiple kopier av samme peptid eller som et heteropolymer av
forskjellige peptider. Polymerer har fordelen av gket immunologisk reaksjon og, hvor
forskjellige peptidepitoper blir anvendt for & fremstille polymeren, den ytterligere evnen for &
fremkalle antistoffer og/eller CTLer som reagerer med forskjellige antigendeterminanter til
den patogene organismen eller tumorrelatert peptid malrettet for en immunrespons.
Sammensetningen kan vere en naturlig forekommende region av et antigen eller kan
fremstilles, feks. rekombinant eller ved kjemisk syntese.

[0275] Berere som kan anvendes med vaksinene er velkjente pd omradet og omfatter
f-eks. tyroglobulin, albuminer slik som humant serum albumin, tetanustoksoid,
polyaminosyrer slik som poly-L-lysin, poly-L-glutaminsyre, influensa-, hepatitt B-virus

kjerneprotein og lignende. Vaksinene kan inneholde et fysiologisk tolererbart (dvs.
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akseptabelt) fortynningsmiddel slik som vann eller saltlesning, fortrinnsvis fosfatbufret
saltlgsning. Vaksinene omfatter ogsa typisk en adjuvans. Adjuvantia slik som ufullstendig
Freunds adjuvans, aluminiumfosfat, aluminiumhydroksyd eller alun er eksempler pa
materialer velkjente pa omradet. I tillegg, som beskrevet her, kan CTL-responser vare primet
ved konjugering av peptider ifalge oppfinnelsen til lipider, slik som tripalmitoyl-S-
glycerylcysteinlyseryl-serin (P3CSS). Videre er en adjuvans slik som syntetisk
cytosinfosforotiolert guanininneholdende (CpG)-oligonukleotider funnet & eke CTL-responser
10- til 100-ganger (se f-eks. Davila and Celis, J. Immunol. 165:539-547 (2000)).

[0276] Ved immunisering med en peptidsammensetning i henhold til oppfinnelsen, via
injeksjon, aerosol, oral, transdermal, transmukosal, intrapleural, intratekal eller andre egnete
veier responderer immunsystemet til verten pa vaksinen ved a produsere store mengder av
CTLer og/eller HTLer spesifikke for de enskede antigen. Falgelig blir verten minst delvis
immun til senere utvikling av celler som uttrykker eller overuttrykker PSCA-antigen eller
avleder minst noen terapeutiske fordeler nar antigenet ble tumorassosiert.

[0277] Inoen utfarelsesformer kan det vere gnskelig & kombinere klassen I-
peptidkomponenter med komponenter som fremkaller eller letter ngytralisering av antistoff og
eller hjelpe-T-celleresponser rettet mot méalantigenet. En foretrukket utferelsesform av en slik
sammensetning omfatter klasse I- og klasse II-epitoper 1 henhold til oppfinnelsen. En
alternativ utferelsesform av en slik sammensetning omfatter en klasse I- og/eller klasse II-
epitop 1 henhold til oppfinnelsen, sammen med en kryssreaktiv HTL-epitop slik som
PADRE™ (Epimmune, San Diego, CA)-molekyl (beskrevet feks. 1 US-patent nummer
5.736.142).

[0278] En vaksine kan ogsd omfatte antigenpresenterende celler (APC), slik som
dendrittiske celler (DC), som en konstituent for 4 presentere peptider ifglge oppfinnelsen.
Vaksinesammensetninger kan dannes in vitro, etter dendrittisk cellemobilisering og -hegsting,
hvorved lading av dendrittiske celler forekommer in vitro. For eksempel er dendrittiske celler
transfektert, £ eks. med et minigen 1 henhold til oppfinnelsen eller er pulserte med peptider.
Den dendrittiske cellen kan deretter administreres til en pasient for & fremkalle
immunresponser in vivo. Vaksinesammensetninger, enten DNA- eller peptidbaserte, kan ogsa
administreres in vivo i kombinasjon med dendrittisk cellemobilisering hvorved lading av
dendrittiske celler forekommer in vivo.

[0279] Fortrinnsvis er de felgende prinsipper anvendt nr selektering av et array av

epitoper for inklusjon 1 en polyepitopisk sammensetning for anvendelse 1 en vaksine eller for
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selektering av atskilte epitoper til & vaere omfattet i en vaksine og/eller a vere kodet for av
nukleinsyrer slik som et minigen. Det er foretrukket at hver av de felgende prinsipper blir
balansert for & fremstille seleksjonen. De multiple epitopene som blir innkorporert i en gitt
vaksinesammensetning kan vare, men trenger ikke vare, pafalgende i sekvens i det naturlige
antigenet fra hvilken epitopenene er avledet.

1) Epitoper er valgt som, ved administrering, etterligner immunresponser som er
observert & vere i samsvar med tumorutskilling. For HLLA-klasse I omfatter dette 3-4 epitoper
som kommer fra minst ett tumorassosiert antigen (TAA). For HLA-klasse II blir et lignende
rationale anvendt; igjen er 3-4 epitoper valgt fra minst ett TAA (se f.eks. Rosenberg et al.,
Science 278:1447-1450). Epitoper fra ett TAA kan anvendes i kombinasjon med epitoper fra
én eller flere ytterligere TAAer for & produsere en vaksine som malsgker tumorer med
varierende ekspresjonsmenstre av ofte uttrykte TAAer.

2) Epitoper er valgt som har den enskede bindingsaffiniteten etablert for a veere 1
samsvar med immunogenisitet: for HLA-klasse I en IC50 pa 500 nM eller mindre, ofte 200
nM eller mindre; og for klasse IT en IC50 pa 1000 nM eller mindre.

3) Tilstrekkelige supermotivbaerende peptider eller et tilstrekkelig array av
allelspesifikke motivbarende peptider er valgt, hvilket tilveiebringer bred
populasjonsdekning. For eksempel er det foretrukket & ha minst 80% populasjonsdekning. En
Monte Carlo-analyse, en statistisk evaluering kjent pa omradet, kan anvendes for & bedemme
bredden eller overskuddet av populasjonsdekning.

4)) Ved selektering av epitoper fra kreftrelatert antigener er det ofte anvendelig &
velge analoger fordi pasienten kan ha utviklet toleranse til den naturlige epitopen.

5) Av spesiell relevanse er epitoper referert til som “pakkete epitoper” (“nested
epitopes”). Pakkete epitoper forekommer hvor minst to epitoper overlapper 1 en gitt
peptidsekvens. En pakket peptidsekvens kan omfatte B-celle, HLA-klasse I- og/eller HLA-
klasse II-epitoper. Nér tilveiebringing pakkete epitoper er et generelt formal a tilveiebringe
det sterste antall av epitoper per sekvens. Saledes er et aspekt & unnga & tilveiebringe et peptid
som er hvilket som helst lenger enn aminoterminusen av den aminoterminale epitopen og
karboksyl terminusen av den karboksylterminale epitopen i peptidet. Nar tilveiebringing av en
multi-epitopisk sekvens, slik som en sekvens omfattende pakkete epitoper, er det generelt
viktig 4 screene sekvensen for a forsikre at det ikke har patologisk eller andre skadelige

biologiske egenskaper.
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6.) Hvis et polyepitopisk protein er dannet, eller nar frembringing av et minigen,
et formal er & danne det minste peptidet som omfatter de interessante epitopene. Dette
prinsippet er lignende hvis ikke det samme som det anvendt nér selektering av et peptid
omfattende pakkete epitoper. Imidlertid, med et kunstig polyepitopisk peptid, er
sterrelsesminimalisering av formal balansert mot behovet til & integrere hvilke som helst
spacersekvenser mellom epitoper 1 det polyepitopisk proteinet. Spaceraminosyreresiduer kan
for eksempel vare innfert for 4 unngd sammenfeyningsepitoper (en epitop gjenkjent av
immunsystemet, ikke til stede i malantigenet og bare dannet ved den menneskelagete
juxtaposisjonen av epitoper) eller for & lette spaltning mellom epitoper og derved forsterke
epitoppresentasjon. Sammenfeyningsepitoper er generelt som er unngétt fordi mottageren kan
generere en immunrespons pa den ikke-naturlige epitopen. Av spesiell betydning er en
sammenfgyningsepitop som er en “dominant epitop.” En dominant epitop kan fere til slik en
nidkjaer respons at immunresponser til andre epitoper er redusert eller undertrykket.

7.) Hvor sekvensene av multiple varianter av samme maélprotein er til stede kan
potensielle peptidepitoper ogsa bli valgt pa basisen av deres vern. For eksempel kan et
kriterium for vern defineres som at hele sekvensen av et HLA-klasse I-bindingspeptid eller
hele 9-mer kjernen av et klasse II-bindingspeptid blir konservert 1 en betegnet prosentdel av
sekvensene evaluert for et spesifikt proteinantigen.

X.C.1. Minigenvaksiner

[0280] Flere forskjellige angrepsmater er tilgjengelige som tillater samtidig levering av
multiple epitoper. Nukleinsyrer som koder for peptidene ifalge oppfinnelsen er en spesielt
anvendelig utferelsesform ifglge oppfinnelsen. Epitoper for inklusjon 1 et minigen er
fortrinnsvis valgt 1 henhold til retningslinjene angitt 1 det tidligere avsnittet. Et foretrukket
middel for administrering av nukleinsyrer som koder for peptidene ifalge oppfinnelsen
anvender minigenkonstruksjoner som koder for et peptid omfattende én eller multiple epitoper
ifalge oppfinnelsen.

[0281] Anvendelse av multi-epitopminigener er beskrevet nedenfor og 1 Ishioka et al., J.
Immunol. 162:3915-3925, 1999; An, L. and Whitton, J. L., J. Virol. 71:2292, 1997, Thomson,
S. A. etal.,]J. Immunol. 157:822, 1996; Whitton, J. L. et al., J. Virol. 67:348, 1993; Hanke, R.
et al., Vaccine 16:426, 1998. For eksempel kan et multi-epitop-DNA-plasmid som koder for
supermotiv- og/eller motivbzrende epitoper avledet PSCA, den PADRE™-universelle hjelpe-
T-celleepitopen eller multiple HTL-epitoper fra PSCA (se f.eks. tabeller V-XVIII og XXII til
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LI) og en endoplasmatisk retikulum-translokaliseringssignalsekvens konstrueres. En vaksine
kan ogsa omfatte epitoper som er avledet fra andre TA Aer.

[0282] Immunogenisiteten av et multi-epitopisk minigen kan bekreftes 1 transgene mus
for & bedemme sterrelsen av CTL-induksjonsresponser mot testete epitopener. Videre kan
immunogenisiteten av DNA-kodete epitoper in vivo vere 1 samsvar med in vitro-responsene
av spesifikke CTL-linjer mot malceller transfektert med DNA-plasmidet. Saledes kan disse
forsekene vise at minigenet tjener til bade: 1.) & generere en CTL-respons og 2.) som de
induserte CTLene gjenkjente celler som uttrykker de kodede epitopene.

[0283] For eksempel for & skape en DN A-sekvens som koder for de valgte epitoper
(minigen) for ekspresjon 1 humane celler kan aminosyresekvensene av epitopener vere revers
translatert. En human kodonanvendelsestabell kan anvendes til 4 guide kodonvalget for hver
aminosyre. Disse epitopkodende DNA-sekvensene kan vaere direkte tilgrenset, slik at nér
translatert, en kontinuerlig polypeptidsekvens er dannet. For & optimalisere ekspresjon
og/eller immunogenisitet kan ytterligere elementer innferes i minigendesignen. Eksempler pa
aminosyresekvenser som kan bli revers translatert og omfattet i minigensekvensen omfatter:
HL A-klasse I-epitoper, HLA-klasse II-epitoper, antistoffepitoper, en
ubiqutineringssignalsekvens og/eller et endoplasmatisk retikulum-maélrettet signal. I tillegg
kan HLA-presentasjon av CTL- og HTL-epitoper forbedres ved 4 omfatte syntetisk (feks.
poly-alanin) eller naturlig forekommende flankesekvenser 1 naboposisjon til CTL- eller HTL-
epitopene; disse sterre peptidene omfattende epitopen(e) er innenfor omfanget ifelge
oppfinnelsen.

[0284] Minigensekvensen kan omdannes til DNA ved sammling av oligonukleotider som
koder for pluss og minus tradene til minigenet. Overlappende oligonukleotider (30-100 baser
lange) kan syntetiseres, fosforyleres, renses og hybridises under passende betingelser ved
anvendelse av velkjente teknikker. Endene av oligonukleotidene kan vare bundet for
eksempel ved anvendelse av T4 DNA-ligase. Dette syntetiske minigenet, som koder for
epitoppolypeptidet, kan deretter bli klonet inn i en ensket ekspresjonsvektor.

[0285] Standard regulatorsekvenser velkjente for fagfolk pa omréadet er fortrinnsvis
omfattet i vektoren for a sikre ekspresjon i malcellene. Mange vektorelementer er gnskelig: en
promoter med et nedstrems kloningssete for minigeninsersjon; et polyadenyleringssignal for
effektiv transkripsjonsterminering; en E. coli-replikasjonsorigo; og en E. coli-selekterbar

marker (f.eks. ampicillin- eller kanamycinresistens). En rekke promotere kan anvendes for

338744



338744

91

dette formalet, feks. den humane cytomegalovirus (h\CMV)-promoteren. Se f.eks. US-patent
nr. 5.580.859 og 5.589.466 for andre egnete promotersekvenser.

[0286] Ytterligere vektormodifikasjoner kan vaere ensket for & optimalisere
minigenekspresjon og immunogenisitet. I noen tilfeller er introner ngdvendige for effektiv
genekspresjon og én eller flere syntetiske eller naturlig forekommende introner kunne bli
innfert 1 den transkriberte regionen av minigenet. Inklusjonen av mRNA-
stabiliseringssekvenser og sekvenser for replikasjon i mammalske celler kan ogsa bli betraktet
for gkning av minigenekspresjon.

[0287] Med én gang en ekspresjonsvektor er valgt er minigenet klonet inn 1
polylinkerregionen nedstrems for promoteren. Dette plasmidet blir transformert inn 1 en
passende E. coli-stamme og DNA blir fremstilt ved anvendelse av standardteknikker.
Orienteringen og DNA-sekvensen av minigenet, sa vel som alle andre elementer omfattet i
vektoren, er bekreftet ved anvendelse av restriksjonskartlegging og DNA-sekvensanalyse.
Bakterieceller som berer det korrekte plasmidet kan lagres som en hovedcellebank og en
arbeidscellebank.

[0288] Itillegg ser immunostimulerende sekvenser (ISSer eller CpGer) ut til & spille en
rolle 1 immunogenisiteten av DNA-vaksiner. Disse sekvensene kan omfattes 1 vektoren,
utenfor den minigenkodende sekvensen, om ensket for & forbedre immunogenisitet.

[0289] I noen utfarelsesformer kan en bisistronisk ("bicistronic”) ekspresjonsvektor som
tillater produksjon av bade de minigenkodete epitopene og et annet protein (omfattet for &
forbedre eller redusere immunogenisitet) anvendes. Eksempler pa proteiner eller polypeptider
som fordelaktig kunne forsterke immunresponsen hvis ko-uttrykt omfatter cytokiner (feks.
IL-2, IL-12, GM-CSF), cytokininduserende molekyler (feks. LelF), kostimulatoriske
molekyler eller for HTL-responser, pan-DR-bindingsproteiner (PADRE™, Epimmune, San
Diego, CA). Hjelpe-(HTL)-epitoper kan vaere bundet til intracelluleere malrettede signaler og
uttrykt separat fra uttrykte CTL-epitoper; dette tillater retning av HTL-epitopene til et
cellekammer forskjellig enn det til CTL-epitopene. Hvis nedvendig kunne dette fasilere mer
effektiv inntreden av HTL-epitoper inn 1 HLA-klasse II-reaksjonsveien, derved forbedring av
HTL-induksjon. I motsetning til HTL- eller CTL-induksjon kan spesifikk minking av
immunresponsen ved koekspresjon av immunosuppressive molekyler (£ eks. TGF-B) vere
fordelaktig 1 visse sykdommer.

[0290] Terapeutiske mengder av plasmid-DNA kan produseres for eksempel ved

fermentering 1 E. coli, fulgt av rensning. Alikvoter fra arbeidscellebanken blir anvendt til &
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inokulere vekstmedium og dyrket til metning i ristekolber eller en bioreaktor 1 henhold til
velkjente teknikker. Plasmid-DNA kan renses ved anvendelse av standard
biosepareringsteknologier slik som fastfase-anionbytterresiner levert av QIAGEN, Inc.
(Valencia, California). Hvis ngdvendig kan supertvunnet DNA isoleres fra de apne sirkulere
og linezre formene ved anvendelse av gelelektroforese eller andre fremgangsmater.

[0291] Renset plasmid-DNA kan fremstilles for injeksjon ved anvendelse av en rekke
formuleringer. Den enkleste av disse er rekonstituering av fryseterket DNA 1 sterile
fosfatbufret saltlgsning (PBS). Denne angrepmaten, kjent som "nakent DNA," er for tiden
blitt anvendt for intramuskulaer (IM)-administrering 1 kliniske forsgk. For & maksimere de
immunoterapeutiske effektene av minigen-DNA-vaksinene kan en alternativ fremgangsmate
for formulering av renset plasmid-DNA vere enskelig. En rekke fremgangsmaéter er beskrevet
og nye teknikker kan bli tilgjengelige. Kationiske lipider, glykolipider og fusogeniske
liposomer kan ogsd anvendes i formuleringen (se feks. som beskrevet av WO 93/24640;
Mannino & Gould-Fogerite, BioTechniques 6(7): 682 (1988); US-pat nr. 5.279.833; WO
91/06309; og Felgner, et al., Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 84:7413 (1987). 1 tillegg kunne
peptider og forbindelser referert til kollektivt som beskyttende, interaktive, ikke-
kondenserende forbindelser (PINC) ogsé veere kompleksert til renset plasmid-DNA for &
innvirke pa variabler slik som stabilitet, intramuskuleer dispersjon eller trafikkering til
spesifikke organer eller celletyper.

[0292] Malcellesensibilisering kan anvendes som et funksjonelt forsek for ekspresjon og
HI A-klasse I-presentasjon av minigenkodete CTL-epitoper. For eksempel blir plasmid-
DNAet innfert i en mammalsk cellelinje som er egnet som et mél for standard CTL-
kromfrigjeringsforsek. Transfeksjonsfremgangsmaten anvendt vil vere avhengig av den
endelige formuleringen. Elektroporering kan anvendes for "nakent" DNA, mens kationiske
lipider tillater direkte in vitro-transfeksjon. Et plasmid som uttrykker gront fluorescerende
protein (GFP) kan vere kotransfektert for a tillate anrikning av transfekterte celler ved
anvendelse av fluorescensaktivert cellesortering (FACS). Disse cellene blir deretter krom-51
(*!Cr)-merket og anvendt som malceller for epitopspesifikke CTL-linjer; cytolyse, detektert
ved 3!Cr-frigjering, indikerer bide produksjon og HLA-presentasjon av minigenkodete CTL-
epitoper. Ekspresjon av HTL-epitoper kan evalueres pa analog mate ved anvendelse av forsgk
for & bedemme HTL-aktivitet.

[0293] In vivo-immunogenisitet er en annen angrepmate for funksjonell testing av

minigen-DNA-formuleringer. Transgene mus som uttrykker passende humane HLA-proteiner
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er immunisert med DNA-produktet. Dosen og administreringsveien er formuleringsavhengig
(f-eks. IM DNA 1 PBS, intraperitoneal (i.p.) for lipid-kompleksert DNA). Tjueen dager etter
immunisering blir miltceller hgstet og restimulert 1 én uke 1 nerveeret av peptider som koder
for hver testede epitop. Deretter, for CTL-effektorceller, blir forsek utfert for cytolyse av
peptidladete, >'Cr-merkete malceller ved anvendelse av standardteknikker. Lyse av malceller
som ble sensibilisert ved HLA-ladet med peptidepitoper, svarende til minigenkodete epitoper,
demonstrerer DNA-vaksinefunksjon for in vivo-induksjon av CTLer. Immunogenisitet av
HTL-epitoper er bekreftet i transgene mus péa analog mate.

[0294] Alternativt kan nukleinsyrene administreres ved anvendelse av ballistisk levering
som beskrevet for eksempel 1 US-patent nr. 5.204.253. Ved anvendelse av denne teknikken
blir partikler omfattet utelukkende DNA administrert. I en ytterligere alternativ utferelsesform
kan DNA vere adherert til partikler slik som gullpartikler.

[0295] Minigener kan ogsé leveres ved anvendelse av andre bakterielle eller virale
leveringssystemer velkjente pa omradet, feks. kan en ekspresjonskonstruksjon som koder for
epitoper ifglge oppfinnelsen innferes 1 en viral vektor slik som vaccinia.

X.C.2 Kombinasjoner av CTL-peptider med hjelpepeptider

[0296] Vaksinesammensetninger omfattende CTL-peptider ifglge oppfinnelsen kan
modifiseres, feks. analoges, for & tilveiebringe gnskete kjennetegn, slik som forbedret
serumhalveringstid, utvidet populasjonsdekning eller forbedret immunogenisitet.

[0297] For eksempel kan evnen til et peptid for a fremkalle CTL-aktivitet forbedres ved
kobling av peptidet til en sekvens som inneholder minst én epitop som kan fremkalle en T-
hjelpecellerespons. Selv om et CTL-peptid kan vaere direkte bundet til et T-hjelpepeptid er
ofte CTL-epitop-/HTL-epitopkonjugater bundet av et spacermolekyl. Spaceren er typisk
omfattet av relativt sma, ngytrale molekyler, slik som aminosyrer eller aminosyremimetika,
som hovedsakelig er uladete under fysiologiske betingelser. Spacerene er typisk valgt fra
f-eks. Ala, Gly eller andre ngytrale spacere av ikke-polare aminosyrer eller ngytral polare
aminosyrer. Det vil forstds at den eventuelt til stede spaceren ikke trenger veere omfattet av
samme residuer og kan saledes vare en hetero- eller homo-oligomer. Nar til stede vil spaceren
vanligvis vere minst én eller to residuer, mer vanlig tre til seks residuer og noen ganger 10
eller flere residuer. CTL-peptidepitopen kan vare bundet til T-hjelpepeptidepitopen enten
direkte eller via en spacer enten ved amino- eller karboksyterminusen av CTL-peptidet.

Aminoterminusen av enten det immunogene peptidet eller T-hjelpepeptidet kan acyleres.
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[0298] HTL-peptidepitoper kan ogséd modifiseres for & endre deres biologiske egenskaper.
For eksempel kan de modifiseres til & omfatter D-aminosyrer for & gke deres resistens mot
proteaser og siledes forlenge deres serumhalveringstid, eller de kan bli konjugert til andre
molekyler slik som lipider, proteiner, karbohydrater og lignende for & gke deres biologiske
aktivitet. For eksempel kan et T-hjelpepeptid vere konjugert til én eller flere
palmitinsyrekjeder pa enten amino- eller karboksylterminalen.

X.C3. Kombinasjoner av CTL-peptider med T-celle-primingsmidler

[0299] I noen utfarelsesformer kan det veere gnskelig & inkludere 1 de farmasgytiske
sammensetningene ifglge oppfinnelsen minst én komponent som primer B-lymfocytter eller
T-lymfocytter. Lipider er identifisert som midler som er 1 stand til priming av CTL in vivo.
For eksempel kan palmitinsyreresiduer vere bundet til - og a-aminogruppene til en
lysinresidue og deretter bundet, f.eks. via én eller flere linkingresiduer, slik som Gly, Gly-
Gly-, Ser, Ser-Ser eller lignende, til et immunogent peptid. Det lipiderte peptidet kan deretter
administreres enten direkte 1 en micelle eller partikkel, innfert 1 en liposom eller emulgert 1 en
adjuvans, f.eks. ufullstendig Freunds adjuvans. I en foretrukket utferelsesform omfatter en
spesielt effektiv immunogensammensetning palmitinsyre bundet til - og a-aminogrupper til
Lys, som er tilknyttet via binding, f.eks. Ser-Ser, til aminoterminusen til det immunogene
peptidet.

[0300] Som et annet eksempel pa lipidpriming av CTL-responser kan E. coli-
lipoproteiner, slik som tripalmitoyl-S-glycerylcysteinlyseryl-serin (P3CSS) anvendes til &
prime virusspesifikk CTL nar kovalent bundet til et passende peptid (se feks. Deres, et al.,
Nature 342:561, 1989). Peptider ifglge oppfinnelsen kan kobles til for eksempel P3CSS, og
lipopeptidet administreres til et individ for & prime spesifikt en immunrespons pa
maélantigenet. Videre, fordi induksjon av ngytraliserende antistoffer ogsa kan vere primet med
P3CSS-konjugerte epitoper, kan to slike ssmmensetninger kombineres til mer effektivt 4
fremkalle bade humorale og cellemedierte responser.

X.CA4. Vaksinesammensetninger omfattende DC pulserte med CTL-
og/eller HTL-peptider

[0301] En utferelsesform av en vaksinesammensetning omfatter ex vivo-administrering av
en kocktail av epitopberende peptider til PBMC, eller isolert DC derfra, fra pasientens blod.
Et farmasgytisk middel for a lette hgsting av DC kan anvendes slik som Progenipoietin™
(Pharmacia-Monsanto, St. Louis, MO) eller GM-CSF/IL-4. Etter pulsering av DCen med

peptider og for reinfusjon i pasienter blir DCen vasket for a fjerne ubundne peptider. I denne
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utferelsesformen omfatter en vaksine peptidpulserte DCer som presenterer de pulserte
peptidepitopene kompleksert med HLA-molekyler pa deres overflater.

[0302] DCen kan bli pulsert ex vivo med en kocktail av peptider, noen av hvilke som
stimulerer CTL-responser til PSCA. Eventuelt kan et hjelpe-T-celle (HTL)-peptid, slik som et
naturlig eller kunstig lgst begrenset HLA-klasse IT-peptid, omfattes for & lette CTL-responsen.
Séledes blir en vaksine i henhold til oppfinnelsen anvendt for & behandle kreft som uttrykker
eller overuttrykker PSCA.

X.D.) Adoptiv immunoterapi

[0303] Antigene PSCA-relaterte peptider blir dessuten anvendt for & fremkalle en CTL-
og/eller HTL-respons ex vivo. De resulterende CTL- eller HTL-cellene kan anvendes for a
behandle tumorer hos pasienter som ikke responderer til andre konvensjonelle former for
terapi eller ikke vil respondere pé et terapeutisk vaksinepeptid eller -nukleinsyre 1 henhold til
oppfinnelsen. Ex vivo CTL- eller HTL-responser pa et spesielt antigen er indusert ved
innkubering 1 vevkultur pasientens, eller genetisk kompatible, CTL- eller HTL-forlgperceller
sammen med en kilde for antigenpresenterende celler (APC), slik som dendrittiske celler, og
det passende immunogene peptidet. Etter en passende innkuberingstid (typisk ca. 7-28 dager),
hvor forlepercellene er aktivert og utvidet til effektorceller, blir cellene infusert tilbake 1
pasienten, hvor de vil destruere (CTL) eller lette destruksjon (HTL) av deres spesifikke
malcelle (feks. en tumorcelle). Transfekterte dendrittiske celler kan ogsé anvendes som
antigenpresenterende celler.

X.E.) Administrering av vaksiner for terapeutiske eller profylaktiske formal

[0304] Farmaseytiske midler og vaksinesammensetninger blir typisk anvendt for &
behandle og/eller forhindre kreft som uttrykker eller overuttrykker PSCA. I terapeutiske
applikasjoner blir peptid- og/eller nukleinsyresammensetninger administrert til en pasient 1 en
mengde tilstrekkelig for & fremkalle en effektiv B-celle-, CTL- og/eller HTL-respons pa
antigenet og til & kurere eller minst delvis stanse eller sakne symptomer og/eller
komplikasjoner. En mengde tilstrekkelig til & gjennomfere dette er definert som "terapeutisk
effektive dose." Mengder effektive for denne anvendelsen vil avhenge av feks. den spesielle
sammensetningen administrert, administreringsfremgangsmaten, trinnet og alvorlighetsgraden
av sykdommen som behandles, vekten og generelle helsetilstanden til pasienten og
bedemmelsen til den foreskrivende legen.

[0305] For farmasegytiske sammensetninger blir de immunogene peptidene ifolge

oppfinnelsen, eller DNA som koder for dem, generelt administrert til et individ som allerede
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beerer en tumor som uttrykker PSCA. Peptidene eller DNA som koder for dem kan
administreres individuelt eller som fusjoner av én eller flere peptidsekvenser. Pasienter kan
som passende behandles med de immunogene peptidene separat eller sammen med andre
behandlinger slik som kirurgi.

[0306] For terapeutisk anvendelse skulle administrering generelt begynne ved den forste
diagnosen av PSCA-assosiert kreft. Dette er fulgt av forsterkningsdoser ("boosting doser”)
inntil minst symptomer er hovedsakelig dempet og for en periode deretter. Utforelsesformen
av vaksinesammensetningen (dvs. omfattende, men ikke begrenset til utferelsesformer slik
som peptidkocktailer, polyepitopiske polypeptider, minigener eller TAA-spesifikke CTLer
eller pulserte dendrittiske celler) levert til pasienten kan variere 1 henhold til trinnet av
sykdommen eller pasientens helsestatus. For eksempel hos en pasient med en tumor som
uttrykker PSCA kan en vaksine omfattende PSCA-spesifikk CTL vere mer effektiv i drap av
tumorceller 1 pasient med langt fremskredet sykdom enn alternative utferelsesformer.

[0307] Det er generelt viktig for a tilveiebringe en mengde av peptidepitopen levert ved
en administreringsfremgangsmate tilstrekkelig til 4 stimulere effektivt en cytotoksisk T-
cellerespons; sammensetninger som stimulerer hjelpe-T-celleresponser kan ogsé vere
tilveiebrakt 1 henhold til denne utferelsesformen ifelge oppfinnelsen.

[0308] Dosen for en innledende terapeutisk immunisering forekommer generelt i et
enhetsdoseomrade hvor den lavere verdien er ca. 1, 5, 50, 500 eller 1.000 pg og den heyere
verdien er ca. 10.000; 20.000; 30.000; eller 50.000 pg. Doseverdier for et menneske varierer
typisk fra ca. 500 pg til ca. 50.000 pg pr. 70 kg. pasient. Forsterkningsdoser pa mellom ca. 1,0
pg til ca. 50.000 pg peptid 1 samsvar med et forsterkningsregime over uker til maneder kan
administreres avhengig av pasientens respons og forhold som bestemt ved & male den
spesifikke aktiviteten til CTL og HTL oppnadd fra pasientens blod. Administrering skal
fortsette inntil minst kliniske symptomer eller laboratorietester indikerer at neoplasien blir
fjernet eller redusert og for en periode deretter. Dosene, administreringsfremgangsmatene og
doseregimene blir regulert i henhold til fremgangsmater kjent pd omradet.

[0309] Ivisse utferelsesformer blir peptidene og sammensetningene ifelge foreliggende
oppfinnelse anvendt 1 alvorlig sykdomstilstander, dvs. livstruende eller potensielt livstruende
situasjoner. I slike tilfeller, som et resultat av de minimale mengdene av ytre substanser og
den relativt ikke-toksiske naturen til peptidene 1 foretrukne sammensetninger ifelge
oppfinnelsen, er det mulig og kan veare felt enskelig ved behandlingen av lege 4 administrere

vesentlige overskudd av disse peptidsammensetninger 1 forhold til disse angitt dosemengder.
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[0310] Vaksinesammensetningene kan ogsa anvendes utelukkende som profylaktiske
midler. Generelt dosen for en innledende profylaktisk immunisering forekommer generelt 1 et
enhetsdoseomrade hvor den lavere verdien er ca. 1, 5, 50, 500 eller 1000 pg og den hayere
verdien er ca. 10.000; 20.000; 30.000; eller 50.000 ng. Doseverdier for et menneske varierer
typisk fra ca. 500 pg til ca. 50.000 pg pr. 70 kg. pasient. Dette er fulgt av forsterkningsdoser
pa mellom ca. 1,0 pg til ca. 50.000 pg av peptid administrert ved definerte intervaller fra
omtrent fire uker til seks maneder etter den innledende administreringen av vaksine.
Immunogenisiteten av vaksinen kan bedemmes ved & méle den spesifikke aktiviteten til CTL
og HTL oppnadd fra en preve av pasientens blod.

[0311] De farmaseytiske sammensetningene for terapeutisk behandling er ment for
parenteral, topisk, oral, nasal, intratekal eller lokal (feks. som en krem eller topisk salve)
administrering. Fortrinnsvis blir de farmaseytiske sammensetningene administrert parentalt,
f-eks. intravenest, subkutant, intradermalt eller intramuskulert. Saledes beskrives
sammensetninger for parenteral administrering som omfatter en lesning av de immunogene
peptidene opplest eller suspendert i en akseptabel berer, fortrinnsvis en vandig barer.

[0312] En rekke vandig barere kan anvendes, f.eks. vann, bufret vann, 0,8% saltlesning,
0,3% glycin, hyaluronsyre og lignende. Disse sammensetningene kan steriliseres ved
konvensjonelle, velkjente steriliseringsteknikker eller kan bli sterilfiltrert. De resulterende
vandige lgsningene kan pakkes for anvendelse som de er eller frysetorket, den fryseterkete
fremstillingen blir kombinert med en steril lesning for administrering.

[0313] Sammensetningene kan inneholde farmaseytisk akseptable hjelpesubstanser som
ngdvendig til omtrentlige fysiologiske betingelser, slik som pH-regulering og buffermidler,
tonisitetsregulerende midler, fuktemidler, konserveringsmidler og lignende, for eksempel
natriumacetat, natriumlaktat, natriumklorid, kaliumklorid, kalsiumklorid, sorbitanmonolaurat,
trietanolamin oleat, etc.

[0314] Konsentrasjonen av peptider ifglge oppfinnelsen i de farmasgytiske
formuleringene kan variere sterkt, dvs. fra mindre enn ca. 0,1%, vanligvis pa eller minst ca.
2% til s& meget som 20% til 50% eller mer etter vekt og vil velges primeert ved
veskevolumer, viskositeter, etc., 1 henhold til den valgte spesielle
administreringsfremgangsmaten.

[0315] En human enhetsdoseform av en sammensetning er typisk omfattet 1 en
farmasgytisk sammensetning som omfatter en human enhetsdose av en akseptabel berer, 1 én

utferelsesform en vandig barer, og blir administrert 1 et volum/mengde som er kjent av
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fagfolk pa omradet som skal anvendes for administrering av slike sammensetninger til
mennesker (se feks. Remington’s Pharmaceutical Sciences, 17th Edition, A. Gennaro, Editor,
Mack Publishing Co., Easton, Pennsylvania, 1985). For eksempel kan en peptiddose for
innledende immunisering vere fra ca. 1 til ca. 50.000 pg, generelt 100-5.000 pg, for en 70 kg
pasient. For eksempel for nukleinsyrer kan en innledende immunisering utferes ved
anvendelse av en ekspresjonsvektor 1 form av nakent nukleinsyre administrert IM (eller SC
eller ID) i mengdene av 0,5-5 mg pa multiple steder. Nukleinsyren (0,1 til 1000 pg) kan ogsa
administreres ved anvendelse av en genpistol. Etter en innkuberingsperiode pa 3-4 uker blir
en forsterkningsdose deretter administrert. Forsterkeren kan vere rekombinant fowlpoxvirus
administrert i en dose pa 5-107 til 5x10° pfu.

[0316] For antistoffer involverer en behandling generelt gjentatt administrering av anti-
PSCA-antistoffremstillingen, via en akseptabel administreringsvei slik som intravenes
injeksjon (IV), typisk i en dose 1 omradet ca. 0,1 til ca. 10 mg/kg kroppsvekt. Generelt er
doser i omradet 10-500 mg MAD pr. uke effektive og godt tolererte. Videre representerer en
innledende “loading dose” pa omtrent 4 mg/kg pasientkroppsvekt IV, fulgt av ukentlige doser
pa ca. 2 mg/kg IV av anti- PSCA-MAb-fremstillingen et akseptabel doseringsregime. Som
anerkjent av fagfolk pd omradet kan forskjellige faktorer innvirke pa den ideelle dosen i et
spesielt tilfelle. Slike faktorer omfatter for eksempel halveringstid av en sammensetning,
bindingsaffiniteten til en Ab, immunogenisiteten til en substans, graden av PSCA-ekspresjon
hos pasienten, omfanget av sirkulerende felt PSCA-antigen, det enskede
likevektskonsentrasjonsnivaet, behandlingsfrekvens og innvirkningen av kjemoterapeutisk
midler eller andre midler anvendt i kombinasjon med behandlingsfremgangsmaten beskrevet
heri, sa vel som helsestatusen til en spesiell pasient. Ikke-begrensende foretrukne humane
enhetsdoser er for eksempel 500ug - 1 mg, 1 mg - 50 mg, 50 mg - 100 mg, 100 mg - 200 mg,
200 mg - 300 mg, 400 mg - 500 mg, 500 mg - 600 mg, 600 mg - 700 mg, 700 mg - 800 mg,
800 mg - 900 mg, 900 mg - 1 g eller 1 mg - 700 mg. I visse utferelsesformer er dosen i et
omrade pa 2-5 mg/kg kroppsvekt, feks. fulgt av ukentlige doser pa 1-3 mg/kg; 0,5mg, 1,2, 3,
4,5,6,7,8,9,10 mg/kg kroppsvekt fulgt, feks. i to, tre eller fire uker av ukentlige doser; 0,5
- 10 mg/kg kroppsvekt, feks. fulgt 1 to, tre eller fire uker av ukentlige doser; 225, 250, 275,
300, 325, 350, 375, 400 mg m? av kroppsoverflate ukentlig; 1-600 mg m? av kroppsoverflate
ukentlig; 225-400 mg m? av kroppsoverflate ukentlig; disse doser kan folges av ukentlige
doseri2,3,4,5,6,7,8,9,19, 11, 12 eller flere uker.
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[0317] I én utferelsesform omfatter humane enhetsdoseformer av polynukleotider et egnet
doseomréde eller effektiv mengde som tilveiebringer hvilken som helst terapeutisk effekt.
Som anerkjent av en fagmann pa omradet avhenger en terapeutisk effekt av flere faktorer,
omfattende sekvensen av polynukleotidet, molekylvekt av polynukleotidet og
administreringsvel. Doser er generelt valgt av legen eller annet profesjonelt helsepersonell 1
henhold til en rekke parametere kjent pa omradet, slik som alvorlighetsgrad av symptomer,
pasienthistorie og lignende. Generelt, for et polynukleotid pa ca. 20 baser, kan et doseomrade
velges fra for eksempel en uavhengig valgt lavere grense slik som ca. 0,1, 0,25, 0,5, 1, 2, 5,
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400 eller S00 mg/kg opptil en uavhengig
valgt @vre grense, sterre enn den nedre grensen, pa ca. 60, 80, 100, 200, 300, 400, 500, 750,
1000, 1500, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 8000, 9000 eller 10.000 mg/kg. For
eksempel en dose kan vere omtrent hvilken som helst av de felgende: 0,1 til 100 mg/kg, 0,1
til 50 mg/kg, 0,1 til 25 mg/kg, 0,1 til 10 mg/kg, 1 til 500 mg/kg, 100 til 400 mg/kg, 200 til 300
mg/kg, 1 til 100 mg/kg, 100 til 200 mg/kg, 300 til 400 mg/kg, 400 til 500 mg/kg, SO0 til 1000
mg/kg, 500 til 5000 mg/kg eller 500 til 10.000 mg/kg. Generelt kan parenterale
administreringsfremgangsmater kreve hgyere doser av polynukleotid sammenlignet med mer
direkte anvendelse av nukleotidet til sykdomsvev, som gjer polynukleotider av gkende
lengde.

[0318] I én utferelsesform omfatter humane enhetsdoseformer av T-celler et egnet
doseomrade eller effektiv mengde som tilveiebringer hvilken som helst terapeutisk effekt.
Som anerkjent av en fagmann pa omradet avhenger en terapeutisk effekt av flere faktorer.
Doser er generelt valgt av legen eller annet profesjonelt helsepersonell 1 henhold til en rekke
parametere kjent pd omradet, slik som alvorlighetsgrad av symptomer, pasienthistorie og
lignende. En dose kan vare ca. 10* celler til ca. 10° celler, ca. 10° celler til ca. 108 celler, ca.
108 til ca. 10 celler eller ca. 10® til ca. 5 x 10! celler. En dose kan ogsi vare ca. 10°
celler/m? til ca. 10'° celler/m? eller ca. 10° celler/m? til ca. 108 celler/m?.

[0319] Proteiner(-ene) ifelge oppfinnelsen og/eller nukleinsyrer som koder for
proteinet(ene), kan ogsé administreres via liposomer, som ogséa kan tjene til: 1) & méle
proteinet(ene) til et spesielt vev, slik som lymfoidvev; 2) & male selektivitet til sykdomsceller;
eller 3) & gke halveringstiden til peptidsammensetningen. Liposomer omfatter emulsjoner,
skum, miceller, uoppleselige monolag, flytende krystaller, fosfolipiddispersjoner, lamellag
("lamellar layer”) og lignende. I disse fremstillingene er peptidet som blir levert innkorporert

som del av et liposom, alene eller sammen med et molekyl som binder til en reseptor utbredt
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blant lymfoide celler, slik som monoklonale antistoffer som binder til CD45-antigenet eller
med andre terapeutiske eller immunogene sammensetninger. Sdledes kan liposomer enten fylt
eller dekorert med et gnsket peptid ifelge oppfinnelsen vere rettet mot setet til lymfoide
celler, hvor liposomene deretter leverer peptidsammensetningene. Liposomer for anvendelse 1
henhold til oppfinnelsen blir dannet fra standard bleredannende lipider, som generelt omfatter
neytrale og negativt ladete fosfolipider og en sterol slik som kolesterol. Seleksjonen av lipider
er generelt guidet ved betraktning av feks. liposomsterrelse, syrelabilitet og stabilitet av
liposomene i blodstremmen. En rekke fremgangsmater er tilgjengelige for fremstilling av
liposomer, som beskrevet i f.eks. Szoka, et al., Ann. Rev. Biophys. Bioeng. 9:467 (1980) og
US-patent nr. 4.235.871, 4.501.728, 4.837.028 og 5.019.369.

[0320] For malrettede celler i immunsystemet kan en ligand som blir innfert i liposomet
omfatte feks. antistoffer eller fragmenter derav spesifikke for celleoverflatedeterminanter av
de enskede immunsystemceller. En liposomsuspensjon inneholdende et peptid kan
administreres intravengst, lokalt, topisk, etc. 1 en dose som varierer 1 henhold til, bl.a.
administreringsfremgangsmaten, peptidet som blir levert og trinnet av sykdommen som
behandles.

[0321] For faste sammensetninger kan konvensjonelle ikke toksiske faste barere
anvendes som omfatter for eksempel farmaseytiske kvaliteter av mannitol, laktose, stivelse,
magnesiumstearat, natriumsakkarin, talk, cellulose, glukose, sukrose, magnesiumkarbonat og
lignende. For oral administrering blir en farmaseytisk akseptabel ikke-toksisk sammensetning
dannet ved innkorporering av hvilken som helst av de normalt anvendte tilsetningsmidlene,
slik som de bererne tidligere listet opp og generelt 10-95% av aktiv bestanddel, dvs. ett eller
flere peptider ifelge oppfinnelsen og mer foretrukket i en konsentrasjon pa 25%-75%.

[0322] For aerosoladministrering er immunogene peptider fortrinnsvis tilfert 1 findelt
form sammen med et overflateaktivt middel og drivmiddel. Typiske prosentdeler av peptider
er ca. 0,01%-20 vekt%, fortrinnsvis ca. 1%-10%. Det overflateaktive midlet ma selvfelgelig
vare ikke-toksisk og fortrinnsvis oppleselig 1 drivmiddelet. Representative for slike midler er
esterne eller partielle estere av fettsyrer inneholdende fra ca. 6 til 22 karbonatomer, slik som
kapron-, oktan-, laurin-, palmitin-, stearin-, linol-, linolen-, olesterin- ("olesteric”) og
oleinsyrer med en alifatisk polyhydriske alkohol eller dens sykliske anhydrid. Blandete estere
slik som blandete eller naturlige glycerider kan anvendes. Det overflateaktive midlet kan

utgjere ca. 0,1%-20 vekt% av sammensetningen, fortrinnsvis ca. 0,25-5%. Balansen av
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sammensetningen er vanligvis drivmiddel. En berer kan ogsa vare omfattet hvis ensket som

med f-eks. lecitin for intranasal levering.

X1) Diagnostiske og prognostiske utferelsesformer av PSCA.

[0323] Som beskrevet her blir PSCA-polynukleotider, polypeptider, reaktive cytotoksisk
T-celler (CTL), reaktive hjelpe-T-celler (HTL) og antipolypeptidantistoffer anvendt i
velkjente diagnostiske, prognostiske og terapeutiske forsgk som eksaminer lidelser forbundet
med dysregulert cellevekst slik som kreft, spesielt kreften listet opp i tabell I (se f.eks. bade
dens spesifikke menster av vevsekspresjon sa vel som dens overekspresjon 1 visse kreft som
beskrevet for eksempel 1 eksemplet betegnet “Ekspresjonsanalyse av PSCA 1 normalt vev og
pasientprever”).

[0324] PSCA kan bli analogisert til et prostata assosiert antigen PSA, den arketypiske
markeren som har vert anvendt av medisinske praktiserende leger for ar for & identifisere og
monitorere tilstedevarelsen av prostatakreft (se f.eks. Merrill et al., J. Urol. 163(2): 503-5120
(2000); Polascik et al., J. Urol. Aug; 162(2):293-306 (1999) og Fortier et al., J. Nat. Cancer
Inst. 91(19): 1635-1640(1999)). En rekke andre diagnostisk markerer er ogsé anvendt i
lignende sammenhenger omfattende p53 og K-ras (se feks. Tulchinsky ef al., Int J Mol Med
1999 Jul 4(1):99-102 og Minimoto ef al., Cancer Detect Prev 2000;24(1):1-12). Derfor tillater
denne beskrivelsen av PSCA-polynukleotider og polypeptider (sa vel som PSCA-
polynukleotidprober og anti-PSCA-antistoffer anvendt for & identifisere tilstedevaerelsen av
disse molekylene) og deres egenskaper fagfolk til & anvende disse molekylene ved
fremgangsmater som er analoge med de anvendte, for eksempel 1 en rekke diagnostiske forsgk
rettet mot undersgkelse av lidelser forbundet med kreft.

[0325] Typiske utfarelsesformer av diagnostiske fremgangsmater som anvender PSCA-
polynukleotidene, polypeptidene, reaktive T-cellene og antistoffene er analoge med de
fremgangsmatene fra veletablerte diagnostiske forsgk, som & anvende f.eks. PSA-
polynukleotider, polypeptider, reaktive T-celler og antistoffer. For eksempel liksom PSA-
polynukleotider blir anvendt som prober (for eksempel 1 Northern-analyse, se feks. Sharief
et al., Biochem. Mol. Biol. Int. 33(3):567-74(1994)) og primere (for eksempel i PCR-analyse,
se feks. Okegawa et al., J. Urol. 163(4): 1189-1190 (2000)) for & observere tilstedeverelsen
og/eller nivaet av PSA-mRNAer ved fremgangsmater for overvakning av PSA-overekspresjon
eller metastasen av prostatakreft, PSCA-polynukleotidene beskrevet her kan anvendes pa
samme mate for & detektere PSCA-overekspresjon eller metastasen av prostata og annen kreft

som uttrykker dette genet. Alternativt, liksom PS A-polypeptider blir anvendt for & danne
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antistoffer spesifikke for PSA som deretter kan anvendes for & observere tilstedevarelsen
og/eller nivaet av PS A-proteiner ved fremgangsmater for & overvake PSA-
proteinoverekspresjon (se f.eks. Stephan et al., Urology 55(4):560-3 (2000)) eller metastasen
til prostataceller (se f.eks. Alanen ef al., Pathol. Res. Pract. 192(3):233-7 (1996)), kan PSCA-
polypeptidene beskrevet her anvendes for & danne antistoffer for anvendelse i1 detektering av
PSCA-overekspresjon eller metastasen av prostataceller og celler av annen kreft som
uttrykker dette genet.

[0326] Spesifikt, fordi metastaser involverer bevegelsen av kreftceller fra et
opprinnelsesorgan (slik som lungen eller prostatakjertel etc.) til et forskjellig omrade av
kroppen (slik som en lymfeknute), kan forsgk som eksaminerer en biologisk preve for
tilstedeveerelsen av celler som uttrykker PSCA-polynukleotider og/eller polypeptider
anvendes for & tilveiebringe bevis pad metastase. For eksempel nar en biologisk prave fra vev
som ikke normalt inneholder PSCA-uttrykkende celler (lymfeknute) er funnet a inneholde
PSCA-uttrykkende celler slik som PSCA-ekspresjonen sett 1 LAPC4 og LAPC9, xenografter
isolert fra henholdsvis lymfeknute og benmetastase, er dette funnet indikativt for metastase.

[0327] Alternativt PSCA-polynukleotider og/eller polypeptider kan anvendes for &
tilveiebringe bevis pa kreft, for eksempel nar celler i en biologisk prave som ikke normalt
uttrykker PSCA eller uttrykker PSCA pa et ulikt niva er funnet a uttrykke PSCA eller ha en
gket ekspresjon av PSCA (se f.eks. PSCA-ekspresjonen 1 kreftene listet opp 1 tabell I og 1
pasientpraver etc. vist i de ledsagende figurene). I slike forsek kan fagfolk videre enske a
danne supplerende bevis pa metastase ved testing av den biologiske preven for
tilstedeveerelsen av en annet vevsbegrenset marker (1 tillegg til PSCA) slik som PSA, PSCA
etc. (se f-eks. Alanen et al., Pathol. Res. Pract. 192(3): 233-237 (1996)).

[0328] Anvendelse av immunohistokjemi for & identifisere tilstedeveerelsen av et PSCA-
polypeptid innen et vevssnitt kan indikere en endret tilstand av visse celler innen det vevet.
Det er godt forstatt pd omradet at evnen for et antistoff til & lokalisere til et polypeptid som er
uttrykt 1 kreftceller er en mate for diagnosering av tilstedevarelsen av sykdom, sykdomstrinn,
progresjon og/eller tumoraggressivitet. Et slikt antistoff kan ogsa detektere en endret fordeling
av polypeptidet innen kreftcellene sammenlignet med tilsvarende ikke-ondartet vev.

[0329] PSCA-polypeptidet og immunogene sammensetninger er ogsd anvendelige i
betraktning av fenomenene av endret subcelluler proteinlokalisering 1 sykdomstilstander.
Endring av celler fra normal til sykdomstilstand forarsaker endringer i celluler morfologi og

er ofte forbundet med endringer 1 subcelluler proteinlokalisering/-fordeling. For eksempel
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kan cellemembranproteiner som er uttrykt pa en polarisert mate i normale celler endres i
sykdom, hvilket resulterer i fordeling av proteinet pa en ikke-polar méte over hele
celleoverflaten.

[0330] Fenomenet endret subcelluler proteinlokalisering i en sykdomstilstand er
demonstrert med MUCI1- og Her2-proteinekspresjon ved anvendelse av immunohistokjemiske
midler. Normale epitelceller har en typisk apikal fordeling av MUC1, 1 tillegg til noe
supranuklezr lokalisering av glykoproteinet, mens ondartet lesjoner ofte demonstrerer et
apolart merkingsmenster (Diaz et al, Breast Journal, 7; 40-45 (2001); Zhang et al, Clinical
Cancer Research, 4; 2669-2676 (1998): Cao, et al, The Journal of Histochemistry and
Cytochemistry, 45: 1547-1557 (1997)). 1 tillegg er normalt brystepitel enten negativ for Her2-
protein eller oppviser bare en basolateral fordeling mens ondartede celler kan uttrykke
proteinet over hele celleoverflaten (De Potter, et al, International Journal of Cancer, 44; 969-
974 (1989): McCormick, et al, 117; 935-943 (2002)). Alternativt kan fordeling av proteinet
endres fra en kun overflatelokalisering til & omfatte diffus cytoplasmatisk ekspresjon i
sykdomstilstanden. Et slikt eksempel kan sees med MUCI1 (Diaz, et al, The Breast Journal, 7:
40-45 (2001)).

[0331] Endring i lokaliseringen/fordelingen av et protein i cellen, som detektert ved
immunohistokjemiske fremgangsmater, kan ogsa tilveiebringe verdifull informasjon angaende
gunstigheten av visse behandlingsmodaliteter. Dette siste punktet er illustrert ved en situasjon
hvor et protein kan vare intracelluler 1 normalt vev, men celleoverflate 1 ondartede celler;
celleoverflatelokalisasjonen gjer cellene fordelaktig mottagelig for antistoffbasert diagnostikk
og behandlingsregimer. Nar en slik endring av proteinlokalisering forekommer for PSCA, er
PSCA-proteinet og immunresponser relatert dertil meget anvendelige. Folgelig fremstiller
evnen til & bestemme hvorvidt endring av subcelluler proteinlokalisering skjedde 1 24P4C12-
PSCA-proteinet og immunresponser relatert dertil meget anvendelige. Anvendelse av PSCA-
sammensetningene tillater fagfolk pa omradet & fremstille viktig diagnostisk og terapeutisk
beslutninger.

[0332] Immunohistokjemiske reagenser spesifikke for PSCA er ogsa anvendelige for &
detektere metastaser av tumorer som uttrykker PSCA nar polypeptidet synes i vev hvor PSCA
ikke normalt er produsert.

[0333] Saledes er PSCA-polypeptider og antistoffer som er et resultat av immunresponser
dertil anvendelige i en rekke viktige sammenhenger slik som diagnostiske, prognostiske,

preventive og/eller terapeutiske formal kjent for fagfolk pa omradet.
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[0334] Liksom PSA-polynukleotidfragmenter og polynukleotidvarianter blir anvendt av
fagfolk for anvendelse ved fremgangsmater for overvakning av PSA, blir PSCA-
polynukleotidfragmenter og polynukleotidvarianter anvendt pa analog mate. Spesielt er
typiske PSA-polynukleotider anvendt ved fremgangsmater for overvékning av PSA prober
eller primere som bestar av fragmenter av PSA-cDNA-sekvensen. For a illustrere dette ma
primere anvendt til 8 PCR-amplifisere et PSA-polynukleotid omfatte mindre enn hele PSA-
sekvensen for & fungere i polymerasekjedereaksjonen. I sammenheng med slike PCR-
reaksjoner frembringer fagfolk generelt en rekke forskjellige polynukleotidfragmenter som
kan anvendes som primere for a amplifisere forskjellige deler av et interessant polynukleotid
eller til 4 optimalisere amplifiseringsreaksjoner (se f.eks. Caetano-Anolles, G. Biotechniques
25(3): 472-476, 478-480 (1998); Robertson et al., Methodes Mol. Biol. 98:121-154 (1998)).
En ytterligere illustrasjon av anvendelsen av slike fragmenter er tilveiebrakt 1 eksemplet
betegnet “Ekspresjonsanalyse av PSCA 1 normalt vev og pasientprever,” hvor et PSCA-
polynukleotidfragment blir anvendt som en probe for & vise ekspresjon av PSCA-RNAer 1
kreftceller. I tillegg er variant av polynukleotidsekvenser typisk anvendt som primere og
prober for de tilsvarende mRNAene i PCR- og Northern-analyser (se feks. Sawai ef al., Fetal
Diagn. Ther. 1996 Nov-Dec 11(6):407-13 og Current Protocols In Molecular Biology,
Volume 2, Unit 2, Frederick M. Ausubel ef al. eds., 1995)). Polynukleotidfragmenter og
varianter er anvendelige i denne sammenhengen hvor de er i stand til & binde til en
malpolynukleotidsekvens (feks. et PSCA-polynukleotid vist i figur 1 eller variant derav) ved
betingelser av hey stringens.

[0335] Videre kan PSA-polypeptider som inneholder en epitop som gjenkjennes av et
antistoff eller T-celle som spesifikt binder til den epitopen bli anvendt ved fremgangsmater
for overvakning av PSA. PSCA-polypeptidfragmenter og polypeptidanaloger eller varianter
kan ogséd anvendes pa analog mate. Denne praksisen av anvendelse av polypeptidfragmenter
eller polypeptidvarianter for & danne antistoffer (slik som anti-PSA-antistoffer eller T-celler)
er typisk pa omradet med en rekke systemer slik som fusjonsproteiner som anvendes av
praktiserende leger (se feks. Current Protocols In Molecular Biology, Volume 2, Unit 16,
Frederick M. Ausubel ef al. eds., 1995). I denne sammenhengen funksjoner hver epitop(er)
for & tilveiebringe arkitekturen med hvilken et antistoff eller T-celle er reaktiv. Fagfolk
frembringe typisk en rekke forskjellige polypeptidfragmenter som kan anvendes for &
generere immunresponser spesifikke for forskjellig deler av et interessant polypeptid (se feks.

US-patent nr. 5.840.501 og US-patent nr. 5.939.533). For eksempel kan det vare foretrukket &
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anvende et polypeptid omfattende én av de PSCA-biologiske motivene beskrevet her eller en
motivbarende subsekvens som er lett identifisert av fagfolk pa omradet basert pa motiver
tilgjengelig pa omradet. Polypeptidfragmenter, varianter eller analoger er typisk anvendelige i
denne sammenhengen sa lenge de omfatter en epitop som er i stand til dannelse av et antistoff
eller T-celle spesifikk for en malpolypeptidsekvens (f.eks. et PSCA-polypeptid vist i figur 1).

[0336] Som vist her viser PSCA-polynukleotidene og polypeptidene (s& vel som PSCA-
polynukleotidprobene og anti-PSCA-antistoffene eller T-celler anvendt for a identifisere
tilstedeverelsen av disse molekylene) spesifikke egenskaper som gjor dem anvendelige i
diagnosering av kreft slik som de listet opp i tabell I. Diagnostiske forsgk som maéler
tilstedeverelsen av PSCA-genprodukter, for 4 evaluere tilstedeverelsen eller begynnelsen av
en sykdomstilstand beskrevet her, slik som prostatakreft, blir anvendt for & identifisere
pasienter for preventive malinger eller videre overvakning, som blir utfort s3 med hell med
PSA. Videre tilfredsstiller disse materialene et behov pa omradet for molekyler som har
lignende eller komplementaer karakteristika til PSA 1 situasjoner hvor for eksempel en
definitiv diagnose av metastase av prostatisk opprinnelse ikke kan bli gjort pa basisen av en
test for PSA alene (se feks. Alanen ef al., Pathol. Res. Pract. 192(3): 233-237 (1996)) og
falgelig trenger materialer slik som PSCA-polynukleotider og polypeptider (s& vel som
PSCA-polynukleotidprobene og anti-PSCA -antistoffene anvendt for 4 identifisere
tilstedevarelsen av disse molekylene) a bli anvendet for & bekrefte en metastaser av prostatisk
opprinnelse.

[0337] Til slutt, 1 tillegg til anvendelse av dem 1 diagnostiske forsek, har PSCA-
polynukleotidene beskrevet her flere andre praktiske nytter slik som anvendelse av dem 1
identifikasjon av onkogenetisk assosierte kromosomale anormaliteter i den kromosomale
regionen til hvilken PSCA-genet kartlegger (se eksemplet betegnet “Kromosomal kartlegging
av PSCA” nedenfor). Videre, 1 tillegg til anvendelse av dem 1 diagnostiske forsek, har de
PSCA-beslektede proteinene og polynukleotidene beskrevet her andre praktiske nytter slik
som anvendelse av dem i forensisk-analysen av vev av ukjent opprinnelse (se feks. Takahama
K Forensic Sci Int 1996 Jun 28;80(1-2): 63-9).

[0338] I tillegg kan PSCA-beslektede proteiner eller polynukleotider ifelge oppfinnelsen
anvendes for & behandle et patologisk forhold karakterisert ved overekspresjonen av PSCA.
For eksempel aminosyren eller nukleinsyresekvensen 1 figur 1, eller fragmenter av hvilken

som helst, kan anvendes for & danne en immunrespons pa et PSCA-antigen. Antistoffer eller
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andre molekyler som reagerer med PSCA kan anvendes til & modulere funksjonen av dette

molekylet og derved tilveiebringes en terapeutisk fordel.

XII.) Hemning av PSCA-proteinfunksjon

[0339] Det er beskrevet forskjellige fremgangsmater og sammensetninger for 8 hemme
bindingen av PSCA til dens bindingspartner eller dens assosiering med andre protein(er) sa
vel som fremgangsmaéter for & hemme PSCA-funksjon.

XII.A.)Hemning av PSCA med intracellulzre antistoffer

[0340] I én angrepmate blir en rekombinant vektor som koder for enkeltkjede antistoffer
som spesifikt binder til PSCA innfert i PSCA-uttrykkende celler via
genoverferingsteknologier. Folgelig er det kodede enkeltkjede anti-PSCA-antistoffet uttrykt
intracelluleert, binder til PSCA-protein og derved hemmer dens funksjon. Fremgangsmater for
konstruksjon av slike intracelluleere enkeltkjede antistoffer er velkjente. Slike intracellulere
antistoffer ogsa kjent som “intrabodier”, er spesifikt mélrettet mot et spesielt kompartment
innen cellen, tilveiebringer kontroll over hvor den hemmende aktiviteten til behandlingen er
fokusert. Denne teknologien er med hell anvendt pa omradet (for oversikt se Richardson and
Marasco, 1995, TIBTECH vol. 13). Intrabodier er vist & praktisk talt eliminere ekspresjonen
av pa annen mate rikelige celleoverflatereseptorer (se feks. Richardson ez al., 1995, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 92: 3137-3141; Beerli et al., 1994, J. Biol. Chem. 289: 23931-23936;
Deshan et al., 1994, Gene Ther. 1: 332-337).

[0341] Enkeltkjede antistoffer omfatter de variable domenene av den tunge og lette kjeden
bundet med en fleksibel linkerpolypeptid og er uttrykt som et enkelt polypeptid. Eventuelt er
enkeltkjede antistoffer uttrykt som et enkeltkjede variabel region-fragment bundet til
lettkjedens konstante region. Velkjente intracelluleer trafikkeringssignaler er konstruert inn 1
rekombinante polynukleotidvektorer som koder for slike enkeltkjede antistoffer for a male
presist intrabodien til det enskede intracelluleer kompartment. For eksempel er intrabodier
malrettet til det endoplasmatiske reticulumet (IS) konstruert for 4 innfere et lederpeptid og
eventuelt et C-terminalt IS-retensjonssignal, slik som KDEL-aminosyremotivet. Intrabodier
ment for 4 uteve aktivitet i kjernen er konstruert til & omfatte et nukleert lokaliseringssignal.
Lipidgrupper er bundet til intrabodier for & tjore intrabodien til den cytosoliske siden av
plasmamembranen. Intrabodier kan ogsé vare méalrettet til & uteve funksjon i cytosolen. For
eksempel blir cytosoliske intrabodier anvendt til sekvester faktorer innen cytosolen, derved a

forhindre dem fra & bli transportert til deres naturlig celluler bestemmelse.
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[0342] I én utferelsesform blir intrabodier anvendt til & fange PSCA i kjernen, derved
forhindring av dens aktivitet innen kjernen. Nuklezre malrettede signaler er konstruert inn i
slike PSCA-intrabodier for & oppné den gnskede mélrettingen. Slike PSCA-intrabodier er
utformet til 4 binde spesifikt til en spesiell PSCA-domene. I en annen utferelsesform blir
cytosoliske intrabodier som spesifikt binder til et PSCA-protein anvendt for 4 forhindre PSCA
fra & oppna tilgang til kjernen, derved forhindring av det fra utevelse av hvilken som helst
biologisk aktivitet innen kjernen (feks. forhindring av PSCA fra dannelse av
transkripsjonskomplekser med andre faktorer).

[0343] For a spesifikt dirigere ekspresjonen av slike intrabodier til spesielle celler, blir
transkripsjonen av intrabodien plassert under den regulatoriske kontrollen til en passende
tumorspesifikk promoter og/eller enhancer. For & male intrabodyekspresjon spesifikt til
prostata kan for eksempel PSA-promoteren og/eller promoter/enhancer anvendes (se for
eksempel US-patent nr. 5.919.652 publisert 6 juli 1999).

XII.B.)Hemning av PSCA med rekombinante proteiner

[0344] I en annen angrepsmate binder rekombinante molekyler til PSCA og hemmer
derved PSCA-funksjon. For eksempel forhindrer eller hemmer disse rekombinante molekyler
PSCA fra tilgjengelighet/binding til dens bindingspartner(e) eller assosiering med andre
protein(er). Slike rekombinante molekyler kan for eksempel inneholde de(n) reaktive delen(e)
av et PSCA-spesifikt antistoffmolekyl. I en spesiell utferelsesform er PSCA-bindingsdomet til
en PSCA-bindingspartner konstruert inn i et dimerisk fusjonsprotein, hvorved
fusjonsproteinet omfatter to PSCA-ligandbindende domener bundet til Fc-delen til et humant
IgG, slik som human IgGi. Slik IgG-del kan inneholde for eksempel CHz- og CHz-domenene
og hengsleregionen, men ikke CHi-domenet. Slike dimeriske fusjonsproteiner blir
administrert 1 oppleselig form til pasienter som lider av kreft forbundet med ekspresjon av
PSCA, hvorved det dimeriske fusjonsproteinet spesifikt binder til PSCA og blokkerer PSCA-
interaksjon med en bindingspartner. Slike dimeriske fusjonsproteiner er videre kombinert inn
1 multimeriske proteiner ved anvendelse av kjente antistofflinkingsteknologier.

XII.C.)Hemning av PSCA-transkripsjon eller translasjon

[0345] Det er mulig med forskjellige fremgangsmater og sammensetninger for 8 hemme
transkripsjonen av PSCA-genet. Tilsvarende tilveiebringer oppfinnelsen ogsa fremgangsmater
og sammensetninger for & hemme translasjonen av PSCA-mRNA til protein.

[0346] I én angrepsmate omfatter en fremgangsmaéte for & hemme transkripsjonen av

PSCA-genet & sette PSCA-genet i1 kontakt med en PSCA-antisensepolynukleotid. I en annen
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angrepmate omfatter en fremgangsmate for & hemme PSCA-mRNA-translasjon a sette en
PSCA-mRNA i kontakt med en antisensepolynukleotid. I en annen angrepmaéte blir et PSCA-
spesifikt ribozym anvendt til 4 spalte en PSCA-message, derved 8 hemme translasjon. Slike
antisense- og ribozymbaserte fremgangsmater kan ogsa vare rettet mot de regulatoriske
regionene til PSCA-genet, slik som PSCA-promoter- og/eller enhancerelementer. Tilsvarende
blir proteiner som er i stand til 8 hemme en PSCA-gentranskripsjonsfaktor anvendt til &
hemme PSCA-mRNA-transkripsjon. De forskjellige polynukleotidene og sammensetningene
anvendelige i ovennevnte fremgangsmater er beskrevet ovenfor. Anvendelsen av antisense-
og ribozymmolekyler til 8 hemme transkripsjon og translasjon er velkjente pa omradet.

[0347] Andre faktorer som hemmer transkripsjonen av PSCA ved pavirking av PSCA-
transkripsjonell aktivering er ogsa anvendelige for & behandle kreft som uttrykker PSCA.
Tilsvarende er faktorer som griper inn i PSCA-prosessering anvendelige for 8 behandle kreft
som uttrykker PSCA. Kreftbehandlingsfremgangsmater ved anvendelse av slike faktorer er
ogsé innenfor omfanget ifelge oppfinnelsen.

XI1.D.)Generelle betraktninger for terapeutiske strategier

[0348] Genoverferings- og genterapiteknologier kan anvendes til 4 levere terapeutiske
polynukleotidmolekyler til tumorceller som syntetiserer PSCA (dvs. antisense, ribozym,
polynukleotider som koder for intrabodier og andre PSCA-hemmende molekyler). Flere
genterapifremgangsmater er kjent pd omradet. Rekombinante vektorer som koder for PSCA-

antisensepolynukleotider, ribozymer, faktorer som er i stand til & pavirke PSCA-transkripsjon

og sa videre, kan leveres til maltumorceller ved anvendelse av slike genterapifremgangsmater.

[0349] De ovenfor terapeutiske angrepmater kan kombineres med hvilken som helst éne
av en rekke kirurgiske, kjemoterapi- eller stralingsterapiregimer. De terapeutiske
angrepmatene ifglge oppfinnelsen kan sette i stand til anvendelse av reduserte doser av
kjemoterapi (eller andre terapier) og/eller mindre frekvent administrering, fordel for alle
pasienter og spesielt for de som ikke tolererer toksisiteten til det kjemoterapeutiske midlet
godt.

[0350] Antitumoraktiviteten til en spesiell sammensetning (f.eks. antisense, ribozym,
intrabody), eller en kombinasjon av slike sammensetninger, kan evalueres ved anvendelse av
forskjellige in vitro- og in vivo-forsgkssystemer. In vitro-forsgk som evaluerer terapeutisk
aktivitet omfatter cellevekstforsgk, mykagarforsgk og andre forsek indikative for

tumorfremmende aktivitet, bindingsforsek som er i stand til bestemmelse av omfanget til
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hvilken en terapeutisk sammensetning som vil hemme bindingen av PSCA til en
bindingspartner, etc.

[0351] In vivo kan effekten av en PSCA-terapeutisk sammensetning evalueres 1 en egnent
dyremodell. For eksempel kan xenogeniske prostatakreftmodeller anvendes, hvor humane
prostatakreft-eksplantater eller passerte xenograftvev blir innfert 1 immune kompromisserte
dyr, slik som naken- eller SCID-mus (Klein ef al., 1997, Nature Medisin 3: 402-408). For
eksempel beskriver PCT-patentseknad WO98/16628 og US-patent 6.107.540 forskjellige
xenograftmodeller av human prostatakreft som er i stand til & rekapitulere utviklingen av
primgrtumorer, mikrometastase og dannelsen av osteoblastiske metastaser karakteristiske for
sent trinns sykdom. Effektivitet kan vaere forutsagt ved anvendelse av forsgk som maéler
hemning av tumordannelse, tumorregresjon eller metastase og lignende.

[0352] In vivo-forsek som evaluerer fremmingen av apoptose er anvendelige 1 evaluering
av terapeutiske sammensetninger. I én utferelsesform kan xenografter fra tumorbzrende mus
behandlet med den terapeutiske sammensetningen bli undersekt for tilstedevarelsen av
apoptotiske foki og sammenlignet med ubehandlete kontroll-xenograftbeerende mus.
Omfanget av hvilke apoptotiske foki som er funnet 1 tumorene av de behandlete musene
tilveiebringer en indikasjon pa den terapeutiske effektivitet av sammensetningen.

[0353] De terapeutiske sammensetningene anvendt i praksisen av foregaende
fremgangsmater kan formuleres inn i farmasgytiske sammensetninger omfattende en barer
egnet for den enskede leveringsfremgangsmaten. Egnede barere omfatter hvilket som helst
materiale som nir kombinert med den terapeutiske sammensetningen beholder
antitumorfunksjonen til den terapeutiske sammensetningen og generelt ikke er reaktiv med
pasientens immunsystem. Eksempler omfatter, men er ikke begrenset til, hvilken som helst av
flere standard farmaseytiske berere slik som sterile fosfatbufret saltlgsninger, bakteriostatisk
vann og lignende (se generelt Remington’s Pharmaceutical Sciences 16th Edition, A. Osal,,
Ed., 1980).

[0354] Terapeutiske formuleringer kan solubiliseres og administreres via hvilken som
helst vei som er 1 stand til levering av den terapeutiske sammensetningen til tumorstedet.
Potensielt effektive administreringsfremgangsmater omfatter, men er ikke begrenset til,
intravengse, parenterale, intraperitoneale, intramuskulare, intratumore, intradermale,
intraorgane, ortotopiske og lignende. En foretrukket formulering for intravengs injeksjon
omfatter den terapeutiske sammensetningen 1 en lgsning av preservert bakteriostatisk vann,

sterile upreservert vann og/eller fortynnet i polyvinylklorid- eller polyetylenbagger
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inneholdende 0,9% steril natriumklorid for injeksjon, USP. Terapeutiske proteinfremstillinger
kan vere fryseterket og lagret som sterile pulvere, fortrinnsvis under vakuum og deretter
rekonstituert 1 bakteriostatisk vann (inneholdende for eksempel benzylalkohol
konserveringsmiddel) eller 1 sterilt vann fer injeksjon.

[0355] Doser og administreringsprotokoller for behandlingen av kreft ved anvendelse av
de foregaende fremgangsmatene vil variere med fremgangsmaten og malkreften og vil

generelt avhenge av flere andre faktorer anerkjent pd omradet.

X)) Identifikasjon, karakterisering og anvendelse av modulatorer av PSCA

Fremgangsmater for 8 identifisere og anvende modulatorer

[0356] I én utferelsesform blir screening utfert for & identifisere modulatorer som
fremkaller eller undertrykker en spesiell ekspresjonsprofil, undertrykker eller fremkaller
spesifikke reaksjonsveier, fortrinnsvis dannelse av den assosierte fenotypen derved. I en
annen utferelsesform, som har identifisert differensielt uttrykte gener viktig 1 en spesiell
tilstand; blir screener utfert for 4 identifisere modulatorer som endre ekspresjon av
individuelle gener, enten gkning eller reduksjon. I en annen utferelsesform blir screening
utfort for & identifisere modulatorer som endrer en biologisk funksjon av det uttrykte
produktet pa et differensielt uttrykt gen. Som igjen har identifisert betydningen av et gen i en
spesiell tilstand, screener blir utfert for & identifisere midler som binder og/eller modulerer
den biologiske aktiviteten til genproduktet.

[0357] Itillegg blir screener utfert for gener som er indusert som respons pé et
kandidatmiddel. Etter identifikasjon av en modulator (en som undertrykker
kreftekspresjonsmenster hvilket forer til et normalt ekspresjonsmenster eller en modulator av
kreftgen som forer til ekspresjon av genet som i1 normalt vev) en screen blir utfert for a
identifisere gener som er spesifikt modulert som respons pa midlet. Sammenligning av
ekspresjonsprofiler mellom normalt vev og middelbehandlet kreftvev avslerer gener som ikke
er uttrykt i normalt vev eller kreftvev, men er uttrykt 1 middelbehandlet vev og vice versa.
Disse middelspesifikke sekvensene er identifisert og anvendt ved fremgangsmater beskrevet
her for kreftgener eller -proteiner. Spesielt blir disse sekvensene og proteinene de koder for
anvendt 1 merking eller identifikasjon av middelbehandlete celler. I tillegg er antistoffer reist
mot de middelinduserte proteinene og anvendt til & male nye terapeutiske midler til den

behandlete kreftvevsproven.
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Modulatorrelatert identifikasjon og screeningsforsgk:

Genekspresjonrelaterte forsek

[0358] Proteiner, nukleinsyrer og antistoffer ifglge oppfinnelsen blir anvendt 1
screeningsforsgk. De kreftassosierte proteinene, antistoffene, nukleinsyrene, modifiserte
proteinene og cellene inneholdende disse sekvensene blir anvendt 1 screeningsforsek, slik som
evaluering av effekten til medikamentkandidater pa en "genekspresjonsprofil,”
ekspresjonsprofil til polypeptider eller endring av biologisk funksjon. I én utferelsesform blir
ekspressjonsprofilener anvendt, fortrinnsvis sammen med hey gjennomstremnings
screeningsteknikker for & tillate overvakning av ekspresjonsprofilgener etter behandling med
et kandidatmiddel (feks. Davis, GF, et al, J Biol Screen 7:69 (2002); Zlokarnik, et al., Science
279:84-8 (1998); Heid, Genome Res 6:986-94,1996).

[0359] Kreftproteinene, antistoffene, nukleinsyrene, modifiserte proteinene og cellene
inneholdende de naturlige eller modifiserte kreftproteinene eller genene blir anvendt i
screeningsforsek. Det er foreliggende oppfinnelse omfatter fremgangsmater for screening for
sammensetninger som modulerer kreftfenotypen eller en fysiologisk funksjon av et
kreftprotein ifelge oppfinnelsen. Dette blir utfert pa et gen selv eller ved & bedemme effekten
av medikamentkandidater pa en "genekspresjonsprofil" eller biologisk funksjon. I én
utferelsesform blir ekspresjonsprofiler anvendt, fortrinnsvis sammen med hay
gjennomstremnings screeningsteknikker for 4 tillate overvakning etter behandling med et
kandidatmiddel, se Zlokamik, supra.

[0360] En rekke forsek er utfert rettet mot genene og proteinene ifelge oppfinnelsen.
Forsgk er kjort pa en individuell nukleinsyre eller proteinniva. Det er, som har identifisert et
spesielt gen som oppregulert 1 kreft, testforbindelser blir screenet for evnen til 8 modulere
genekspresjon eller for binding til kreftproteinet ifglge oppfinnelsen. "Modulering" i denne
sammenhengen omfatter en gkning eller en reduksjon 1 genekspresjon. Den foretrukne
mengden av modulering vil avhenge av den opprinnelige forandringen av genekspresjonen 1
normal versus vev som gjennomgar kreft, med endringer pa minst 10%, fortrinnsvis 50%, mer
foretrukket 100-300% og 1 noen utferelsesformer 300-1000% eller sterre. Séledes, hvis et gen
oppviser en 4-gangers gkning i kreftvev sammenlignet med normalt vev, en reduksjon pa
omtrent fire-ganger er ofte ensket; tilsvarende en 10-gangers reduksjon i1 kreftvev
sammenlignet med normalt vev en malverdi pa en 10-gangers gkning i ekspresjon av
testforbindelsen er ofte ensket. Modulatorer som forverrer typen genekspresjon sett 1 kreft er

ogsd anvendelige, feks. som et oppregulert mal i videre analyser.
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[0361] Mengden av genekspresjon er overvaket ved anvendelse av nukleinsyreprober og
kvantifiseringen av genekspresjonsnivaer, eller alternativt er et genprodukt selv overviaket,
f-eks. gjennom anvendelse av antistoffer til kreftproteinet og standardimmunoanalyser.
Proteomikk og separeringsteknikker tillater ogsa kvantifisering av ekspresjon.

Ekspresjonsovervikning for & identifisere forbindelser som modifiserer genekspresion

[0362] I én utferelsesform er genekspresjonsovervakning, dvs. en ekspresjonsprofil,
overvaket samtidig for flere enheter. Slik profiler vil typisk involvere én eller flere av genene
fra figur 1. I denne utferelsesformen er feks. kreftnukleinsyreprober bundet til biobrikker
(“biochips™) for & detektere og kvantifisere kreftsekvenser i en spesiell celle. Alternativt kan
PCR anvendes. Saledes kan en serie, feks. brenner i en mikrotiterplate anvendes med fordelte
primere 1 gnskete brgnner. En PCR-reaksjon kan deretter utferes og analyseres for hver brenn.

[0363] Ekspresjonsovervakning blir utfert for & identifisere forbindelser som modifiserer
ekspresjonen av én eller flere kreftassosierte sekvenser, feks. en polynukleotidsekvens angitt 1
figur 1. Generelt blir en testmodulator satt til cellene for analyse. Videre er screener ogsa
tilveiebrakt for 4 identifisere midler som modulerer kreft, modulere kreftproteiner ifelge
oppfinnelsen, binder til kreftprotein ifelge oppfinnelsen eller griper inn 1 bindingen av
kreftprotein ifelge oppfinnelsen og et antistoff eller annen bindingspartner.

[0364] I én utferelsesform involverer hgy gjennomstremnings screeningsfremgangsmater
tilveiebringing av et bibliotek inneholdende et stort antall av potensielle terapeutiske
forbindelser (kandidatforbindelser). Slike "kombinatorisk kjemiske biblioteker" blir deretter
screenet 1 ett eller flere forsek for a identifisere de bibliotekmedlemmer (spesielt kjemiske
arter eller subklasser) som viser en ensket karakteristisk aktivitet. Forbindelsene séledes
identifisert kan tjene som konvensjonelle "lederforbindelser," som forbindelser for screening
eller som terapeutiske midler.

[0365] I visse utfarelsesformer blir kombinatoriske biblioteker av potensielle modulatorer
screenet for en evne til & binde til kreftpolypeptid eller til & modulere aktivitet. Konvensjonelt
er nye kjemiske enheter med anvendelige egenskaper dannet ved identifikasjon av en kjemisk
forbindelse (betegnet en "lederforbindelse") med noe enskelig egenskap eller aktivitet, feks.
hemmende aktivitet, frembringende varianter av lederforbindelsen og evaluering av
egenskapen og aktiviteten til de variantforbindelsene. Ofte blir hey gjennomstremnings
screening (HTS)-fremgangsmaéter anvendt for en slik analyse.

[0366] Som angitt ovenfor er genekspresjonsovervakning hensiktsmessig anvendt til &

teste kandidatmodulatorer (f.eks. protein, nukleinsyre eller lite molekyl). Etter at
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kandidatmidlet er tilsatt og cellene tillat & innkubere for en periode, er preven inneholdende
en malsekvens som er analysert f.eks. satt til en biobrikke.

[0367] Hvis nedvendig blir mélsekvensen fremstilt ved anvendelse av kjente teknikker.
For eksempel blir en preve behandlet for a lysere cellene, ved anvendelse av kjente
lyseringsbuffere, elektroporering, etc., med rensning og/eller amplifisering slik som PCR
utfert som passende. For eksempel blir en in vitro-transkripsjon med merker kovalent bundet
til nukleotidene utfert. Generelt er nukleinsyrene merket med biotin-FITC eller PE eller med
cy3 eller cyS5.

[0368] Malsekvensen kan vaere merket med feks. et fluorescerende, et
kjemiluminescerende, et kjemisk eller et radioaktivt signal for & tilveiebringe et middel for
detektering av den malsekvensensspesifikke bindingen til en probe. Merket kan ogsa vare et
enzym, slik som alkalisk fosfatase eller pepperrotperoksydase, som nar tilveiebrakt med et
passende substrat tilveiebringer et produkt som blir detektert. Alternativt er merket en merket
forbindelse eller lite molekyl, slik som en enzyminhibitor, som binder men ikke er katalysert
eller endret av enzymet. Merket kan ogsa vare en gruppe eller forbindelse, slik som en
epitoptag eller biotin som spesifikt binder til streptavidin. For eksemplet med biotin er
streptavidinet merket som beskrevet ovenfor, derved tilveiebringing av et detekterbart signal
for den bundne malsekvensen. Ubundet merket streptavidin er typisk fjernet for analyse.

[0369] Som vil vere anerkjent av de pd omradet kan disse forsgkene vere direkte
hybridiseringsforsgk eller kan omfatte "sandwich-forsek", som omfatter anvendelsen av
multiple prober, som generelt er beskrevet 1 US-patent nr. 5.681.702; 5.597.909; 5.545.730;
5.594.117; 5.591.584; 5.571.670; 5.580.731; 5.571.670; 5.591.584; 5.624.802; 5.635.352;
5.594.118; 5.359.100; 5.124.246; og 5.681.697. I denne utferelsesformen blir generelt
malnukleinsyren fremstilt som beskrevet ovenfor og deretter satt til biobrikken omfattende en
rekke nukleinsyreprober, ved betingelser som tillater dannelsen av et hybridiseringskompleks.

[0370] En rekke hybridiseringsbetingelser blir anvendt ifglge foreliggende oppfinnelse,
omfattende heoy, moderat og lav stringensbetingelser som beskrevet ovenfor. Forsekene er
generelt kjort under stringensbetingelser som tillater dannelse av det merkete
probehybridiseringskomplekset bare i nerveret av mal. Stringens kan kontrolleres ved &
endre en trinnparameter som er en termodynamisk variabel, omfattende, men ikke begrenset
til, temperatur, formamidkonsentrasjon, saltkonsentrasjon, kaotropisk saltkonsentrasjon, pH,
organisk lgsningsmiddelkonsentrasjon, etc. Disse parameterene kan ogsd anvendes for a

kontrollere uspesifikk binding som generelt er beskrevet i US-patent nr. 5.681.697. Saledes
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kan det veere gnskelig & utfore visse trinn ved heyere stringensbetingelser for & redusere
uspesifikk binding,

[0371] Reaksjonene beskrevet her kan gjennomferes pa en rekke mater. Komponenter av
reaksjonen kan tilsettes samtidig eller sekvensielt, 1 forskjellige rekkefalger, med foretrukne
utferelsesformer beskrevet nedenfor. I tillegg kan reaksjonen omfatte en rekke andre
reagenser. Disse omfatter salter, buffere, neytrale proteiner, f.eks. albumin, detergenter, etc.
som kan anvendes for & lette optimal hybridisering og deteksjon og/eller redusere uspesifikke
eller bakgrunnsinteraksjoner. Reagenser som pa annen mate forbedrer effektiviteten av
forsgket, slik som proteaseinhibitorer, nukleaseinhibitorer, antimikrobielle midler, etc., kan
ogsa anvendes som passende, avhengig av prevefremstillingsfremgangsmatene og renhet av
maélet. Forseksdataen blir analysert for 4 bestemme ekspresjonsniviene av individuell gener
og endringer 1 ekspresjonsnivder som mellom tilstander, dannelse av en genekspresjonsprofil.

Biologisk aktivitetsrelaterte forsek

[0372] Det er beskrevet & identifisere eller screene en forbindelse som modulerer
aktiviteten til et kreftrelatert gen eller protein ifglge oppfinnelsen. Fremgangsmatene omfatter
tilsetning av en testforbindelse, som definert ovenfor, til en celle omfattende et kreftprotein
ifelge oppfinnelsen. Cellene inneholder en rekombinant nukleinsyre som koder for et
kreftprotein ifelge oppfinnelsen. I en annen utferelsesform blir et bibliotek av kandidatmidler
testet pa en rekke celler.

[0373] I ett aspekt er forsekene evaluert 1 nerveret eller fraveret eller tidligere eller
pafelgende eksponering av fysiologiske signaler, feks. hormoner, antistoffer, peptider,
antigener, cytokiner, vekstfaktorer, virkningspotentialer, farmakologiske midler omfattende
kjemoterapeutika, straling, karsinogeniske eller andre celler (dvs. celle-cellekontakter). I et
annet eksempel er bestemmelsene gjort pa forskjellige trinn av cellecyklusprosessen. Pa
denne maten er forbindelser som modulere gener eller proteiner ifelge oppfinnelsen
identifisert. Forbindelser med farmakologisk aktivitet er i stand til & forbedre eller griper inn 1
aktiviteten til kreftproteinet ifelge oppfinnelsen. Med én gang identifisert er lignende
strukturer evaluert for & identifisere kritiske strukturelle trekk til forbindelsen.

[0374] I én utferelsesform er en fremgangsmate for 8 modulere (feks. hemme)
kreftcelledeling tilveiebrakt;, fremgangsmaten omfatter administrering av kreftmodulator. I en
annen utforelsesform er en fremgangsmaéte for & modulere (f.eks. hemme) kreft tilveiebrakt;

fremgangsmaten omfatter administrering av en kreftmodulator. I en ytterligere utfarelsesform

338744



338744

115

er fremgangsmater for behandling av celler eller individer med kreft tilveiebrakt;
fremgangsmaten omfatter administrering av en kreftmodulator.

[0375] I én utferelsesform er en fremgangsmate for & modulere statusen til en celle som
uttrykker et gen ifglge oppfinnelsen tilveiebrakt. Som anvendt her omfatter status slike
artsaksepterte parametere slik som vekst, proliferasjon, overlevelse, funksjon, apoptose,
aldring, lokalisasjon, enzymatisk aktivitet, signaltransduksjon, etc. av en celle. I én
utferelsesform er kreftinhibitor et antistoff som beskrevet ovenfor. I en annen utferelsesform
er kreftinhibitoren et antisensemolekyl. En rekke cellevekst-, proliferasjons- og
metastaseforsgk er kjent for fagfolk pa omradet som beskrevet her.

Hov gjennomstregmnings screening for 4 identifisere modulatorer

[0376] Forsekene for & identifisere egnete modulatorer er mottagelig for hgy
gjennomstregmnings screening. Foretrukne forsgk detekterer saledes forbedring eller hemning
av kreftgentranskripsjon, hemning eller forbedring av polypeptidekspresjon og hemning eller
forbedring av polypeptidaktivitet.

[0377] 1 én utferelsesform er modulatorer evaluert 1 hey gjennomstremnings
screeningsfremgangsmater proteiner, ofte naturlig forekommende proteiner eller fragmenter
av naturlig forekommende proteiner. Saledes blir f.eks. cellulzre ekstrakter inneholdende
proteiner eller tilfeldig eller rettet fordeyinger av proteinholdige cellulere ekstrakter anvendt.
Pa denne maten er biblioteker av proteiner gjort for screening ved fremgangsmatene ifelge
oppfinnelsen. Spesielt foretrukket 1 denne utferelsesformen er biblioteker av bakterielle,
fungale, virale og mammalske proteiner, med den sistnevnte som blir foretrukket og humane
proteiner blir spesielt foretrukket. Spesielt anvendelig testforbindelse vil veere rettet mot
klassen av proteiner til hvilken malet tilherer, f.eks. substrater for enzymer eller ligander og
reseptorer.

Anvendelse av mykagarvekst og kolonidannelse for & identifisere og karakterisere

modulatorer
[0378] Normale celler krever et fast substrat for & binde og vokse. Nar celler blir
transformert mister denne fenotypen og vokser atskilt fra substratet. For eksempel kan
transformerte celler vokse i omrert suspensjonskultur eller suspendert 1 halvfast media, slik
som halvfast- eller mykagar. De transformerte cellene, nér transfektert med
tumorsuppressorgener, kan regenerere normal fenotype og krever igjen et fast substrat for &
binde til og vokse. Mykagarvekst eller kolonidannelse i forsgk blir anvendt for & identifisere

modulatorer til kreftsekvenser, som nar uttrykt 1 vertsceller, hemmer unormal cellular
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proliferasjon og transformasjon. En modulator reduserer eller eliminerer vertscelleevnen til &
vokse suspendert 1 fast stoff eller semifast media, slik som agar.

[0379] Teknikker for mykagarvekst eller kolonidannelse 1 suspensjonsforsek er beskrevet
i Freshney, Culture of Animal Cells a Manual of Basic Technoque (3rd ed., 1994). Se ogsa
fremgangsmateavsnittet til Garkavtsev et al. (1996), supra.

Evaluering av kontakthemning og veksttetthetsbegrensning for 8 identifisere og

karakterisere modulatorer

[0380] Normale celler vokser typisk 1 et flatt og organisert menster 1 cellekultur inntil de
bererer andre celler. Nar cellene bergrer hverandre er de kontakthemmet og stopper voksing.
Transformerte celler er imidlertid ikke kontakthemmet og fortsetter & vokse til hoye tettheter i
disorganiserte foki. Saledes vokser transformerte celler til en hgyere metningstetthet enn
tilsvarende normale celler. Dette blir detektert morfologisk ved dannelsen av et disorientert
monolag av celler eller celler i foki. Alternativt blir merkingsindeks med (*H)-thymidin ved
metningstetthet anvendt for & méle tetthetsbegrensning av vekst, tilsvarende et MTT- eller
Alamar Blue-forsgk, vil avslgre proliferasjonskapasitet av celler og evnen til modulatorer til &
pavirke same. Se Freshney (1994), supra. Transformerte celler, nér transfektert med
tumorsuppressorgener, kan regenerere en normal fenotype og blir kontakthemmet og vill
vokse til en lavere tetthet.

[0381] I dette forseket er merkingsindeks med 3H)-thymidin ved metningstetthet en
foretrukket fremgangsmate for maling av tetthetsbegrensning av vekst. Transformerte
vertsceller er transfektert med en kreftassosiert sekvens og blir dyrket 1 24 timer ved
metningstetthet i ikke-begrensende mediumforhold. Prosentdelen av cellemerking med (*H)-
thymidin blir bestemt ved innkorporert cpm.

[0382] Kontaktuavhengig vekst blir anvendt for & identifisere modulatorer til
kreftsekvenser, som hadde fort til unormal celluler proliferasjon og transformasjon. En
modulator reduserer eller eliminerer kontaktuavhengig vekst og returnerer cellene til en
normal fenotype.

Evaluering av vekstfaktor- eller serumavhengighet for 8 identifisere og karakterisere

modulatorer
[0383] Transformerte celler har lavere serumavhengighet enn deres normale motstykker
(se f.eks. Temin, J. Natl. Cancer Inst. 37:167-175 (1966); Eagle et al., J. Exp. Med 131:836-
879 (1970)); Freshney, supra. Dette er delvis pa grunn av frigjering av forskjellige

vekstfaktorer fra de transformerte cellene. Graden av vekstfaktor- eller serumavhengighet til
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transformerte vertsceller kan sammenlignes med de til kontroll. For eksempel er vekstfaktor-
eller serumavhengighet av en celle overvaket ved fremgangsmater for 4 identifisere og
karakterisere forbindelser som modulerer kreftassosierte sekvenser ifelge oppfinnelsen.

Anvendelse av tumorspesifikke markernivier for 8 identifisere og karakterisere

modulatorer

[0384] Tumorceller frigjor en eket mengde av visse faktorer (nedenfor "tumorspesifikke
markerer") enn deres normale motstykker. For eksempel er plasminogen aktivator (PA)
frigjort fra human gliom pa et hgyere niva enn fra normale hjerneceller (se f.eks. Gullino,
Angiogenesis, Tumor Vascularization, and Potential Interference with Tumor Growth, in
Biological Responses in Cancer, pp. 178-184 (Mihich (ed.) 1985)). Tilsvarende er
tumorangiogenesefaktor (TAF) frigjort pa et hayere niva i tumorceller enn deres normale
motstykker. Se feks. Folkman, Angiogenesis and Cancer, Sem. Cancer Biol. (1992)), mens
bFGF er frigjort fra endoteltumorer (Ensoli, B et al.).

[0385] Forskjellige teknikker som maler frigjeringen av disse faktorene er beskrevet i
Freshney (1994), supra. Se ogsé Unkless et al., J. Biol. Chem. 249:4295-4305 (1974);
Strickland & Beers, J. Biol. Chem. 251:5694-5702 (1976);, Whur et al., Br. J. Cancer 42:305
312 (1980); Gullino, Angiogenesis, Tumor Vascularization, and Potential Interference with
Tumor Growth, in Biological Responses in Cancer, pp. 178-184 (Mihich (ed.) 1985);
Freshney, Anticancer Res. 5:111-130 (1985). For eksempel tumorspesifikke markernivaer er
overvaket ved fremgangsmater for a identifisere og karakterisere forbindelser som modulere
de kreftassosierte sekvensene.

Invasjonsevne inn i Matrigel for 8 identifisere og karakterisere modulatorer

[0386] Graden av invasjonsevne inn 1 Matrigel eller en ekstracelluleer matriksbestanddel
kan anvendes som et forsgk for 4 identifisere og karakterisere forbindelser som modulerer
kreftassosierte sekvenser. Tumorceller viser en positiv korrelasjon mellom ondartet sykdom
og invasjonsevne av celler inn 1 Matrigel eller noe annen ekstracelluleer matriksbestanddel. I
dette forseket er tumorigeniske celler typisk anvendt som vertsceller. Ekspresjon av et
tumorsuppressorgen 1 disse vertscellene ville redusere invasjonsevne av vertscellene.
Teknikker beskrevet 1 Cancer Res. 1999; 59:6010; Freshney (1994), supra, kan anvendes.
Kort beskrevet blir nivaet av invasjon av vertsceller mélt ved anvendelse av filtrer belagt med
Matrigel eller noe annen ekstracellulzer matriksbestanddel. Penetrering inn 1 gelen eller
gjennom til den distale siden av filteret er ratet som invasjonsevne og ratet histologisk ved

antall celler og distanse forflyttet eller ved formerking av cellene med '?°1 og telling av
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radioaktiviteten pa den distale siden av filteret eller bunn av skalen. Se feks. Freshney (1984),
supra.

Evaluering av tumorvekst in vivo for 8 identifisere og karakterisere modulatorer

[0387] Effekter av kreftassosierte sekvenser pa cellevekst blir testet i transgene eller
immunundertrykkende organismer. Transgene organismer blir fremstilt pa en rekke
artsaksepterte mater. For eksempel er knock-out transgene organismer, f.eks. pattedyr slik som
mus gjort, hvor et kreftgen er edelagt eller hvor et kreftgen blir innsatt. Knock-out transgene
mus blir fremstilt ved insersjon av et markegrgen eller annet heterologt gen inn i det endogene
kreftgensetet i musegenomet via homolog rekombinering. Slike mus kan ogsa bli laget ved
substituering av det endogene kreftgenet med en mutert versjon av kreftgenet eller ved
mutering av det endogene kreftgenet, feks. ved & eksponere for karsinogener.

[0388] For a fremstille transgene kimer dyr, feks. mus, blir en DNA-konstruksjon innfert
1 kjernene av embryoniske stamceller. Celler inneholdende den nylig konstruerte genetiske
lesjonen blir injisert 1 en vertsmusembryo, som er reimplantert inn 1 en mottager kvinnelig
mus. Noen av disse embryoene utvikles til kimare mus som har germceller noen av hvilke
som er avledet fra mutantcellelinjen. Derfor, ved a ale opp de kimare musene, er det mulig a
oppna en ny linje av mus inneholdende den innferte genetiske lesjonen (se feks. Capecchi
et al., Science 244:1288 (1989)). Kimere mus kan avledes i1 henhold til US-patent 6.365.797,
publisert 2 april 2002; US-patent 6.107.540 publisert 22 august 2000; Hogan et al.,
Manipulating the Mouse Embryo: A laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
(1988) og Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, Robertson,
ed., IRL Press, Washington, D.C., (1987).

[0389] Alternativt kan forskjellige immunundertrykkende eller immunmanglende vertsdyr
anvendes. For eksempel kan en genetisk athymisk "naken"-mus (se f.eks. Giovanella et al., J.
Natl. Cancer Inst. 52:921 (1974)), en SCID-mus, en thymektomisert mus ("thymectornized”)
eller en bestralet mus (se f.eks. Bradley et al., Br. J. Cancer 38:263 (1978); Selby et al., Br. J.
Cancer 41:52 (1980)) anvendes som en vert. Transplanterbare tumorceller (typisk ca. 106
celler) injisert inn 1 isogeniske verter produserer invasive tumorer i en hey del av tilfeller,
mens normale celler av lignende opprinnelse ikke vil. I verter som utvikler invasive tumorer
blir celler som uttrykker kreftassosierte sekvenser injisert subkutant eller ortotopisk. Mus blir
deretter separert 1 grupper, omfattende kontrollgrupper og behandlete eksperimentelle
grupper) f.eks. behandlet med en modulator). Etter et egnet tidsrom, fortrinnsvis 4-8 uker, blir

tumorvekst malt (f eks. ved volum eller ved dens to sterste dimensjoner eller vekt) og
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sammenlignet med kontrollen. Tumorer som har statistisk signifikant reduksjon (ved
anvendelse av, f.eks. Students t-test) er angitt & ha hemmet vekst.

In vitro-forsgk for & identifisere og karakterisere modulatorer

[0390] Forsek for & identifisere forbindelser med modulerende aktivitet kan utfares in
vitro. For eksempel er et kreftpolypeptid forst kontaktet med en potensiell modulator og
innkubert 1 en egnet tidsperiode, f.eks. fra 0,5 til 48 timer. I én utferelsesform blir
kreftpolypeptidnivaene bestemt in vitro ved & méle nivaet av protein eller mRNA. Nivéet av
protein blir milt ved anvendelse av immunoanalyser slik som Western-blotting, ELISA og
lignende med et antistoff som selektivt binder til kreftpolypeptidet eller et fragment derav. For
méaling av mRNA er amplifisering, f.eks. ved anvendelse av PCR, LCR eller
hybridiseringsforsgk, f.eks. Northern-hybridisering, RN Ase-beskyttelse, dotblotting
foretrukket. Nivaet av protein eller mRNA blir detektert ved anvendelse av direkte eller
indirekte merkete deteksjonsmidler, f eks. fluorescerende eller radioaktivt merkete
nukleinsyrer, radioaktive eller enzymatiske merkete antistoffer og lignende, som beskrevet
her.

[0391] Alternativt kan et rapportergensystem vare planlagt ved anvendelse av en
kreftproteinpromoter operabelt bundet til et rapportergen slik som luciferase, grent
fluorescerende protein, CAT eller P-gal. Rapporterkonstruksjonen er typisk transfektert inn 1
en celle. Etter behandling med en potensiell modulator blir mengden av
rapportergentranskripsjon, translasjon eller aktivitet malt i henhold til standardteknikker kjent
for fagfolk pa omradet (Davis GF, supra; Gonzalez, J. & Negulescu, P. Curr. Opin.
Biotechnol. 1998: 9:624).

[0392] Som beskrevet ovenfor blir in vitro-screener utfert pa individuelle gener og
genprodukter. Det er som har identifisert et spesielt differensielt uttrykt gen som viktig i en
spesiell tilstand blir screening av modulatorer av ekspresjonen til genet eller genproduktet
selv utfort.

[0393] I én utferelsesform blir screening for modulatorer av ekspresjon av spesifikt
gen(er) utfert. Typisk er ekspresjon av bare ett eller noen fa gener evaluert. I en annen
utferelsesform er screener utformet til & ferst finne forbindelser som binder til differensielt
uttrykte proteiner. Disse forbindelsene blir deretter evaluert for evnen til & modulere
differensielt uttrykt aktivitet. Videre med én gang innledende kandidatforbindelser er

identifisert kan varianter videre bli screenet for & bedre evaluere strukturaktivitetsrelasjoner.
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Bindingsforsek for & identifisere og karakterisere modulatorer

[0394] I bindingsforsgket heri blir et renset eller isolert genprodukt ifelge oppfinnelsen
generelt anvendt. For eksempel er antistoffer dannet til et protein ifelge oppfinnelsen og
immunoanalyser er kjort for & bestemme mengden og/eller lokalisasjonen til protein.
Alternativt blir celler omfattende kreftproteinene anvendt 1 forsekene.

[0395] Séledes omfatter fremgangsmatene kombinering av kreftprotein ifalge
oppfinnelsen og en kandidatforbindelse slik som en ligand og bestemmelse av bindingen av
forbindelsen til kreftproteinet ifalge oppfinnelsen. Foretrukne utferelsesformer anvender det
humane kreftproteinet; dyremodeller av human sykdom kan ogsa bli utviklet og anvendt.
Ogsa andre analoge mammalske proteiner kan ogsa anvendes som anerkjent av fagfolk pa
omradet. I noen utferelsesformer blir videre varianter eller derivater av kreftproteiner anvendt.

[0396] Generelt er kreftproteinet ifaglge oppfinnelsen eller liganden ikke-diffuserbart
bundet til en uoppleselig berer. Bereren kan f.eks. vere én som har isolert preve som mottar
omrader (en mikrotiterplate, et array, etc.). Den uoppleselige bereren kan fremstilles av
hvilken som helst ssmmensetning til hvilken sammensetningene kan vare bundet, er lett
separert fra oppleselig materiale og er pd annen mate kompatibel med den totale
screeningsfremgangsmaten. Overflaten av slike beerere kan vare fast eller pores og av hvilken
som helst hensiktsmessig form.

[0397] Eksempler pd egnede uoppleselig barere omfatter mikrotiterplater, arrayer,
membraner og kuler. Disse er typisk gjort av glass, plast (feks. polystyren), polysakkarid,
nylon, nitrocellulose eller Teflon™, etc. Mikrotiterplater og arrayer er spesielt
hensiktsmessige fordi et stort antall av forsgk kan utfares samtidig, ved anvendelse av sma
mengder av reagenser og praver. Den spesielle maten for binding av sammensetningen til
bareren er ikke viktig sa lenge det er kompatibelt med reagensene og totale fremgangsmater
ifelge oppfinnelsen, opprettholder aktiviteten til sammensetningen og er ikke-diffuserbar.
Foretrukne fremgangsmaéter for binding omfatter anvendelsen av antistoffer som ikke sterisk
blokkerer hverken ligandbindingssetet eller aktiveringssekvensen nar binding av proteinet til
baereren, direkte binding til "klebrige" eller ioniske baerere, kjemisk kryssbinding, syntesen av
proteinet eller middelet pa overflaten, etc. Etter binding av proteinet eller
liganden/bindemiddelet til bareren blir overskudd av ubundet materiale fjernet ved vasking.
Praven som mottar omrader kan deretter blokkeres gjennom innkubering med bovint

serumalbumin (BSA), kasein eller annet uskadelig protein eller annen gruppe.
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[0398] Med én gang et kreftprotein ifelge oppfinnelsen er bundet til bareren og en
testforbindelse blir satt til forseket. Alternativt er kandidatbindemiddelet bundet til bereren
og kreftproteinet ifglge oppfinnelsen blir deretter tilsatt. Bindemidler omfatter spesifikke
antistoffer, ikke-naturlige bindemidler identifisert 1 screeninger av kjemiske biblioteker,
peptidanaloger, etc.

[0399] Av spesiell interesse er forsgk for a identifisere midler som har en lav toksisitet for
humane celler. En rekke forsek kan anvendes til dette formalet, omfattende
proliferasjonsforsgk, cAMP-forsgk, merket in vitro protein-proteinbindingsforsek,
elektroforetisk mobilitetsskiftforsgk, immunoanalyser for proteinbinding, funksjonelle forsek
(fosforyleringsforsek, etc.) og lignende.

[0400] En bestemmelse av binding av testforbindelsen (ligand, bindemiddel, modulator,
etc.) til et kreftprotein ifelge oppfinnelsen kan utferes pa flere mater. Testforbindelsen kan
vare merket og binding bestemt direkte, feks. ved binding av alle eller en del av
kreftproteinet ifelge oppfinnelsen til en fast berer, tilsetning av en merket kandidatforbindelse
(f-eks. et fluorescerende merke), avvasking av overskuddsreagens og bestemmelse av hvorvidt
merket er til stede pa den faste bereren. Forskjellig blokkering og vasketrinn kan anvendes
som passende.

[0401] I visse utferelsesformer er bare én av komponentene merket, feks. et protein ifalge
oppfinnelsen eller ligander merket. Alternativt er mer enn én komponent merket med
forskjellige merker, f.eks. I'? for proteinene og en fluorofor for forbindelsen.
Nerhetsreagenser, f.eks. quenching- eller energi overferingsreagenser er ogsa anvendelige.

Kompetitiv binding for & identifisere og karakterisere modulatorer

[0402] I én utferelsesform blir bindingen av “testforbindelsen” bestemt ved kompetitivt
bindingsforsgk med en “konkurrent.” Konkurrenten er en bindingsgruppe som binder til
malmolekylet (feks. et kreftprotein ifelge oppfinnelsen). Konkurrenter omfatter forbindelser
slik som antistoffer, peptider, bindingspartnere, ligander, etc. Under visse omstendigheter
fortrenger den kompetitive bindingen mellom testforbindelsen og konkurrenten
testforbindelsen. I én utferelsesform er testforbindelsen merket. Enten testforbindelsen,
konkurrenten eller begge blir satt til proteinet 1 en tid tilstrekkelig for 4 tillate binding.
Innkuberinger blir utfert ved en temperatur som letter optimal aktivitet, typisk mellom fire og
40°C. Innkuberingsperioder er typisk optimalisert f.eks. for a lette rask hey

gjennomstremnings screening; typisk vil mellom null og én time vere tilstrekkelig.
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Overskudd av reagens er generelt fjernet eller vasket vekk. Den andre komponent blir deretter
tilsatt og nervaret eller fravaret av den merkete komponenten er fulgt for & indikere binding,.

[0403] I én utferelsesform blir konkurrenten tilsatt forst, fulgt av testforbindelsen.
Fortrengning av konkurrenten er en indikasjon pa at testforbindelsen binder til kreftproteinet
og séledes er 1 stand til & binde til og potensielt & modulere aktiviteten til kreftproteinet. I
denne utferelsesformen kan hvilken som helst komponent vaere merket. Saledes feks. hvis
konkurrenten er merket, tilstedevarelsen av merke 1 post-testforbindelsesvaskelegsningen
indikerer fortrengning av testforbindelsen. Alternativt hvis testforbindelsen er merket,
tilstedeverelsen av merket pa bareren indikerer fortrengning.

[0404] I en alternativ utferelsesform blir testforbindelsen tilsatt forst, med innkubering og
vasking, fulgt av konkurrenten. Fravaeret av binding av konkurrenten indikerer at
testforbindelsen binder til kreftproteinet med hayere affinitet enn konkurrenten. Saledes hvis
testforbindelsen er merket, tilstedevaerelsen av merket pa bereren, koblet med en mangel pa
konkurrentbinding, indikerer at testforbindelsen binder til og saledes potensielt modulerer
kreftproteinet ifglge oppfinnelsen.

[0405] Feolgelig omfatter de kompetitive bindingsfremgangsmatene differensiel screening
for 4 identifisere midler som kan modulere aktiviteten til kreftproteinene ifelge oppfinnelsen.
I denne utferelsesformen omfatter fremgangsmatene kombinering av et kreftprotein og en
konkurrent i en farste preve. En annen preve omfatter en testforbindelse, kreftproteinet og en
konkurrent. Bindingen av konkurrenten blir bestemt for begge prever og en forandring eller
forskjell i binding mellom de to prevene indikerer tilstedevaerelsen av et middel i stand til &
binde til kreftproteinet og potensielt modulering av dens aktivitet. Det er hvis bindingen av
konkurrenten er forskjellig 1 den andre preven 1 forhold til den forste preven er midlet 1 stand
til 4 binde til kreftproteinet.

[0406] Alternativt blir differensiel screening anvendt for & identifisere
medikamentkandidater som binder til det naturlige kreftproteinet, men ikke kan binde til
modifiserte kreftproteiner. For eksempel er strukturen av kreftproteinet modelert og anvendt 1
rasjonell medikamentdesign for & syntetisere midler som interagerer med det setet, midler som
generelt ikke binder til setemodifiserte proteiner. Videre er slike medikamentkandidater som
pavirker aktiviteten til et naturlig kreftprotein ogsa identifisert ved screening av medikamenter
for evnen til 4 enten forsterke eller redusere aktiviteten til slike proteiner.

[0407] Positive kontroller og negative kontroller kan anvendes 1 forsgkene. Fortrinnsvis

blir kontroll- og testpraver utfort i minst triplikat for & oppna statistisk signifikante resultater.
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Innkubering av alle prever forekommer i en tid tilstrekkelig til 4 tillate bindingen av midlet til
proteinet. Etter innkubering blir prever vasket frie fra ikke-spesifikt bundet materiale og
mengden av bundet, generelt merket middel bestemt. For eksempel hvor et radiomerke blir
anvendt kan prevene bli tellet 1 en scintillasjonsteller for 4 bestemme mengden av bundet
forbindelse.

[0408] En rekke andre reagenser kan omfattes 1 screeningsforseket. Disse omfatter
reagenser som salter, ngytrale proteiner, feks. albumin, detergenter, etc. som blir anvendt for
a lette optimal protein-proteinbinding og/eller redusere uspesifikk eller
bakgrunnsinteraksjoner. Ogsé reagenser som pa annen méate forbedrer effektiviteten av
forsgket, slik som proteaseinhibitorer, nukleaseinhibitorer, antimikrobielle midler, etc., kan
anvendes. Blandingen av komponenter blir tilsatt 1 en rekkefelge som tilveiebringer for den
gnskede bindingen.

Anvendelse av polynukleotider for & nedregulere eller hemme et protein ifolge

oppfinnelsen.
[0409] Polynukleotidkreftmodulatorer kan innferes 1 en celle inneholdende

malnukleotidsekvensen ved dannelse av et konjugat med et ligandbindingsmolekyl, som
beskrevet 1 WO 91/04753. Egnete ligandbindingsmolekyler omfatter, men er ikke begrenset
til, celleoverflatereseptorer, vekstfaktorer, andre cytokiner eller andre ligander som binder til
celleoverflatereseptorer. Fortrinnsvis interfererer konjugering av ligandbindingensmolekylet
hovedsakelig ikke med evnen til ligandbindingensmolekylet til & binde til dens tilsvarende
molekyl eller reseptor eller blokkere inntreden av sense- eller antisenseoligonukleotidet eller
dens konjugerte versjon inn 1 cellen. Alternativt kan en polynukleotidmodulator av kreft
innferes 1 en celle inneholdende mélnukleinsyresekvensen, feks. ved dannelse av et
polynukleotid-lipidkompleks, som beskrevet i WO 90/10448. Det er forstitt at anvendelsen av
antisensemolekyler eller “knock out” og “knock in”-modeller ogsa kan anvendes i
screeningsforsgk som beskrevet ovenfor, i tillegg til fremgangsmater for behandling.
Hemmende og antisensnukleotider

[0410] I visse utferelsesformer er aktiviteten til kreftassosiert protein nedregulert eller
fullstendig hemmet, ved anvendelsen av antisensepolynukleotid eller hemmende sma
nuklezere RNA (snRNA), dvs. en nukleinsyre komplementer til og som fortrinnsvis kan
hybridisere spesifikt til, en kodende mRNA nukleinsyresekvens, feks. et kreftprotein ifelge
oppfinnelsen, mRNA eller en subsekvens derav. Binding av antisensepolynukleotidet til

mRNAet reduserer translasjonen og/eller stabiliteten til RNAet.
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[0411] Isammenheng med foreliggende oppfinnelse kan antisensepolynukleotider omfatte
naturlig forekommende nukleotider eller syntetisk arter dannet fra naturlig forekommende
subenheter eller deres nere homologer. Antisensepolynukleotider kan ogsd ha endrete
sukkergrupper eller intersukkerbindinger. Eksempler blant disse er fosforotioatet og andre
svovelinneholdende arter som er kjent for anvendelse pa omradet. Analoger er omfattet ved
foreliggende oppfinnelse sé lenge de fungerer effektivt for & hybridisere med nukleotider
ifelge oppfinnelsen. Se feks. Isis Pharmaceuticals, Carlsbad, CA; Sequitor, Inc., Natick, MA.

[0412] Slike antisensepolynukleotider kan lett bli syntetisert ved anvendelse av
rekombinante midler eller kan syntetiseres in vitro. Utstyr for slik syntese er solgt av mange
forhandlere omfattende Applied Biosystems. Fremstillingen av andre oligonukleotider slik
som fosforotioater og alkylerte derivater er ogsa velkjente for fagfolk pa omradet.

[0413] Antisensemolekyler som anvendt her omfatter antisense- eller
senseoligonukleotider. Senseoligonukleotider kan feks. anvendes for & blokkere transkripsjon
ved & binde til antisensetraden. Antisense- og senseoligonukleotidet omfatter en enkeltradet
nukleinsyresekvens (enten RNA eller DNA) i stand til & binde til mal-mRNA (sense) eller
DNA (antisense)-sekvenser for kreftmolekyler. Antisense- eller senseoligonukleotider, ifelge
foreliggende oppfinnelse, omfatter et fragment generelt pd minst ca. 12 nukleotider,
fortrinnsvis fra ca. 12 til 30 nukleotider. Evnen til & avlede et antisense- eller et
senseoligonukleotid, basert pa en cDNA-sekvens som koder for et gitt protein er beskrevet i
f-eks. Stein & Cohen (Cancer Res. 48:2659 (1988 og van der Krol ef al. (BioTechniques 6:958
(1988)).

Ribozymer

[0414] I tillegg til antisensepolynukleotider kan ribozymer anvendes til & mal og hemme
transkripsjon av kreftassosierte nukleotidsekvenser. Et ribozym er et RNA-molekyl som
katalytisk spalter andre RNA-molekyler. Forskjellige typer av ribozymer er beskrevet,
omfattende gruppe I-ribozymer, hammerhai-ribozymer, harnal-ribozymer, RNase P og
eksehode-ribozymer (se feks. Castanotto ef al., Adv. in Pharmacology 25: 289-317 (1994) for
en generell oversikt av egenskapene til forskjellig ribozymer).

[0415] De generelle trekkene til harnal-ribozymer er beskrevet f.eks. i Hampel et al.,
Nucl. Acids Res. 18:299-304 (1990); europeisk patentpublikasjon nr. 0360257; US-patent nr.
5.254.678. Fremgangsmater for fremstilling er velkjent for fagfolk pd omradet (se feks. WO
94/26877; Oyjwang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6340-6344 (1993); Yamada et al.,
Human Gene Theraphy 1:39-45 (1994); Leavitt ef al., Proc. Natl. Acad Sci. USA 92:699- 703
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(1995); Leavitt ef al., Human Gene Theraphy 5: 1151-120 (1994); og Yamada ef al., Virology
205: 121-126 (1994)).

Anvendelse av modulatorer 1 fenotypisk screening

[0416] I én utferelsesform blir en testforbindelse administrert til en populasjon av
kreftceller, som har en assosiert kreftekspresjonsprofil. Med "administrering” eller "a sette 1
kontakt med" menes her at modulatoren blir satt til cellene pa en slik mate som for 4 tillate
modulatoren & virke pa cellen, hvorvidt ved opptak og intracelluler virkning eller ved
virkning pa celleoverflaten. I noen utfarelsesformer er en nukleinsyre som koder for et
proteinholdig middel (dvs. et peptid) satt inn 1 en viral konstruksjon slik som en adenoviral
eller retroviral konstruksjon og satt til cellen, slik at ekspresjon av peptidmiddelet blir fullfert,
Jfeks. PCT US97/01019. Regulerbare genterapisystemer kan ogsa anvendes. Med én gang
modulatoren blir administrert til cellene, blir cellene vasket om ensket og far innkubere under
fortrinnsvis fysiologiske betingelser en periode. Cellene blir deretter hostet og en ny
genekspresjonsprofil er dannet. Saledes blir feks. kreftvev screenet for midler som modulerer,
f-eks. fremkaller eller undertrykker, kreftfenotypen. En forandring i minst ett gen, fortrinnsvis
mange, fra ekspressjonsprofilen indikerer at midlet har en effekt pa kreftaktivitet. Tilsvarende
er endring av en biologisk funksjon eller en signaleringsreaksjonsvei indikativ for
modulatoraktivitet. Ved & definere en slik signatur for kreftfenotypen er screener for nye
medikamenter som endrer fenotypen planlagt. Med denne angrepmaten trenger
medikamentmalet ikke veere kjent og trenger ikke veere representert i den opprinnelige gen-
/proteinekspresjonsscreeningsplatformen, heller ikke gjeor nivaet av transkript som
maélproteinet trenger for forandring. Den modulatorhemmende funksjonen vil tjene som en
surrogatmarker.

[0417] Som beskrevet ovenfor blir screener utfert for & bedemme gener eller
genprodukter. Det er som har identifisert et spesielt differensielt uttrykt gen som viktig i en
spesiell tilstand blir screening av modulatorer for enten ekspresjon av genet eller genproduktet
selv utfort.

Anvendelse av modulatorer til & pavirke peptider ifelge oppfinnelsen

[0418] Malinger av kreftpolypeptidaktivitet eller av kreftfenotypen blir utfert ved
anvendelse av en rekke forsgk. For eksempel virkningene av modulatorer pa funksjonen av et
kreftpolypeptid(er) blir malt ved undersekelse av parametere beskrevet ovenfor. En
fysiologisk forandring som pavirker aktivitet blir anvendt for & bedemme innvirkningen av en

testforbindelse pa polypeptidene ifalge foreliggende oppfinnelse. Nar de funksjonelle
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resultatene blir bestemt ved anvendelse av intakte celler eller dyr kan en rekke effekter bli
tilggengelige slik som, 1 tilfellet av kreft forbundet med faste tumorer, tumorvekst,
tumormetastase, neovaskularisering, hormonfrigjering, transkripsjonelle endringer til bade
kjente og ukarakteriserte genetiske markerer (feks. ved Northern-blotter), endringer i
cellemetabolisme slik som cellevekst eller pH-endringer og endringer 1 intracellulere “second
messengers” slik som ¢cGNIP.

Fremgangsmater for identifikasjon av karakteristiske kreftassosierte sekvenser

[0419] Ekspresjon av forskjellige gensekvenser er 1 samsvar med kreft. Folgelig blir
lidelser basert pa mutant eller variant kreftgener bestemt. I én utferelsesform tilveiebringer
oppfinnelsen fremgangsmater for a identifisere celler inneholdende variantkreftgener, feks.
bestemmelse av tilstedeverelsen av, hele eller del, sekvensen av minst ett endogent kreftgen 1
en celle. Dette blir fullfert ved anvendelse av hvilket som helst antall av
sekvenseringsteknikker. Det er beskrevet fremgangsmaéter for identifikasjon av
kreftgenotypen til et individ, feks. bestemmelse av hele eller del av sekvensen til minst ett
gen heri i det individet. Dette blir generelt utfert i minst ett vev fra det individet, feks. et vev
angitt 1 tabell I og kan omfatte evalueringen av flere vev eller forskjellig prever av samme
vev. Fremgangsmaten kan omfatte sammenligning av sekvensen til det sekvenserte genet til et
kjent kreftgen, dvs. et villtype gen for 4 bestemme tilstedeverelsen av familiemedlemmer,
homologier, mutasjoner eller varianter. Sekvensen av hele eller del av genet kan deretter bli
sammenlignet med sekvensen av et kjent kreftgen for & bestemme om hvilken som helst
forskjeller eksistere. Dette blir utfert ved anvendelse av hvilket som helst antall av kjente
homologiprogrammer, slik som BLAST, Bestfit, etc. Tilstedeverelsen av en forskjell i
sekvensen mellom kreftgenet til pasienten og det kjente kreftgenet korrelerer med en
sykdomstilstand eller en tilbeyelighet for en sykdomstilstand, som beskrevet her.

[0420] I en foretrukket utferelsesform blir kreftgenene anvendt som prober for &
bestemme antallet kopier av kreftgenet i genomet. Kreftgenene blir anvendt som prober for &
bestemme den kromosomale lokaliseringen av kreftgenene. Informasjon slik som kromosomal
lokalisering finner anvendelser i tilveiebringing av en diagnose eller prognose spesielt nar
kromosomale anormaliteter slik som translokasjoner og lignende er identifisert i1 kreftgenets

lokus.

XIV.) RNAI og terapeutisk anvendelse av sma interfererende RNA (siRNAer)
[0421] Det er ogsé beskrevet siRNA-oligonukleotider, spesielt dobbeltradete RNAer

omfattende minst et fragment av den PSCA-kodende regionen eller 5”-UTR-regioner eller
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komplement eller hvilket som helst antisenseoligonukleotid spesifikt for PSCA-sekvensen. 1
én utferelsesform blir slike oligonukleotider anvendst til & belyse en funksjon av PSCA eller
blir anvendt for & screene for eller evaluere modulatorer til PSCA-funksjon eller ekspresjon. I
en annen utferelsesform blir genekspresjon av PSCA redusert ved anvendelse av siRNA-
transfeksjon og resulterer 1 betydelig redusert proliferativ kapasitet av transformerte
kreftceller som endogent uttrykker antigenet; celler behandlet med spesifikke PSCA-siRNAer
viser redusert overlevelse som malt, feks. ved en metabolsk utreding av cellelevedyktighet
korrelert til den reduserte proliferative kapasiteten. Sdledes omfatter PSCA-siRNA-
sammensetninger siRNA (dobbeltradet RNA) som svarer til nukleinsyre-ORF-sekvensen til
PSCA -proteinet eller subsekvenser derav; disse subsekvenser er generelt 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,31, 32, 33, 34, 35 eller
flere enn 35 pafalgende RNA-nukleotider i lengde og inneholder sekvenser som er
komplementzre og ikke-komplementare til minst en del av den mRNA-kodende sekvensen. I
en foretrukket utforelsesform er subsekvensene 19-25 nukleotider 1 lengde, mest foretrukket
21-23 nukleotider 1 lengde.

[0422] RNA-interferens er en ny angrepmate til 4 gjere gener stumme in vitro og in vivo,
saledes er sma dobbeltradete RNAer (siRNAer) verdifull terapeutiske midler. Kraften til
siRNAer til & gjore spesifikke genaktiviteter stumme har na vart brakt til dyremodeller av
sykdom og blir dessuten anvendt hos mennesker. For eksempel er hydrodynamisk infusjon av
en lgsning av siRNA inn i en mus med en siRNA mot et spesielt mal anerkjent & vaere
terapeutisk effektive.

[0423] Pionerarbeidet til Song ef al. indikerer at én type av fullstendig naturlig
nukleinsyre, sma interfererende RNAer (siRNAer), tjener som terapeutiske midler selv uten
ytterligere kjemisk modifikasjon (Song, E., ef al. “RNA interference targeting Fas protects
mice from fulminant hepatitis” Nat. Med. 9(3): 347-51(2003)). Dette arbeidet tilveiebrakte de
forste in vivo-bevis at infusjon av siRNAer 1 et dyr kunne lindre sykdom. I det tilfellet
tilveiebrakte forfatterne muse injeksjoner av siRNA utformet til & gjere stum FAS-proteinet
(en cellededreseptor som nér overaktivert under inflammatorisk respons induserer
hepatocytter og andre celler til & dg). Den neste dagen ble dyrene gitt et antistoff spesifikt til
Fas. Kontrollmus dede av akutt leversvikt innen noen fa dager, mens over 80% av de siRNA-
behandlete musene forble frie fra alvorlig sykdom og overlevde. Omtrent 80% til 90% av
deres leverceller innkorporerte de nakne siRNA-oligonukleotidene. Videre fungerte RNA-

molekylene 1 10 dager for mistet effekt etter 3 uker.



338744

128

[0424] For anvendelse 1 human terapi blir siRNA levert ved effektive systemer som
fremkaller lang vedvarende RNAi-aktivitet. Et hovedhulrom (caveat”) for klinisk anvendelse
er levering av siRNAer til de passende cellene. Hepatocytter ser ut til & vare spesielt
mottagelig for eksogen RNA. I dag er mal lokalisert 1 leveren attraktive fordi lever er et organ
som lett kan vere malrettet av nukleinsyremolekyler og virale vektorer. Imidlertid er andre
vev- og organmal dessuten foretrukket.

[0425] Formuleringer av siRNAer med forbindelser som fremmer overfering tvers over
cellemembraner blir anvendt for 4 forbedre administrering av siRNAer 1 terapi. Kjemisk
modifisert syntetisk siRNA, som er resistente mot nukleaser og har serumstabilitet som har
ledsagende forbedret varighet av RNAi-effekter, er en ytterligere utferelsesform.

[0426] Saledes er siRNA-teknologi et terapeutisk middel for human ondartet sykdom ved
levering av siRNA-molekyler rettet mot PSCA til individer med kreftene, slik som de listet
opp 1 tabell 1. Slik administrering av siRNAer forer til redusert vekst av kreftceller som
uttrykker PSCA og tilveiebringer en antitumorterapi, minskning av morbiditeten og/eller
dedeligheten forbundet med ondartet sykdom.

[0427] Effektiviteten av denne modaliteten av genprodukt kraftig nedsetting
("knockdown”) er betydelig nar malt in vitro eller in vivo. Effektivitet in vitro er lett
demonstrerbar gjennom anvendelse av siRNAer til celler i kultur (som beskrevet ovenfor)
eller til alikvoter av kreftpasientbiopsier nar in vitro-fremgangsmater blir anvendt for a

detektere den reduserte ekspresjonen av PSCA-protein.

XV.) Kitt/artikler for fremstilling

[0428] For anvendelse i laboratoriet er prognostiske, profylaktiske, diagnostiske og
terapeutiske anvendelser beskrevet her kits innenfor omfanget ifelge oppfinnelsen. Slike kits
kan omfatte en berer, emballasje eller beholder som er delt i rom for & motta én eller flere
beholdere slik som medisinglass, rer og lignende, hver av beholderen(e) omfattende én av de
separate elementene som skal anvendes ved fremgangsméten, sammen med et merke eller
innlegg omfattende instruksjoner for anvendelse, slik som en anvendelse beskrevet her. For
eksempel kan beholderen(e) omfatte en probe som er eller kan vare detekterbart merket. Slik
probe kan vare et antistoff eller polynukleotid spesifikk for henholdsvis et protein eller et gen
eller message ifelge oppfinnelsen. Hvor fremgangsmaten anvender nukleinsyrehybridisering
for & detektere malnukleinsyren, kittet kan ogsé ha beholdere inneholdende nukleotid(er) for
amplifisering av malnukleinsyresekvensen. Kits kan omfatte en beholder omfattende en

rapporter slik som et biotinbindingsprotein, slik som avidin eller streptavidin, bundet til et
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rapportgrmolekyl, slik som et enzymatisk, fluorescerende eller radioisotop merke; slik en
rapporter kan anvendes med, feks. en nukleinsyre eller antistoff. Kittet kan omfatte hele eller
del av aminosyresekvensene 1 figur 1, figur 2 eller figur 3 eller analoger derav eller et
nukleinsyremolekyl som koder for slike aminosyresekvenser.

[0429] Kittet vil typisk omfatte beholderen beskrevet ovenfor og én eller flere andre
beholdere forbundet derved som omfatter materialer enskelig fra et kommersielt og bruker
standpunkt, omfattende buffere, fortynningsmidler, filtrer, naler, spreyter; bzrer, emballasje,
beholder, medisinglass og/eller rermerker som opplister innhold og/eller instruksjoner for
anvendelse og emballasjeinnlegg med instruksjoner for anvendelse.

[0430] Et merke kan vere til stede pa eller med beholderen for 4 indikere at
sammensetningen blir anvendt for en spesifikk terapi eller ikke-terapeutisk anvendelse, slik
som en prognostisk, profylaktisk, diagnostisk eller laboratorie anvendelse og kan indikerer
ogsa retninger for enten in vivo- eller in vitro-anvendelse, slik som de beskrevet her.
Retninger og eller annen informasjon kan ogsa bli omfattet pa et innlegg(er) eller merke(er)
som er omfattet med eller pa kittet. Merket kan vare pa eller forbundet med beholderen. Et
merke kan vere pa en beholder nar bokstaver, nummer eller andre karakterer som danner
merket er stopt eller etset inn 1 beholderen selv; et merke kan vaere forbundet med en beholder
nar det er til stede innen en beholder eller barer som ogsa inneholder beholderen, feks. som et
emballasjeinnlegg. Merket kan indikere at sammensetningen blir anvendt for diagnosering av,
behandling av, profylaksering ("prophylaxing”) eller prognosering av et forhold, slik som en
neoplasi av et vev angitt 1 tabell L

[0431] Betegnelsene “kitt” og “artikkel for fremstilling” kan anvendes som synonymer.

[0432] I en annen utferelsesform er en artikkel(artikler) for fremstilling inneholdende
sammensetninger, slik som aminosyresekvens(er), sma molekyl(er), nukleinsyresekvens(er)
og/eller antistoff(er), f-eks. materialer anvendelige for diagnosen, prognosen, forebyggingen
og/eller behandlingen av neoplasier av vev slik som de angitt 1 tabell I tilveiebrakt. Artikkelen
for fremstilling omfatter typisk minst én beholder og minst ett merke. Egnete beholdere
omfatter for eksempel flasker, medisinglass, spreyter og testror. Beholderne kan bli dannet fra
en rekke materialer slik som glass, metall eller plast. Beholderen kan inneholde
aminosyresekvens(er), sma molekyl(er), nukleinsyresekvens(er), cellepopulasjon(er) og/eller
antistoff(er). I én utferelsesform inneholder beholderen et polynukleotid for anvendelse 1
undersgkelse av mRNA -ekspresjonsprofilen til en celle, ssmmen med reagenser anvendt for

dette formalet. I en annen utferelsesform omfatter en beholder et antistoff, bindingsfragment
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derav eller spesifikt bindingsprotein for anvendelse i evaluering av proteinekspresjon til
PSCA 1 celler og vev eller for relevante laboratorie, prognostiske, diagnostiske, profylaktiske
og terapeutiske formal; indikasjoner og/eller retninger for slike anvendelser kan omfattes pa
eller med slike beholder, likeledes kan reagenser og andre sammensetninger eller verktey
anvendt for disse formélene. I en annen utferelsesform omfatter en beholder materialer for &
frembringe en celluler eller humoral immunrespons, sammen med assosierte indikasjoner
og/eller retninger. I en annen utferelsesform omfatter en beholder materialer for adoptiv
immunoterapi, slik som cytotoksiske T-celler (CTL) eller hjelpe-T-celler (HTL), sammen
med assosierte indikasjoner og/eller retninger; reagenser og andre sammensetninger eller
verktpy anvendt for slikt formal kan ogsa vare omfattet.

[0433] Beholderen kan alternativt inneholde en sammensetning som er effektiv for
behandling av, diagnose, prognosering eller profylaksering av et forhold og kan ha en steril
tilgangsport (for eksempel beholderen kan vere en intraveneslesningsbag eller et
medisinglass som har en stopper gjennomborbar (”pierceable”) ved en hypodermisk
injeksjonsnél). De aktive midlene i sammensetningen kan vare et antistoff som er i stand til
spesifikt binding av PSCA og modulering av funksjonen til PSCA.

[0434] Artikkelen for fremstilling kan videre omfatte en annen beholder omfattende en
farmaseytisk akseptabel buffer, slik som fosfatbufret saltlgsning, Ringers lgsning og/eller
dekstrose lgsning. Den kan videre omfatte andre materialer enskelige fra et kommersielt og
bruker standpunkt, omfattende andre buffere, fortynningsmidler, filtrer, rerere, néler, sproyter

og/eller emballasjeinnlegg med indikasjoner og/eller instruksjoner for anvendelse.
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EKSEMPLER:

[0435] Forskjellige aspekter ifelge oppfinnelsen er ytterligere beskrevet og illustrert ved

mater til de mange eksemplene som felger.

Eksempel 1

Ekspresjonsanalyse av PSCA-varianter i normalt vev og pasientpraver

[0436] Tidligere ble PSCA, her referert til som PSCA-v.1, identifisert som et antigen
uttrykt 1 prostatakreft. Dens ekspresjon ble detektert i mer enn 80% av primere prostatakreft
og 1 majoriteten av prostatametastaser. Det har ogsa vert vist 4 vere uttrykt i bleerekreft,
eggstokkreft og pankreatisk kreft; disse kreftene er listet opp 1 tabell I. Ved
immunohistokjemisk analyse er PSCA vist & vare overuttrykt pa celleoverflaten av fleste
uroteliale overgangskarsinom og 1 60% av primare pankreatiske adenokarsinomer. PSCA-
ekspresjonsdataet er rapportert 1 patentpublikasjoner (PCT/US98/04664, PCT/US/28883,
PCT/US00/19967) og 1 peer-reviewed artikler (Saffran ef al., Proc Natl Acad Sci U S A. 2001
Feb 27; 98(5): 2658-2663; Amara et al., Cancer Res. 2001 Jun 15; 61(12): 4660-65; Reiter
et al., Proc Natl Acad Sci USA. 1998 Feb 17; 95(4): 1735-40; Argani et al., Cancer Res. 2001
Jun 1; 61(11): 4320-24).

[0437] Spesifikk ekspresjon av forskjellige PSCA-varianter er studert 1 normale og
kreftpasientprever. Primere ble utformet for a differensiere mellom PSCA-v.1/v.2/v.4, PSCA-
v.3 0og PSCA-v.5. PSCA-v.1/v.2/v.4 forer til et PCR-produkt pa 425 bp, PSCA-v.3 forer til et
PCR-produkt pa 300 bp, mens PSCA-v.5 farer til et PCR-produkt pa 910 bp i sterrelse (figur
11(a).

[0438] Forste trads cDNA ble fremstilt fra normal blere, hjerne, hjerte, nyre, lever, lunge,
prostata, milt, skjelettmuskel, testikkel, bukspyttkjertel, kolon, mage, samlinger av
prostatakreft, blerekreft, nyrekreft, kolonkreft, lungekreft, eggstokkreft, brystkreft,
kreftmetastase og bukspyttkjertelkreft (figur 11(b). Normalisering ble utfert med PCR ved
anvendelse av primere til aktin. Semikvantitativ PCR ved anvendelse av de variantspesifikke
primerne ble utfert ved 30 sykler av amplifisering.

[0439] Resultater viser ekspresjon av PSCA-v.5 hovedsakelig 1 brystkreft, kreftmetastase
og bukspyttkjertelkreft og ved lavere niva i kolonkreft og lungekreft. PSCA-v.1/v.2/v.4-PCR-
produkt ble detektert 1 prostatakreft, blaerekreft, nyrekreft, kolonkreft, lungekreft,
eggstokkreft, brystkreft, kreftmetastase og bukspyttkjertelkreft. Blant normalt vev ble PSCA-
v.1/v.2/v.4-PCR-produkt detektert bare i prostata, mage og ved lavere niva i nyre og lunge,

338744



338744

132

mens PSCA-v.5 ikke ble detektert i noen normale vev. PSCA-v.3-PCR-detektert produkt ble
ikke detektert 1 noen av de testete prevene.

[0440] Primere ble utformet for a differensiere mellom PSCA-v.4 og PSCA-v.5 (figur
1J(a). PSCA-v.4 forer til et PCR-produkt pa 460 bp, mens PSCA-v.5 ferer til et PCR-produkt
pa 945 bp i sterrelse.

[0441] Ferste trads cDNA ble fremstilt fra normal blere, hjerne, hjerte, nyre, lever, lunge,
prostata, milt, skjelettmuskel, testikkel, bukspyttkjertel, kolon, mage, samlinger av
prostatakreft, blerekreft og multi-xenograftsamling (prostatakreft, nyrekreft og blerekreft-
xenografter) (figur 1J(b). Normalisering ble utfert med PCR ved anvendelse av primere til
aktin. Semikvantitativ PCR ved anvendelse av de variantspesifikke primerne ble utfert ved 30
sykler av amplifisering,

[0442] Resultater viser ekspresjon av PSCA-v.4 1 prostatakreft, bleerekreft og multi-
xenograftsamling, normal nyre og prostata. PSCA-v.5 ble detektert bare 1 normal prostata og
blerekreft.

[0443] Den begrensete ekspresjonen av PSCA-varianter i normalt vev og uttrykket
detektert i kreftpasientprever indikerer at PSCA-varianter er terapeutiske, prognostiske,

laboratorie, profylaktiske og diagnostiske mal for human kreft.

Eksempel 2
Spleisevarianter av PSCA

[0444] Som anvendt her omfatter betegnelsen variant transkriptvarianter og enkel-
nukleotid polymorfier (SNPer). Transkriptvarianter er varianter av moden mRNA fra samme
genet som oppstar ved alternativ transkripsjon eller alternativ spleising. Alternative
transkripter er transkripter fra samme genet men starter transkripsjon pa forskjellig punkter.
Spleisevarianter er mRNA-varianter spleisete ulikt fra samme transkript. I eukaryoter, nar et
multi-ekson gen er transkribert fra genomisk DNA, er det innledende RN Aet spleiset for &
produsere funksjonell mRNA, som bare har eksoner og blir anvendt for translasjon til en
aminosyresekvens. Folgelig kan et gitt gen ha null til mange alternative transkripter og hvert
transkript kan ha null til mange spleisevarianter. Hver transkriptvariant har en unik
eksonsammensetning og kan ha forskjellig kodende og/eller ikke-kodende (5°- eller 3’-end)
deler, fra det opprinnelige transkriptet. Transkriptvarianter kan kode for samme, lignende eller
forskjellige proteiner, slike proteiner som har samme eller en lignende funksjon eller en

forskjellig funksjon. Variantproteinene kan uttrykkes 1 samme vev samtidig, 1 et forskjellig
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vev samtidig eller i samme vev pa forskjellige tider eller i et forskjellig vev pa en ulik tid.
Proteiner kodet for av en transkriptvariant kan ha lignende eller forskjellige subcellulere eller
ekstracellulere lokaliseringer (feks. utskilt versus intracellular).

[0445] Transkriptvarianter er identifisert ved en rekke artsaksepterte fremgangsmater. For
eksempel er alternative transkripter og spleisevarianter identifisert ved fullengde kloning eller
ved anvendelse av fullengde transkript og EST-sekvenser. Forst ble alle human ESTer
gruppert inn i klustere som viser direkte eller indirekte identitet med hverandre. Deretter ble
ESTer 1 samme klusteret videre gruppert inn 1 subklustere og samlet inn i en
konsensussekvens. Den opprinnelige gensekvensen blir ssmmenlignet med
konsensussekvensen(e) eller andre fullengde sekvenser. Hver konsensussekvens er en
potensiell spleisevariant for det genet. Mange bekreftelsesmodaliteter er kjent pd omradet, slik
som 1dentifikasjon av varianten ved Northern-analyse, fullengde kloning eller ved anvendelse
av probebiblioteker, etc. Selv nar en variant er identifisert, som ikke enna er en fullengde
klon, er den delen av varianten meget anvendelig som et forskningsverktey, feks. for
antigendannelse eller for videre kloning av den fullengde spleisevarianten ved anvendelse av
teknikker kjent pa omradet.

[0446] Videre er dataprogrammer tilgjengelige pad omradet som identifiserer
transkriptvarianter basert pa genomiske sekvenser. Genomisk baserte
transkriptvariantidentifikasjonsprogrammer omfatter FgenesH (A. Salamov and V. Solovyev,
"ADb initio gene finding in Drosophila genomic DNA," Genome Research. 2000 April;
10(4):516-22); Grail (URL compbio.ornl. gov/Grail-bin/EmptyGrailForm) og GenScan (URL
genes.mit.edu/GENSCAN.html). For en generelle omtale av
spleisevariantidentifikasjonsprotokoller se feks. Southan, C., A genomic perspective on
human proteases, FEBS Lett. 2001 Jun 8; 498(2-3):214-8; de Souza, S.J., ef al., Identification
of human chromosome 22 transcribed sequences with ORF expressed sequence tager, Proc.
Natl Acad Sci U S A. 2000 Nov 7; 97(23):12690-3.

[0447] For a videre bekrefte parametrene til en transkriptvariant er en rekke teknikker
tilgjengelig pa omradet slik som fullengde kloning, proteomikk-validering, PCR-basert-
validering og 5’-RACE-validering, etc. (se feks. Proteomic Validation: Brennan, S.0., et al.,
Albumin banks peninsula: a new termination variant characterized by electrospray mass
spectrometry, Biochem Biophys Acta. 1999 Aug 17;1433(1-2):321-6; Ferranti P, et al,,
Differential splicing of pre-messenger RNA produces multiple forms of mature caprine

alpha(s1)-casein, Eur J Biochem. 1997 Oct 1;249(1):1-7. For PCR-basert-validering:
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Wellmann S, et al., Spesific reverse transcription-PCR quantification of vascular endothelial
growth factor (VEGF) splice variants by LightCycler technology, Clin Chem. 2001
Apr;47(4):654-60; Jia, H.P., et al., Discovery of new human beta-defensins using a genomics-
based approach, Gene. 2001 Jan 24; 263(1-2):211-8. For PCR-basert- og 5’-RACE-
validering: Brigle, K.E., ef al., Organization of the murine redused folate carrier gene and
identification of variant splice forms, Biochem Biophys Acta. 1997 Aug 7; 1353(2): 191-8).

[0448] Det er kjent pa omradet at genomiske regioner er modulert i kreft. Nar den
genomiske regionen til hvilken et gen kartlegges er modulert i en spesiell kreft er de
alternative transkriptene eller spleisevariantene av genet dessuten modulert. Beskrevet her er
at PSCA har en spesiell ekspresjonsprofil relatert til kreft (se feks. tabell I). Alternative
transkripter og spleisevarianter av PSCA er ogsa involvert i kreft, for eksempel i én eller flere
av disse vevene og dessuten 1 visse ytterligere vev. Variantene tjener séledes som
tumorassosierte markerer/antigener.

[0449] Ved anvendelse av fullengde PSCA-genet sammen med EST-sekvenser ble fire
ytterligere transkriptsvarianter identifisert, betegnet som PSCA-v.2, v.3, v.4 og v.5. Grensene
for eksoner 1 det opprinnelige transkriptet var PSCA-v.1 vist i tabell V1. Sekvensene for
PSCA og PSCA-variantene er angitt 1 figur 1.

Eksempel 3
Enkel-nukleotid polymorfier av PSCA

[0450] En enkel-nukleotid polymorfisme (SNP) er en enkel baseparvariasjon i en
nukleotidsekvens pa en spesifikk lokalisasjon. P hvilket som helst gitt punkt av genomet er
det fire mulig nukleotidbasepar: A/T, C/G, G/C og T/A. Som anvendt her er en allele én av en
serie av alternative former av et gitt gen, avviker i DNA-sekvens og pavirkning av et produkt
(RNA og/eller protein).

[0451] En SNP som forekommer pa en cDNA er betegnet en cSNP. Denne cSNPen kan
forandre aminosyrer til proteinet kodet for av genet og saledes forandre funksjonen av
proteinet. Noen SNPer fordrsaker nedarvede sykdommer; andre bidrar til kvantitative
variasjoner i fenotype og reaksjoner pa omgivelsesfaktorer omfattende diett og medikamenter
blant individer. Derfor har eksistensen av en SNP og/eller kombinasjoner av alleler (betegnet
haplotyper) mange anvendelige applikasjoner, slik som diagnose av nedarvede sykdommer,
bestemmelse av medikament reaksjoner og doser, identifikasjon av gener ansvarlige for

sykdommer og analyse av det genetiske slektskapet mellom individer (P. Nowotny, J. M.
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Kwon and A. M. Goate, “ SNP analysis to dissect human traits,” Curr. Opin. Neurobiol. 2001
Oct; 11(5):637-641; M. Pirmohamed and B. K. Park, “Genetic susceptibility to adverse drug
reactions,” Trends Pharmacol. Sci. 2001 Jun; 22(6):298-305; J. H. Riley, C. J. Allan, E. Lai
and A. Roses, “The use of single nucleotide polymorphisms in the isolation of common
disease genes,” Pharmacogenomics. 2000 Feb; 1(1):39-47; R. Judson, J. C. Stefens and A.
Windemuth, “The predictive power of haplotypes in clinical response,” Pharmacogenomics.
2000 Feb; 1(1):15-26).

[0452] SNPer er identifisert ved en rekke artsaksepterte fremgangsmater (P. Bean, “The
promising voyage of SNP target discovery,” Am. Clin. Lab. 2001 Oct-Nov; 20(9):18-20; K.
M. Weiss, “In search of human variation,” Genome Res. 1998 Jul; 8(7):691-697, M. M. She,
“Enabling large-scale pharmacogenetic studies by high-throughput mutation detection and
genotyping technologies,” Clin. Chem. 2001 Feb; 47(2):164-172). For eksempel er SNPer
identifisert ved sekvensering av DNA-fragmenter som viser polymorfisme ved gelbaserte
fremgangsmater slik som restriksjonsfragment lengde polymorfisme (RFLP) og
denaturerende gradient gelelektroforese (DGGE). De er ogsa oppdaget ved direkte
sekvensering av DNA-prever samlet fra forskjellige individer eller ved 4 sammenligne
sekvenser fra forskjellig DNA-prever. Med den raske akkumuleringen av sekvensdata 1
publiserte og private databaser oppdager én ogsd SNPer ved & sammenligne sekvenser ved
anvendelse av dataprogrammer (Z. Gu, L. Hillier and P. Y. Kwok, “Single nucleotide
polymorphism hunting in cyberspace,” Hum. Mutat. 1998; 12(4):221-225). SNPer kan bli
verifisert og genoypen eller haplotypen til et individ kan bestemmes ved en rekke
fremgangsmater omfattende direkte sekvensering og hey gjennomstremning mikroarrayer (P.
Y. Kwok, “Methods for genotyping single nucleotide polymorphisms,” Annu. Rev. Genomics
Hum. Genet. 2001; 2:235-258; M. Kokoris, K. Dix, K. Moynihan, J. Mathis, B. Erwin, P.
Grass, B. Hines and A. Duesterhoeft, “High-throughput SNP genotyping with the Masscode
system,” Mol. Diagn. 2000 Dec; 5(4):329-340).

[0453] Ved anvendelse av fremgangsmatene beskrevet ovenfor ble tretten SNP identifisert
1 transkriptet for PSCA-v.2. Variant 2 ble anvendt, heller enn for eksempel variant 1, da det
hadde feerre tvetydige baser enn variant 1. Felgelig ble SNPer identifisert for PSCA-v.2 1
posisjoner 57 (t/c), 367 (c/t), 424 (a/c), 495 (c/g), 499 (c/t), 563 (c/t), 567 (g/a), 627 (g/a), 634
(t/g), 835 (g/a), 847 (g/a), 878 (g/a) og 978 (c/g). Transkriptene eller proteinene med
alternative alleler ble betegnet som variant PSCA-v.6 til og med v.18, som vist 1 figur 1B og

figur1 G.
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[0454] Nukleotidforandringen i v.6 endret startkodonet til v.1 og séledes ville
translasjonen ikke start inntil neste ATG (AUG 1 mRNA), hvilket resulterer 1 et protein 9 AA
kortere enn v.1-protein. Nukleotidendringene for v.7 og v.8 ble stumme pa proteinnivaet.

[0455] Tolv av disse 13 SNPer var ogsa til stede i variant 4. De 12 SNP-variantene i
relativt til PSCA-v. 4 er betegnet PSCA-v.19 til og med v.30. Varianter 19 til og med 27

koder for alternative aminosyrer som vist 1 figur 1H.

Eksempel 4

Produksjon av rekombinant-PSCA i prokaryote systemer

[0456] For a uttrykke rekombinant-PSCA og PSCA-varianter i prokaryote celler, er den
fulle eller partielle lengden av PSCA og PSCA-variant cDNA-sekvenser klonet inn 1 hvilken
som helst éne av en rekke ekspresjonsvektorer kjent pa omrédet. En eller flere av de folgende
regionene av PSCA-varianter er uttrykt: fullengde sekvensen presentert 1 figur 1 eller hvilken
som helst 8, 9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30
eller flere pafelgende aminosyrer fra PSCA, varianter eller analoger derav.

A. In vitro-transkripsjons- og translasjonskonstruksjoner:

[0457] pCRII: For a4 danne PSCA-sense og antisense RN A-prober for RNA in situ-
undersekelser er pCRII-konstruksjoner (Invitrogen, Carlsbad CA) dannet som koder for enten
hele eller fragmenter av PSCA-cDNAet. pCRII-vektoren har Sp6- og T7-promotere
flankerende insersjonen for & drive transkripsjonen av PSCA-RNA for anvendelse som prober
1 RNA in situ-hybridiseringsforsek. Disse probene blir anvendt for & analysere celle- og
vevsekspresjonen av PSCA pd RNA-nivéet. Transkribert PSCA-RNA som representerer den
cDNA-aminosyrekodende regionen av PSCA-genet blir anvendt 1 in vitro-
translasjonssystemer slik som TnT™ Coupled Reticulolysatsystemet (Promega, Corp.,
Madison, WI) for & syntetisere PSCA-protein.

B. Bakterielle konstrukter:

[0458] pGEX-konstrukter: For & danne rekombinante PSCA -proteiner i bakterier som er
kondensert til glutation-S-transferase (GST)-proteinet er hele eller deler av den PSCA-cDNA-
proteinkodende sekvensen klonet inn i pGEX-familien av GST-fusjonsvektorer (Amersham
Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ). Disse konstruksjonene tillater kontrollert ekspresjon av
rekombinante PSCA-proteinsekvenser med GST kondensert pd aminoterminusen og en seks-
histidinepitop (6XHis) pa karboksylterminusen. GST- og 6XHis-tagene tillater rensning av

det rekombinante fusjonsproteinet fra induserte bakterier med den passende
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affinitetsmatriksen og tillater gjenkjennelse av fusjonsproteinet med anti-GST- og anti-His-
antistoffer. 6XHis-tagen er dannet ved tilsetning av 6 histidinkodoner til kloningsprimeren
ved 3’-enden, feks. av den apne leserammen (ORF). Et proteolytisk spaltningssete, slik som
PreScission™-gjenkjennelsessetet i pGEX-6P-1, kan anvendes slik at det tillater spaltning av
GST-tagen fra PSCA-relatert protein. Ampicillinresistensgenet og pPBR322-opprinnelsen
tillater seleksjon og opprettholdelse av pGEX-plasmidene 1 E. coli.

[0459] pMAL-konstrukter: For & danne rekombinante PSCA-proteiner, i bakterier, som er
kondensert til maltosebindingsprotein (MBP) er hele eller deler av den PSCA-cDNA-
proteinkodende sekvensen kondensert til MBP-genet ved kloning inn i pMAL-c2X- og
pMAL-p2X-vektorene (New England Biolabs, Beverly, MA). Disse konstruksjonene tillater
kontrollert ekspresjon av rekombinante PSCA -proteinsekvenser med MBP kondensert pa
aminoterminusen og en 6XHis-epitoptag pa karboksylterminusen. MBP- og 6XHis-tagene
tillater rensning av det rekombinante proteinet fra induserte bakterier med den passende
affinitetsmatriksen og tillater gjenkjennelse av fusjonsproteinet med anti-MBP- og anti-His-
antistoffer. 6XHis-epitoptagen er dannet ved tilsetning av 6 histidinkodoner til 3’-
kloningsprimeren. Et faktor Xa-gjenkjennelsessete tillater spaltning av pMAL-tagen fra
PSCA. pMAL-c2X- og pMAL-p2X-vektorene er optimalisert for 4 uttrykke det rekombinante
proteinet 1 henholdsvis cytoplasmaet eller periplasmaet. Periplasmaekspresjon forsterker
folding av proteiner med disulfidbindinger.

[0460] pET-konstrukter: For a uttrykke PSCA i bakterieceller er hele eller deler av den
PSCA-cDNA-proteinkodende sekvensen klonet inn 1 pET-familien av vektorer (Novagen,
Madison, WI). Disse vektorene tillater stramt kontrollert ekspresjon av rekombinant PSCA-
protein 1 bakterier med og uten fusjon til proteiner som forsterke oppleselighet, slik som
NusA og tioredoksin (Trx) og epitoptager, slik som 6XHis- og S-Tag ™ som hjelper til
rensning og deteksjon av det rekombinante proteinet. For eksempel er konstruksjoner gjort
ved anvendelse av pET-NusA-fusjonsystem 43.1 slik at regioner av PSCA-proteinet er uttrykt
som aminoterminal fusjoner til NusA.

C. Gjerkonstrukter:
[0461] pESC-konstrukter: For 4 uttrykke PSCA 1 gjerarten Saccharomyces cerevisiae for

dannelse av rekombinant protein og funksjonelle undersgkelser er hele eller deler av den
PSCA-cDNA-proteinkodende sekvensen klonet inn 1 pESC-familien av vektorer som hver
inneholder 1 av 4 selekterbare markerer, HIS3, TRP1, LEU2 og URAS3 (Stratagene, La Jolla,

CA). Disse vektorene tillater kontrollert ekspresjon fra det samme plasmidet av opptil 2
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forskjellig gener eller klonete sekvenser inneholdende enten Flag™- eller Myc-epitoptager 1
den samme gjarcellen. Dette systemet er anvendelig for & bekrefte protein-
proteininteraksjoner til PSCA. 1 tillegg innbringer ekspresjon i gjeer lignende
posttranslasjonelle modifikasjoner, slik som glykosyleringer og fosforyleringer, som er funnet
nar uttrykt i eukaryote celler.

[0462] pESP-konstrukter: For a uttrykke PSCA i gjerarten Saccharomyces pombe er hele
eller deler av den PSCA-cDNA-proteinkodende sekvensen klonet inn 1 pESP-familien av
vektorer. Disse vektorene tillater kontrollert hgyt ekspresjonsniva av en PSCA-proteinsekvens
som er kondensert pa enten aminoterminusen eller pa karboksylterminusen til GST som
hjelper til rensning av det rekombinante proteinet. En FlagT™-epitoptag tillater deteksjon av

det rekombinante proteinet med anti- FlagT™-antistoff.

Eksempel 5
Produksjon av rekombinant-PSCA i hevere eukaryote systemer

A Mammalske konstrukter:

[0463] For a uttrykke rekombinant-PSCA i eukaryote celler kan den fulle eller partielle
lengden av PSCA-cDNA-sekvenser eller varianter derav klones inn 1 hvilken som helst éne av
en rekke ekspresjonsvektorer kjent pd omridet. En eller flere av de folgende regionene av
PSCA er uttrykt 1 disse konstruksjonene, aminosyrer 1 til 123 eller hvilken som helst 8, 9, 10,
11, 12,13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 eller flere
pafelgende aminosyrer fra PSCA-v.1, PSCA-varianter eller analoger derav.

[0464] Konstruksjonene kan transfekteres inn 1 hvilken som helst éne av en rekke
mammalske celler slik som 293T-celler. Transfekterte 293 T-cellelysater kan vare probet med
det anti-PSCA-polyklonale serumet beskrevet her.

[0465] pcDNA4/HisMax-konstrukter: For & uttrykke PSCA hos mammalske celler er et
PSCA-OREF eller deler derav av PSCA klonet inn i pcDNA4/HisMax-versjon A (Invitrogen,

Carlsbad, CA). Proteinekspresjon er drevet fra cytomegalovirus (CMV)-promoteren og den
SP16-translasjonelle enhanceren. Det rekombinante proteinet har XpressTM- og seks-histidin
(6XHis)-epitoper kondensert til aminoterminusen. pcDNA4/HisMax-vektoren inneholder
ogsa bovin veksthormon (BGH)-polyadenyleringssignalet og
transkripsjonstermineringssekvensen for 4 forbedre mRNA -stabilitet sammen med SV40-
opprinnelsen for episomal replikasjon og enkel vektorunnsetting ("rescue”) i cellelinjer som

uttrykker det store T-antigenet. Zeocinresistensgenet tillater seleksjon av mammalske celler
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som uttrykker proteinet og ampicillinresistensgenet og ColE1-opprinnelse tillater seleksjon og
opprettholdelse av plasmidet 1 E. coli.
[0466] pcDNA3.1/MycHis-konstrukter: For & uttrykke PSCA i mammalske celler ble et

PSCA-OREF eller deler derav av PSCA med et konsensus Kozak-translasjonsinitieringssete
klonet inn 1 pcDNA3.1/MycHis-versjon A (Invitrogen, Carlsbad, CA). Proteinekspresjon er
drevet fra cytomegalovirus (CMV)-promoteren. De rekombinante proteinene har myc-
epitopen og 6XHis-epitopen kondensert til karboksylterminusen. pcDNA3.1/MycHis-
vektoren ogsé inneholde bovine veksthormon (BGH)-polyadenyleringssignalet og
transkripsjonstermineringssekvensen for 4 forbedre mRNA -stabilitet, sammen med SV40-
opprinnelsen for episomal replikasjon og enkel vektorunnsetting i cellelinjer som uttrykker
det store T-antigenet. Neomycinresistensgenet kan anvendes da det tillater seleksjon av
mammalske celler som uttrykker proteinet og ampicillinresistensgenet og ColE1-opprinnelse
tillater seleksjon og opprettholdelse av plasmidet 1 E. coli.

[0467] pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO-konstruksjon: For & uttrykke PSCA hos mammalske

celler og for 4 tillate deteksjon av de rekombinante proteinene ved anvendelse av fluorescens
er et PSCA-OREF eller deler derav, med et konsensus Kozak-translasjonsinitieringssete, klonet
inn 1 pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO (Invitrogen, CA). Proteinekspresjon er drevet fra
cytomegalovirus (CMV)-promoteren. De rekombinante proteinene har det gront
fluorescerende proteinet (GFP) kondensert til karboksylterminusen som fasilerer ikke-invasiv
in vivo-deteksjon og cellebiologiundersgkelser. pcDNA3.1CT-GFP-TOPO-vektoren ogsd
inneholde det bovine veksthormon (BGH)-polyadenyleringssignalet og
transkripsjonstermineringssekvensen for 4 forbedre mRNA -stabilitet sammen med SV40-
opprinnelsen for episomal replikasjon og enkel vektorunnsetting i cellelinjer som uttrykker
det store T-antigenet. Neomycinresistensgenet tillater seleksjon av mammalske celler som
uttrykker proteinet og ampicillinresistensgenet og ColE1-opprinnelse tillater seleksjon og
opprettholdelse av plasmidet 1 E. coli. Ytterligere konstruksjoner med en aminoterminal GFP-
fusjon er gjort 1 pcDNA3.1/NT-GFP-TOPO som spenner over hele lengde til et PSCA-
protein.

[0468] PAPtag: Et PSCA-OREF eller deler derav er klonet inn 1 pAPtag-5 (GenHunter
Corp. Nashville, TN). Denne konstruksjonen genererer en alkalisk fosfatasefusjon pa
karboksylterminusen til et PSCA-protein mens kondensering av IgGk-signalsekvensen til
aminoterminusen. Konstrukter er ogsa dannet hvor alkalisk fosfatase med en aminoterminal

IgGk-signalsekvens er kondensert til aminoterminusen til et PSCA-protein. De resulterende
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rekombinante PSCA-proteinene er optimalisert for sekresjon 1 mediumet til transfekterte
mammalske celler og kan anvendes for & identifisere proteiner slik som ligander eller
reseptorer som interagerer med PSCA -proteiner. Proteinekspresjon er drevet fra CMV-
promoteren og de rekombinante proteinene inneholder ogsd myc- og 6XHis-epitoper
kondensert pa karboksylterminusen som letter deteksjon og rensning. Zeocinresistensgenet til
stede 1 vektoren tillater seleksjon av mammalske celler som uttrykker det rekombinante
proteinet og ampicillinresistensgenet tillater seleksjon av plasmidet 1 E. coli.

[0469] ptagS: Et PSCA-OREF eller deler derav ble klonet inn 1 pTag-5. Denne vektoren er
lignende til pAPtag men uten den alkalisk fosfatasefusjonen. Denne konstruksjonen genererer
PSCA -protein med en aminoterminal IgGk-signalsekvens og myc- og 6XHis-epitoptager pa
karboksylterminusen som letter deteksjon og affinitetsrensning. Det resulterende
rekombinante PSCA-proteinet er optimalisert for sekresjon til mediumet av transfekterte
mammalske celler og blir anvendt som immunogen eller ligand for & identifisere proteiner slik
som ligander eller reseptorer som interagerer med PSCA-proteinene. Proteinekspresjon er
drevet fra CMV-promoteren. Zeocinresistensgenet til stede 1 vektoren tillater seleksjon av
mammalske celler som uttrykker proteinet og ampicillinresistensgenet tillater seleksjon av
plasmidet i E. coli.

[0470] PsecFc: Et PSCA-OREF eller deler derav ble klonet inn 1 psecFc. psecFc-vektoren
ble sammenlignet ved kloning av det humane immunoglobulin G1 (IgG)-Fc (hengsel, CH2,
CH3-regioner) inn i1 pSecTag2 (Invitrogen, California). Denne konstruksjonen genererer en
IgG1-Fc-fusjon pa karboksylterminusen av PSCA-proteinene, mens kondensering av IgGK-
signalsekvensen til N-terminus. PSCA-fusjoner ved anvendelse av den murine IgG1-Fc-
regionen er ogsa anvendt. De resulterende rekombinante PSCA-proteinene er optimalisert for
sekresjon til mediumet av transfekterte mammalske celler og kan anvendes som immunogener
eller for a identifisere proteiner slik som ligander eller reseptorer som interagerer med PSCA -
protein. Proteinekspresjon er drevet fra CMV-promoteren. Hygromycinresistensgenet til stede
1 vektoren tillater seleksjon av mammalske celler som uttrykker det rekombinante proteinet og
ampicillinresistensgenet tillater seleksjon av plasmidet 1 E. coli.

[0471] Figur 8 viser ekspresjon og rensning av PSCA .psecFc-protein fra 293 T-celler.

[0472] pSRa-konstrukter: For & danne mammalske cellelinjer som uttrykker PSCA

konstitutivt ble PSCA-OREF eller deler derav av PSCA klonet inn 1 pSRa-konstruksjoner.
Amfotropiske og ekotropiske retrovirus ble dannet ved transfeksjon av henholdsvis pSRa-

konstruksjoner inn 1 293T-10A1-pakkingslinjen eller kotransfeksjon av pSRa og et
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hjelpeplasmid (inneholdende deletert pakkingssekvenser) inn 1 293-cellene. Retroviruset blir
anvendt for 4 infisere en rekke mammalske cellelinjer, hvilket resulterer i integreringen av det
klonete genet, PSCA, inn i vertscellelinjene. Proteinekspresjon er drevet fra et langt terminal
repeterende element (LTR). Neomycinresistensgenet til stede 1 vektoren tillater seleksjon av
mammalske celler som uttrykker proteinet, og ampicillinresistensgenet og ColE1-opprinnelse
tillater seleksjon og opprettholdelse av plasmidet 1 E. coli. De retrovirale vektorene kan
deretter anvendes for infeksjon og dannelse av forskjellige cellelinjer ved anvendelse av for
eksempel PC3-, NIH 3T3-, TsuPrl-, 293- eller rat-1-celler.

[0473] Figur 6 viser ekspresjon av PSCA 1 rekombinant murin, rotte og humane cellelinjer
ved anvendelse av PSCA .pSRa-konstruksjonen. De angitt murine, rotte og humane
cellelinjene ble infisert med retrovirus som bzrer det humane PSCA-cDNAet og et
neomycinresistensgen eller med bare neomycinresistensgenet. Stabile rekombinante
cellelinjer ble dannet ved G418-medikamentseleksjon. PSCA-ekspresjon ble bestemt ved
FACS-merking med 1G8-anti-PSCA-MAD (5 ug/ml). Vist er FACS-profilen av hver cellelinje
som viser et fluorescerende skift bare 1 den PSCA-infiserte linjen som indikerer
celleoverflate-PSCA-ekspresjon. Disse linjene er anvendelige 1 MAb-utvikling som
immunogener, MAb-screeningsreagenser og i funksjonelle forsgk.

[0474] Ytterligere pSRa-konstruksjoner er gjort som kondenserer en epitoptag slik som
FLAG™-tagen til karboksylterminusen av PSCA-sekvenser for & tillate deteksjon ved
anvendelse av anti-Flag-antistoffer. For eksempel blir FLAG™-sekvensen 5°-gat tac aag gat
gac gac gat aag 3’ (SEKV ID NR:76) satt til kloningsprimer ved 3’-enden av ORFet.
Ytterligere pSRa-konstruksjoner er gjort for 4 produsere bade aminoterminal og

karboksylterminal GFP og myc/6XHis-fusjonsproteiner av de fullengde PSCA -proteinene.

[0475] Ytterligere virale vektorer: Ytterligere konstruksjoner er gjort for viralmediert
levering og ekspresjon av PSCA. Heyt virustiter hvilket forer til hgynivaekspresjon av PSCA
blir oppnadd i virale leveringssystemer slik som adenovirale vektorer og herpes
amplikonvektorer. PSCA-kodende sekvenser eller fragmenter derav er amplifisert ved PCR
og subklonet inn 1 AdEasy-skyttelvektoren (Stratagene). Rekombinering og viruspakking blir
utfert 1 henhold til produsentens instruksjoner for & danne adenovirale vektorer. Alternativt er
PSCA-kodende sekvenser eller fragmenter derav klonet inn i HSV-1-vektoren (Imgenex) for &
danne herpes virale vektorer. De virale vektorene er deretter anvendt for infeksjon av

forskjellige cellelinjer slik som PC3-, NIH 3T3-, 293- eller rat-1-celler.
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[0476] Regulerte ekspresjonssystemer: For a kontrollere ekspresjon av PSCA hos

mammalske celler er kodende sekvensene av PSCA eller deler derav klonet inn i regulerte
mammalske ekspresjonssystemer slik som T-Rex-systemet (Invitrogen), GeneSwitch-
systemet (Invitrogen) og det stramt regulerte Ecdyson-systemet (Sratagen). Disse systemene
tillater undersekelse av de temporale og konsentrasjonsavhengige effektene av rekombinant
PSCA. Disse vektorene er deretter anvendt for a kontrollere ekspresjon av PSCA i forskjellige
cellelinjer slik som PC3-, NIH 3T3-, 293- eller rat-1-celler.

B. Baculovirus-ekspresjonssystemer

[0477] For a danne rekombinante PSCA-proteiner i et baculovirus-ekspresjonssystem er
PSCA-OREF eller deler derav klonet inn 1 baculovirusoverferingsvektoren pBlueBac 4.5
(Invitrogen), som tilveiebringer en His-tag pd N-terminusen. Spesifikt er pBlueBac-PSCA
kotransfektert med hjelpeplasmid-pBac-N-Blue (Invitrogen) inn 1 SF9- (Spodoptera
frugiperda) insektceller for & danne rekombinante baculovirus (se Invitrogens
instruksjonsmanual for detaljer). Baculovirus blir deretter oppsamlet fra cellesupernatant og
renset ved plakkforsegk.

[0478] Rekombinant PSCA-protein blir deretter dannet ved infeksjon av HighFive-
insektceller (Invitrogen) med rensete baculovirus. Rekombinant PSCA-protein kan detekteres
ved anvendelse av anti-PSCA eller anti-His-tag-antistoff. PSCA-protein kan renses og
anvendes i forskjellige cellebaserte forsgk eller som immunogen for & danne polyklonale og
monoklonale antistoffer spesifikke for PSCA.

C. Ekspresjonsvektorer for PSCA-ortologer

[0479] Muse- og ape-ortologer av PSCA ble klonet inn i pcDNA3.1/MycHis-versjon A
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Proteinekspresjon er drevet fra cytomegalovirus (CMV)-
promoteren. De rekombinante proteinene har myc-epitopen og 6XHis-epitopen kondensert til
karboksylterminusen. Disse vektorene tillater ekspresjon av PSCA-ortologer til 4 analysere
kryssreaktivitet til monoklonale antthumane PSCA-antistoffer.

[0480] Muse- og ape-ortologer av PSCA ble ogsa klonet inn i pSRa-konstruksjoner.
pSRa-konstruksjonene tillater dannelsen av mammalske cellelinjer som konstitutivt uttrykker
PSCA-ortologer. Proteinekspresjon er drevet fra cytomegalovirus (CMV)-promoteren. De
rekombinante proteinene har myc-epitopen og 6XHis-epitopen kondensert til
karboksylterminusen. Disse vektorene tillater ekspresjon av PSCA-ortologer for 4 analysere
kryssreaktivitet til monoklonale antihumane PSCA-antistoffer og & undersgke funksjonell

aktivitet til PSCA-ortologer. Amfotropiske og ekotropiske retrovirus ble dannet ved
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transfeksjon av henholdsvis pSRa-konstruksjoner inn i 293T-10A1-pakkingslinjen eller
kotransfeksjon av pSRa og et hjelpeplasmid (inneholdende deleterte pakkingssekvenser) inn 1
293-cellene. Retroviruset blir anvendt for 4 infisere en rekke mammalske cellelinjer, hvilket
resulterer 1 integreringen av det klonete genet, PSCA-ortolog, inn 1 vertscellelinjene.

[0481] Figur 7 viser ekspresjon av mus og simian PSCA.pcDNA3.1/MycHis etter
transfeksjon inn 1 293T-celler. 293T-celler ble transfektert med enten muse-
PSCA.pcDNA3.1/MycHis eller simian PSCA.pcDNA3.1/MycHis eller pcDNA3.1/MycHis-
vektor kontroll. Ferti timer senere ble celler oppsamlet og analysert ved flowcytometri ved

anvendelse av anti-PSCA monoklonale antistoffer.

Eksempel 6
Antigenisitetsprofiler og sekund&rstruktur

[0482] Aminosyreprofiler av PSCA-varianter 1, 3 og 4, ble funnet tilgjengelige pa
ProtScale-websiden pa World Wide Web pa (.expasy.ch/cgi-bin/protscale.pl) pa ExPasy
molekylarbiologiserveren.

[0483] Disse profilerer: Hydrofilitet (Hopp T.P., Woods K.R., 1981. Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 78:3824-3828); hydrofatisitet (Kyte J., Doolittle R.F., 1982. J. Mol. Biol.
157:105-132); prosentdel tilgjengelige residuer (Janin J., 1979 Nature 277:491-492),
gjennomsnitts fleksibilitet (Bhaskaran R. and Ponnuswamy P K., 1988. Int. J. Pept. Protein
Res. 32:242-255); beta-turn (Deleage, G., Roux B. 1987 Protein Engineering 1:289-294); og
eventuelt andre tilgjengelige pd omradet slik som pa ProtScale-websiden, ble anvendt for &
identifisere antigene regioner av hver av PSCA-variantproteinene. Hver av de ovenfor
aminosyreprofilene til PSCA -varianter ble dannet ved anvendelse av de felgende ProtScale-
parametere for analyse: 1) En vindusterrelse pa 9; 2) 100% vekt av vinduskantene
sammenlignet med vindussentrumet; og 3) aminosyreprofilverdier normalisert til & ligge
mellom O og 1.

[0484] Hydrofilitets-, hydrofatisitets- og prosentdel tilgjengelige residue-profiler ble
anvendt for & bestemme strekker av hydrofile aminosyrer (dvs. verdier sterre enn 0,5 pa
hydrofilitets- og prosentdel tilgjengelige residue-profilen og verdier mindre enn 0,5 pa
hydrofatisitetsprofilen). Slike regioner er sannsynlig til & vaere eksponert for den vandige
omgivelsen, vere til stede pa overflaten av proteinet og saledes tilgjengelige for immun

gjenkjennelse slik som av antistoffer.
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[0485] Gjennomsnitts fleksibilitet og beta-turnprofiler bestemmer strekker av aminosyrer
(dvs. verdier sterre enn 0,5 pa beta-turnprofilen og gjennomsnitts fleksibilitetsprofilen) som
ikke er tvungen 1 sekundere strukturer slik som beta-sheets og alfahelikser. Slike regioner er
ogsa mer sannsynlig for a4 vere eksponert pa proteinet og saledes tilgjengelige for immun
gjenkjennelse slik som ved antistoffer.

[0486] Antigene sekvenser av PSCA-variantproteinene angitt, feks. ved profilener
beskrevet ovenfor, blir anvendt for & fremstille immunogener, enten peptider eller
nukleinsyrer som koder for dem, for & danne terapeutiske og diagnostiske anti-PSCA-
antistoffer. Inmunogenet kan vaere hvilke som helst 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50 eller flere enn 50 pafelgende aminosyrer
eller de tilsvarende nukleinsyrene som koder for dem, fra PSCA -proteinvariantene listet opp 1
figur 1 av hvilke aminosyreprofilene kan bli konkludert fordi varianten inneholder sekvens
som er den samme som en vist variant. Spesielt kan peptidimmunogener ifelge oppfinnelsen
omfatte, en peptidregion pa minst 5 aminosyrer fra figur 1 i hvilket som helst helt antall
tilvekst som omfatter en aminosyreposisjon som har en verdi sterre enn 0,5 1
hydrofilitetsprofilen; en peptidregion pa minst 5 aminosyrer fra figur 1 i hvilket som helst helt
antall tilvekst som omfatter en aminosyreposisjon som har en verdi mindre enn 0,5 1
hydrofatisitetsprofilen; en peptidregion pa minst 5 aminosyrer fra figur 1 i hvilket som helst
helt antall tilvekst som omfatter en aminosyreposisjon som har en verdi sterre enn 0,5 1
prosent tilgjengelige residue-profilene; en peptidregion pa minst 5 aminosyrer av figurer 1 i
hvilket som helst helt antall tilvekst som omfatter en aminosyreposisjon som har en verdi
sterre enn 0,5 i gjennomsnitts fleksibilitetsprofilene; og en peptidregion pa minst 5
aminosyrer fra figur 1 1 hvilket som helst helt antall tilvekst som omfatter en
aminosyreposisjon som har en verdi sterre enn 0,5 1 beta-turnprofilen. Peptidimmunogener
ifalge oppfinnelsen kan ogsd omfatte nukleinsyrer som koder for hvilken som helst av de
foregdende.

[0487] Alle immunogener ifglge oppfinnelsen, peptid eller nukleinsyre, kan bli
konkretisert 1 human enhetsdoseform eller omfattet av en sammensetning som omfatter et
farmasgytisk tilsetningsmiddel kompatibelt med human fysiologi.

[0488] Den sekundere strukturen av PSCA-proteinvarianter 1, 3, 4 og 6, dvs. den antatte
tilstedeverelsen og lokalisasjonen av alfahelikser, forlengete trader og tilfeldige kveiler, er
forutsagte fra den primere aminosyresekvensen ved anvendelse av HNN - Hierarchical

Neural Network-metoden (NPS@: Network Protein Sequence Analysis TIBS 2000 March
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Vol. 25, No 3 [291]:147-150 Combet C., Blanchet C., Geourjon C. and Deléage G.,
http://pbil.ibep.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_nn.html), tilgjengelig fra ExPasy
molekylarbiologiserveren lokalisert pA World Wide Web pa (.expasy.ch/tools/). Analysen
indikerer at PSCA-variant 1 er ssmmensatt av 30,89% alfaheliks, 21,95% forlenget trad og
47,15% tilfeldig kveil. PSCA-proteinvariant 3 er sammensatt av 14,89% alfaheliks, 8,51%
forlenget trad og 76,60% tilfeldig kveil. PSCA-proteinvariant 4 er sammensatt av 9,52%
alfaheliks, 8,99% forlenget trad og 81,48% tilfeldig kveil. PSCA -proteinvariant 6 er
sammensatt av 24,56% alfaheliks, 21,93% forlenget trdd og 53,51% tilfeldig kveil.

[0489] Analyse for den potensielle tilstedeverelsen av transmembrane domener 1 PSCA-
variantproteinene ble utfert ved anvendelse av en rekke transmembranforutsigelsealgoritmer
tilgjengelig fra ExPasy molekylerbiologiserveren lokalisert pd World Wide Web pa
(.expasy.ch/tools/).

Eksempel 7
Dannelse av PSCA -polyklonale antistoffer

[0490] Polyklonale antistoffer kan fremkalles hos et pattedyr, for eksempel ved én eller
flere injeksjoner av et immuniserende middel og, om gnsket, en adjuvans. Typisk vil det
immuniserende middelet og/eller adjuvans bli injisert 1 pattedyret ved multiple subkutane eller
intraperitoneale injeksjoner. I tillegg for & immunisere med en fullengde PSCA-proteinvariant
blir dataalgoritmer anvendt i design av immunogener som, basert pa
aminosyresekvensanalyse inneholdende karakteristika av & vere antigenisk og tilgjengelig for
gjenkjennelse av immunsystemet til den immuniserte verten (se eksemplet betegnet
“Antigenisitetsprofiler og sekunderstruktur”). Slike regioner ville vaere forutsagte & vaere
hydrofile, fleksible, 1 beta-turnkonformationer og vere eksponert pa overflaten av proteinet.

[0491] For eksempel rekombinante bakterielle fusjonsproteiner eller peptider
inneholdende hydrofile, fleksible beta-turnregioner av PSCA-proteinvarianter blir anvendt
som antigener for & danne polyklonale antistoffer i New Zealand White-kaniner eller
monoklonale antistoffer som beskrevet 1 eksemplet betegnet “Dannelse av PSCA
monoklonale antistoffer (MAbs)”. For eksempel 1 PSCA-variant 1 omfatter slike regioner,
men er ikke begrenset til, aminosyrer 28-56 og aminosyrer 66-94. For variant 3 omfatter slike
regioner, men er ikke begrenset til, aminosyrer 7-39 og aminosyrer 70-94. For variant 4
omfatter slike regioner, men er ikke begrenset til, aminosyrer 6-18, aminosyrer 27-39,

aminosyrer 103-133 og 177-189. For variant 6 omfatter slike regioner, men er ikke begrenset



338744

146

til, aminosyrer 19-35 og aminosyrer 57-85. Det er anvendelig & konjugere det immuniserende
middelet til et protein kjent for & vaere immunogent i pattedyret som blir immunisert.
Eksempler pa slik immunogeniske proteiner omfatter, men er ikke begrenset til, keyhole
limpet hemocyanin (KLH), serum albumin, bovint tyroglobulin og soyabenne trypsin
inhibitor. I én utferelsesform er et peptid som koder for aminosyrer 103-133 av PSCA-variant
4 konjugert til KLH og anvendt for & immunisere en kanin. Alternativt kan det immuniserende
middelet omfatte hele eller deler av PSCA-variantproteinene, analoger eller fusjonsproteiner
derav. For eksempel kan PSCA-variantaminosyresekvensene kondenseres ved anvendelse av
rekombinante DN A-teknikker til hvilken som helst éne av en rekke fusjonsproteinpartnere
som er velkjente pa omradet, slik som glutation-S-transferase (GST) og HIS-taggete
fusjonsproteiner. I én utferelsesform ble PSCA-variant 1-sekvensen, aminosyrer 18-98,
kondensert til GST ved anvendelse av rekombinante teknikker 1 pGEX-ekspresjonsvektoren
uttrykt, renset og anvendt for & immunisere bade kaniner og mus for 4 danne henholdsvis
polyklonale og monoklonale antistoffer. Slike fusjonsproteiner blir renset fra induserte
bakterier ved anvendelse av den passende affinitetsmatriksen.

[0492] Andre rekombinante bakterielle fusjonsproteiner som kan anvendes omfatter
maltosebindingsprotein LacZ, tioredoksin, NusA eller en immunoglobulin konstant region (se
avsnittet betegnet “Produksjon av PSCA 1 prokaryote systemer” og Current Protocols In
Molecular Biology, Volume 2, Unit 16, Frederick M. Ausubul ef al. eds., 1995; Linsley, P.S.,
Brady, W., Umes, M., Grosmaire, L., Damle, N. and Ledbetter, L.(1991) J.Exp. Med. 174,
561-566).

[0493] I tillegg til bakterielt avledete fusjonsproteiner er mammalsk uttrykte
proteinantigener ogsa anvendt. Disse antigener er uttrykt fra mammalske ekspresjonsvektorer
slik som Tag5- og Fc-fusjonsvektorene (se avsnittet betegnet “Produksjon av rekombinant
PSCA 1 eukaryote systemer”) og beholder posttranslasjonelle modifikasjoner slik som
glykosyleringer funnet 1 naturlig protein. I én utferelsesform ble cDNAet til PSCA-variant 1,
minus det N-terminale lederpeptidet og C-terminale GPI-ankeret, klonet inn 1 den Tag5
mammalske sekresjonsvektoren og uttrykt 1 293T-celler. Det rekombinante proteinet ble
renset ved metallkjelat-kromatografi fra vevkultursupernatanter fra 293T-celler som stabilt
uttrykker den rekombinante vektoren. Det rensete Tag5 PSCA -proteinet ble deretter anvendt
som immunogen.

[0494] I lgpet av immuniseringsprotokollen er det anvendelig & blande eller emulgere

antigenet 1 adjuvantia som forsterker immunresponsen til vertsdyret. Eksempler pa adjuvantia
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omfatter, men er ikke begrenset til, fullstendig Freunds adjuvans (CFA) og MPL-TDM-
adjuvans (monofosforyl lipid A, syntetisk trehalose-dicorynomycolat).

[0495] I er typisk protokoll er kaniner innledningsvis immunisert subkutant med opptil
200 pg, typisk 100-200 pg, av fusjonsprotein eller peptid konjugert til KLH blandet 1
fullstendig Freunds adjuvans (CFA). Kaniner blir deretter injisert subkutant hver andre uke
med opptil 200 pg, typisk 100-200 pg, av immunogenet i ufullstendig Freunds adjuvans
(IFA). Testbladninger er tatt omtrent 7-10 dager etter hver immunisering og anvendt for &
overvake titeret av antiserumet ved ELISA.

[0496] For a teste reaktivitet og spesifisitet av immunt serum, slik som kaninserum
avledet fra immunisering med en GST-fusjon av PSCA-variant 3 eller 4 protein, er den
respektive fullengde PSCA-varianten av cDNA klonet inn 1 pPCDNA 3.1 myc-his-
ekspresjonsvektor (Invitrogen, se eksemplet betegnet “Produksjon av rekombinant-PSCA 1
eukaryote systemer”). Etter transfeksjon av konstruksjonene inn 1 293T-celler er cellelysater
probet med det antivariante serumet og med anti-His-antistoffet (Santa Cruz Biotechnologies,
Santa Cruz, CA) for & bestemme spesifikk reaktivitet til denaturert variantprotein ved
anvendelse av Western-blott-teknikken. I tillegg blir det immune serumet testet ved
fluorescens mikroskopi, flowcytometri og immunopresipitering mot 293T og andre
rekombinante PSCA-variantuttrykkende celler for 4 bestemme spesifikk gjenkjennelse av
naturlig protein. Western-blott, immunopresipitering, fluorescerende mikroskopi og
flowcytometriske teknikker ved anvendelse av celler som endogent uttrykker PSCA er ogsa
utfert for & teste reaktivitet og spesifisitet.

[0497] Antiserum fra kaniner immunisert med PSCA-variantfusjonsproteiner, slik som
GST- og MBP-fusjonsproteiner, blir renset ved utarming av antistoffer reaktive til
fusjonspartnersekvensen ved passasje over en affinitetskolonne inneholdende
fusjonspartneren enten alene eller i sammenheng med et irrelevant fusjonsprotein. For
eksempel er antiserum avledet fra et GST-PSCA-variant 1-fusjonsprotein ferst renset ved
passasje over en kolonne av GST-protein kovalent koblet til AffiGel-matriks (BioRad,
Hercules, Calif.). Antiserumet blir deretter affinitetsrenset ved passasje over en kolonne
sammensatt av et MBP-PSCA-fusjonsprotein kovalent koblet til Affigel-matriks. Serumet blir
deretter ytterligere renset ved protein-G-affinitetskromatografi for & isolere IgG-fraksjonen.
Sera fra andre His-merkete antigener og peptidimmuniserte kaniner si vel som
fusjonspartnerutarmet sera er affinitetsrenset ved passasje over en kolonnematriks sammensatt

av det opprinnelige proteinimmunogenet eller fritt peptid.
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Eksempel 8
Dannelse av PSCA monoklonale antistoffer (MAbs)

[0498] I én utferelsesform omfatter terapeutiske monoklonale antistoffer (“MAbs”) til
PSCA og PSCA-varianter de som reagerer med epitoper spesifikke for hvert protein eller
spesifikke til sekvenser til vanlig mellom variantene som ville binde, internalisere, edelegge
eller modulere den biologiske funksjonen av PSCA eller PSCA -varianter, for eksempel de
som ville gdelegge interaksjonen med ligander og bindingspartnere. Immunogener for
dannelse av slike MAbs omfatter de utformet til a kode for eller inneholde det ekstracellulere
domenet eller hele PSCA-proteinsekvensen, regioner forutsagte & inneholde funksjonelle
motiver og regioner av PSCA -proteinvariantene forutsagte til & vare antigeniske fra
dataanalyse av aminosyresekvensen. Immunogener omfatter peptider, rekombinante
bakterielle proteiner slik som GST-PSCA-fusjonsproteiner (figur 8) og His-tagget PSCA-
pET-vektorprotein (figur 6) og mammalsk uttrykt renset His-taggete proteiner (figur 7) og
humane og murine IgG-Fc-fusjonsproteiner. I tillegg blir celler konstruert via retroviral
transduksjon for a uttrykke haye nivaer av PSCA-variant 1, slik som RAT1-PSCA. 293T-
PSCA, 3T3-PSCA eller 300.19-PSCA, anvendt for & immunisere mus (figur 5).

[0499] For a danne monoklonale antistoffer til PSCA ble mus ferst immunisert i fotputen
(FP) med typisk 5-50 pg av immunogent protein eller mellom 10® og 107 PSCA-uttrykkende
celler blandet 1 en egnet adjuvans. Eksempler pa egnede adjuvantia for FP-immuniseringer er
TiterMax (Sigma) for den innledende FP-injeksjonen fulgt av alungel med Immuneasy
(Qiagen). Etter den innledende injeksjonen ble mus deretter immunisert to ganger ukentlig
inntil tiden de er avlivet og B-celler oppnadd fra lymfeknuten anvendt for fusjon.

[0500] Ilepet avimmuniseringsprotokollen ble testbledninger tatt for & overvéke titeret
og spesifisiteten til immunresponsen. I de fleste tilfeller ble med én gang passende reaktivitet
og spesifisitet oppnadd, som bestemt ved ELISA-, Western-blotting-, immunopresipitering-,
fluorescens mikroskopi- eller flowcytometrisk-analyser, ble fusjon og hybridomdannelse
deretter utfort ved anvendelse av elektrocellefusjon (BTX, ECM2000).

[0501] I én utferelsesform tilveiebringer oppfinnelsen monoklonale antistoffer betegnet
Hal-1.16, Hal-5.99, Hal-4.117, Hal-4.120, Hal-4.121 og Hal-4.37. Antistoffene ble
identifisert og er vist 4 reagere og binde med celleoverflate eller immobilisert PSCA.

[0502] MAbs mot PSCA ble dannet ved anvendelse av xenomus-teknologi® hvor det
murine tung og kappa lettkjede lokiet er inaktivert og en majoritet av det humane tung og

kappa lettkjede immunoglobulinlokiet er innsatt: Hal-1.16 ble dannet etter 4 immunisere
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humane gamma 1-produserende xenomus (13 ganger med PSCA-GST); Hal-5.99 ble dannet
etter & immunisere humane gamma 2-produserende xenomus 6 ganger med Ratl-PSCA-celler
fulgt av to injeksjoner med PSCA-tagS; Hal-4.117, HA1-4.37, Hal-4.120 og Hal-4.121 ble
dannet etter & immunisere human gamma 1-produserende xenomus) 6 ganger med Ratl-
PSCA-celler fulgt av 4 injeksjoner med PSCA-tag5. Anti-PSCA-MAbene, Hal-1.16, Hal-
5.99, Hal-4.117, Hal-4.120 og Hal-4.121 binder endogen celleoverflate-PSCA uttrykt i
prostatakreft-xenograftceller.

[0503] Antistoffene betegnet Hal-5.99, Hal-4.117, Hal-4.120, Hal-4.37, Hal-1.16 og
Hal-4.121 ble sent (via Federal Express) til American Type Culture Collection (ATCC), P.O.
Box 1549, Manassas, VA 20108 04-May-2004 og utpekte aksesjonsnummere henholdsvis
PTA-6703 og PTA-6699 og PTA-6700 og PTA-6702 og PTA-6698 og PTA-6701.

[0504] DNA-kodende sekvenser for anti-PSCA-MAbs Hal-1.16, Hal-5.99, Hal-4.117,
Hal-4.120, Hal-4.121 og Hal-4.37 ble bestemt etter isolering av mRNA fra de respektive
hybridomceller med Trizol-reagens (Life Technologies, Gibco BRL). Total-RNA ble renset
og kvantifisert. Forste trads cDNAer ble dannet fra total-RNA med oligo (dT)12 18 priming
ved anvendelse av Gibco BRL Superscript Preamplificationssystemet. Forste trads cDNA ble
amplifisert ved anvendelse av humane immunoglobulin variable tungkjede primere og
humane immunoglobulin variable lettkjede primere. PCR-produkter ble klonet inn 1
pCRScript-vektoren (Stratagene, La Jolla). Mange kloner ble sekvensert og variabel tung og
lettkjede regionene bestemt. Nukleinsyren og aminosyresekvensene til variabel tung og
lettkjede regionene er listet opp 1 figur 2 og figur 3. Oppstilling av PSCA -antistoffer til
germlin-V-D-J-sekvenser er vist 1 figur 4A — figur 4M.

Eksempel 9

Screening og identifikasjon av PSCA-antistoffer

[0505] Antistoffer dannet ved anvendelse av fremgangsmaétene angitt i eksemplet betegnet
“Dannelse av PSCA monoklonale antistoffer (MAbs)” ble screenet og identifisert ved
anvendelse av en kombinasjon av forsek omfattende ELISA, FACS, epitopgruppering og
affinitet for PSCA uttrykt pa celleoverflaten.

A. PSCA human MAb-screening ved FACS.

[0506] Primer hybridomscreening for MAbs mot PSCA ble utfert ved FACS. Protokollen

var som felger: 50ul/brenn av hybridomsupernatant (neyaktig) eller rensete antistoffer (i

seriefortynninger) ble satt til 96-brenners FACS-plater og blandet med PSCA -uttrykkende
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celler (endogene eller rekombinante, 50.000 celler/brenn). Blandingen ble innkubert ved 4°C 1
to timer. Ved slutten av innkubering ble cellene vasket med FACS-buffer og innkubert med
100ul av deteksjonsantistoff (anti-hIgG-PE) 1 45 minutter ved 4°C. Ved slutten av innkubering
ble cellene vasket med FACS-buffer, fiksert med formaldehyd og analysert ved anvendelse av
FACScan. Data ble analysert ved anvendelse av CellQuest Pro-programvare. Fylte
histogrammer indikerer data fra negative kontrollceller og apne histogrammer representerer
data fra PSCA-positive celler (figur 9).

[0507] Positive hybridomer identifisert fra primaere screener ble overfert til 24-brenns
plater og supernatanter oppsamlet for bekreftende screener. Bekreftende screener omfattet
FACS-analyse pa B300.19-PSCA/300.19-neo, Rat1-PSCA/Ratl-neo, PC3-PSCA/neo, SW780
(blerekreftcellelinje), LAPCOAI (prostatakreftcellelinje), HPAC (pankreatisk kreftcellelinje)
og ELISA-forsek ved anvendelse av Tag5-PSCA, GST-PSCA, GST-PSCA N-term, Med. C-
term og pET-PSCA.

B. PSCA human MAb-relativ affinitetsanalyse

[0508] Hybridomsupernatantene ble testet for & bestemme deres relative bindingsaffinitet
til celleoverflate-PSCA. Hybridomsupernatanter ble serielt fortynnet i FACS-buffer (FB), fra
ng/ml til sub-ng/ml; og evaluert 1 et FACS-bindingsforsgk ved anvendelse av LAPC9AI-
celler. Hoyaffinitetsantistoffer tilveiebrakte hoye MFI-verdier. MFI-verdier for hvert punkt
ble oppnadd ved anvendelse av CellQuest Pro-programvare og anvendt for affinitetsberegning
ved anvendelse av Graphpad Prisme-programvare (tabell VII og tabell VIII); sigmoidal
doserespons (variabel stignings)-ligning. Resultatene av den relative affinitetsanalysen er
angitt 1 figur 10.

C. Epitopgruppering

[0509] PSCA-antistoffer ble gruppert ifglge epitop ved & bedemme deres bindingsmenster
pa LAPC9AI-celler. I korthet ble en liten mengde av hver av antistoffene biotinylert; deretter
ble hver av de biotinylerte antistoffene innkubert med LAPC9AI 1 nerveret av
overskuddsmengde (100 x) av ikke-biotinylerte antistoffer ved 4°C 1 1 time under
innkuberingen. Generelt vil en overskuddsmengde av antistoffer konkurrere med biotinylerte
antistoffer hvis de binder til samme epitopen. Ved slutten av innkubering ble celler vasket og
innkubert med Streptavidin-PE 1 45 min ved 4°C. Etter bortvasking av det ubundne
streptavidin-PEet ble cellene analysert ved anvendelse av FACS. MFI-bestemmelser ble
anvendt for dataanalyse (tabell VII). Som vist 1 tabell XI indikerer celler belyst i gult

egenkonkurranse (100% konkurranse), MFIen i disse cellene er bakgrunnskontroll for hvert
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biotinylert antistoff. Celler med ingen farge indikerer at de to antistoffene konkurrerer med
hverandre (lav MFI), hay MFI (belyst 1 bld) indikerer at de to antistoffene binder til to
distinkte epitoper. Antistoffene som har same bindingsmenster binder til same epitop blant
antistoffene. Det er 6 epitopgrupper innen de testete antistoffene. Tabell X1 viser at PSCA
4.121 binder til dens unike epitop.

Eksempel 10
Karakterisering og ekspresjon av PSCA -antistoffer

A. Kryssreaktivitet med ape-PSCA og muse-PSCA
[0510] MADs ble screenet og karakterisert for deres evne til & reagere med PSCA fra mus
og simian opprinnelse. Denne egenskapen er anvendelig for & forstd konsekvensene av MAb-
engasjement av PSCA pa celler og vev ved anvendelse av muse og simiane dyremodeller.
Cynomolgus-ape og muse-PSCA-genene ble klonet, uttrykt i en retrovirus og forbigaende

infisert inn 1 293-T-celler. ble innkubert med de respektive antistoffene ved

anvendelse av den felgende protokollen. Testantistoffer ble innkubert med 293-T-celler som
uttrykker enten Cynomolgus-ape- eller murin-PSCA eller 293T-celler som uttrykker neogenet
bare som en negative kontroll. Spesifikk gjenkjennelse ble bestemt ved anvendelse av anti-
hIgG-PE sekunder deteksjonsantistoff. Et representativt histogram som viser spesifisert
kryssreaktivitet er presentert 1 figur 11. Oppsummeringen presentert 1 tabell X viser at alle
utenom én av de antithumane PSCA-antistoffene kryssreagerer med ape-PSCA og bare ett
antihumant PSCA -antistoff kryssreagerer med muse-PSCA.
B. Affinitetsbestemmelse ved FACS

[0511] Et panel pé syv (7) antihumane PSCA -antistoffer ble testet for deres
bindingsaffinitet til PSCA pa SW780-celler, en human blerekreftcellelinje som uttrykker hoyt
niva av PSCA. 23 serielle 1:2-fortynninger av rensete antistoffer ble innkubert med SW780-
celler (50.000 celler pr. brenn) natten over ved 4°C med endelig konsentrasjon pa 167nM til
0,01pM. Ved slutten av innkuberingen ble celler vasket og innkubert med anti-hIgG-PE-
deteksjonsantistoff 1 45 min ved 4°C. Etter vasking av det ubundne deteksjonsantistoffene ble
cellene analysert ved FACS; MFI-verdier for hvert punkt ble oppnddd ved anvendelse av
CellQuest Pro-programvare og ble anvendt for affinitetsberegning ved anvendelse av
Graphpad Prisme-programvare: sigmoidal doserespons (variabel stignings)-ligning (tabell VII
og tabell VIII). Affinitetsverdier for de syv (7) antistoffene er angitt i tabell IX.
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Eksempel 11
PSCA -antistoffinternalisering

[0512] Internalisering av Hal-4.121 ble studert ved anvendelse av PC3-PSCA-celler. 1
korthet ble Hal-4.121 innkubert med celler ved 4°C i 90 min for 4 tillate binding av
antistoffene til celleoverflaten. Cellene ble deretter splittet i to grupper og innkubering fortsatt
ved enten 37°C for 4 tillate antistoffinternalisering eller ved 4°C som kontroller (ingen
internalisering). En syrevask etter 37°C/4°C innkubering ble anvendt for & fjerne PSCA 4.121
bundet pa celleoverflate. Péfelgende permeablisering tillot deteksjon av antistoffer bundet til
internalisert PSCA. Etter innkubering med sekundere deteksjonsantistoffer ble celler
analysert ved anvendelse av FACS eller observert under fluorescens mikroskop. Omtrent 30%

av Hal-4.121-internaliserte etter innkubering ved 37°C 1 to timer (figur 12 ).

Eksempel 12
Antistoffmediert sekundart drap

[0513] Antistoffer til PSCA medierer saporinavhengig drap 1 PSCA-uttrykkende celler.
B300.19 -PSCA-uttrykkende celler (750 celler/brenn) ble sadd i en 96-brenners plate pa dag
1. Den pafelgende dagen ble et likt volum av medium inneholdende 2X-konsentrasjon av det
angitte primare antistoffet sammen med et 2-gangers overskudd av antthuman (Hum-Zap)
eller antigeit (Geit-Zap) polyklonalt antistoff konjugert med saporintoksin (Advanced
Targeting Systems, San Diego, CA) satt til hver brenn. Cellene fikk innkubere 1 5 dager ved
37 grader C. Ved slutten av innkuberingsperioden ble MTS (Promega) satt til hver brenn og
innkubering fortsatte 1 ytterligere 4 timer. ODen ved 450 nM ble bestemt. Resultatene 1
figurer 13(A) viser at PSCA-antistoffer HA1-4.121 og HA1-4.117 medierte saporinavhengig
cytotoksisitet 1 B300.19-PSCA-celler mens et kontrollantistoff, uspesifikk human IgG1, hadde
ingen effekt. Resultatene 1 figur 13(B) viser at tilsetning av et sekundert saporinkonjugert
antistoff, som ikke gjenkjenner human-Fc, feiler i & mediere cytotoksisitet (figur 13(A) og
figur 13(B)). Disse resultatene indikerer at medikamenter eller cytotoksiske proteiner selektivt

kan bli levert til PSCA-uttrykkende celler ved anvendelse av en passende anti-PSCA-MADb.

Eksempel 13

Antistoffimmunemediert cytotoksisitet

[0514] PSCA-antistoffer ble evaluert for & bestemme deres evne til & mediere

immuneavhengig cytotoksisitet. PSCA-antistoffer (0—50 pg/ml) ble fortynnet med RHB-
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buffer (RPMI 1640, Gibco Life Technologies, 20 mM HEPES). B300.19-PSCA -uttrykkende
celler ble vasket i RHB-buffer og resuspendert ved en tetthet pa 10° celler/ml. I et typisk
forsek ble 50 ul av PSCA-antistoff, SO ul av fortynnet komplement kaninserum (Cedarlane,
Ontario, Can) og 50 pl av en cellesuspensjon tilsatt ssmmen 1 en flatbunnet vevkulturs 96-
brenners plate. Blandingen ble innkubert i 2 timer ved 37°C 1 en 5% CQO2-innkubator for &
lette komplementmediert cellelyse. Deretter ble SO ul av Alamar Blue (Biosource Intl.
Camarillo, CA) satt til hver brenn og innkubering fortsatte 1 ytterligere 4-5 timer ved 37°C.
Fluorescensen i hver brenn ble lest ved anvendelse av et 96-brenners fluormeter med
eksitasjon ved 530 nm og emisjon ved 590 nm. Resultatene viser at PSCA-antistoffer som har
en Igl- (HA1-4.121) eller en IgG2-isotype (HA1-5.99.1) men ikke en IgG4-isotype (HA1-
6.46) var i stand til & mediere komplementavhengig lyse (figur 14).

[0515] ADCC (antistoffavhengig celluler cytotoksisitet) er et immunmediert lytisk
angrep pa celler bundet med et antistoff malrettet mot et spesifikt celleoverflateantigen. I dette
tilfellet er det PSCA. Immunceller gjenkjenner Fc-delen av antistoffet gjennom binding til
Fcy-reseptorer pa overflaten av leukocytt-, monocytt- og NK-celler hvilket trigger et lytisk
angrep som resulterer i celleded. Evnen til PSCA -antistoffer til & mediere denne reaksjonen
kan evalueres ved merking av tumorceller in vitro med >krom, europium eller et
fluorescerende molekyl og innkubering av dem 1 naervaret av humane PSCA-MAbs sammen
med perifert blod mononukleare celler. Spesifikk lyse av tumorcellene kan bestemmes ved &
male den prosentvise lysen av av de maletrettete tumorcellene. Vanlige endepunkter som blir
bestemt omfatter frigjering av radioaktivitet, europium eller fluorescerende fargestoff fra de
dede cellene ved anvendelse av en passende deteksjonsfremgangsmate. Alternativt kan

frigjeringen av et intracellulert enzym slik som laktatdehydrogenase (LDH) maéles.

Eksempel 14
Dannelse av F(Ab*)2-fragmenter

[0516] Dannelse av F(Ab’)2-fragmenter av MAbs er anvendelige for & underseke
virkningene av MAb-molekyler som beholder deres bivalente anitgenbindingssete men
mangler de immune effektor Fc-domene 1 in vitro- og in vivo-terapeutiske modeller, 20 mg av
MAb-Hal-4.121 i1 20 mM natriumacetatbuffer pH 4,5 ble innkubert med og uten immobilisert
pepsin (Pierce. Rockford IL) for de angitte gangene. Intakt MAb og fordeyete Fc-fragmenter
ble fjernet ved protein-A-kromatografi. Vist i figur 15 er en SDS-PAGE Coomasie-farget gel

av intakt ufordeyet uredusert MAb, ureduserte alikvoter av fordeyet materiale tatt fra de
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angitte gangene og en redusert preve av det endelige fordeyete F(ab’)2-produktet. Dette
reagenset kan anvendes for & behandle dyr som barer PSCA-uttrykkende tumorer.
Antitumoraktiviteten observert med dette antistoffragmentet kan atskille iboende biologisk

aktivitet fra aktivitet mediert av immuneavhengige mekanismer.

Eksempel 15

Ekspresjon av humane antistoffer ved anvendelse av rekombinante DNA-fremgangsmaéter

[0517] For a uttrykke anti-PSCA-MADbs rekombinant i transfekterte celler ble anti-PSCA
variable tung og lettkjede sekvenser klonet oppstrems for henholdsvis de humane tungkjede
IgG1- og lettkjede Igk-konstante regionene. De fullstendige anti-PSCA human tungkjede og
lettkjede kassettene ble klonet nedstrems for CMV-promoteren/enhanceren 1 en
kloningsvektor. Et polyadenyleringssete ble omfattet nedstrems for den MAb-kodende
sekvensen. Det rekombinante anti-PSCA-MAb som uttrykker konstruksjoner ble transfektert
inn 1 293T-, Cos- og CHO-celler. HA1-4.121-antistoffet utskilt fra rekombinante 293-T-celler
ble evaluert for binding til celleoverflate-PSCA 1 figur Pia-3A og sammenlignet med samme

antistoff produsert fra den opprinnelige hybridomen (figur 16).

Eksempel 16
HI A-klasse I- og klasse II-bindingsforsek

[0518] HLA-klasse I- og klasse II-bindingsforsgk ved anvendelse av rensete HLA-
molekyler blir utfert 1 henhold til beskrevne protokoller (f.eks. PCT-publikasjoner
WO 94/20127 og WO 94/03205; Sidney et al., Current Protokolls in Immunology 18.3.1
(1998); Sidney, et al., J. Immunol. 154:247 (1995); Sette, et al., Mol. Immunol. 31:813
(1994)). Kort beskrevet blir rensete MHC-molekyler (5 til 500 nM) innkubert med forskjellige
umerkete peptidinhibitorer og 1-10 nM '?’I-radioaktivt merkete probepeptider som beskrevet.
Etter innkubering blir MHC-peptidkomplekser separert fra fritt peptid ved gelfiltrering og
fraksjonen av peptid bundet blir bestemt. I preliminzre forsgk er typisk hver MHC-
fremstilling titerert i nerveret av fikserte mengder av radioaktivt merkete peptider for &
bestemme konsentrasjonen av HLA-molekyler neadvendige for & binde 10-20% av den totale
radioaktiviteten. Alle pafalgende hemnings- og direkte bindingsforsgk blir utfert ved
anvendelse av disse HL A-konsentrasjonene.

[0519] Siden under disse betingelsene [merke]<[HLA] og ICs0>[HLA] er de malte ICso-

verdiene rimelige tilnerminger av de sanne KD-verdiene. Peptidinhibitorer er typisk testet
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ved konsentrasjoner i omradet fra 120 pg/ml til 1,2 ng/ml og blir testet i to til fire fullstendig
vavhengige forsgk. For a tillate ssmmenligning av dataene oppnadd i forskjellige forsek blir
en relativ bindingsfigur beregnet for hvert peptid ved & dividere ICso for en positiv kontroll for
hemning med ICso for hvert testete peptid (typisk umerkete versjoner av det radioaktivt
merkete probepeptidet). For databaseformal og interforsekssammenligninger er relative
bindingsverdier samlet. Disse verdiene kan deretter omdannes tilbake til IC50 nM verdier ved
a dividere IC50 nM til de positive kontrollene for hemning med den relative bindingen av det
interessante peptidet. Denne fremgangsmaten av datasamling er nagyaktig og konsistent for
sammenligning av peptider som er testet pa forskjellig dager eller med forskjellig partier
("lots™) av renset MHC.

[0520] Bindingsforsek som beskrevet ovenfor kan anvendes for & analysere HLA-

supermotiv- og/eller HLA-motivberende peptider (se tabell IV).

Eksempel 17

Konstruksjon av “minigen” multi-epitop-DNA-plasmider

[0521] Dette eksemplet diskuterer konstruksjonen av et minigenekspresjonsplasmid.
Minigenplasmider kan selvfelgelig inneholde forskjellige konfigurasjoner av B-celle, CTL-
og/eller HTL-epitoper eller epitopanaloger som beskrevet her.

[0522] Et minigenekspresjonsplasmid omfatter typisk multiple CTL- og HTL-
peptidepitoper. I foreliggende eksempel blir HLA-A2, -A3, -B7-supermotivbarende
peptidepitoper og HLA-A1 og -A24-motivbarende peptidepitoper anvendt sammen med DR-
supermotivbarende epitoper og/eller DR3-epitoper. HLA-klasse I-supermotiv- eller
motivbaerende peptidepitopavledet-PSCA er valgt slik at multiple supermotiver/motiver er
representert for & sikre bred populasjonsdekning. Tilsvarende er HLA-klasse IT-epitoper valgt
fra PSCA for 4 tilveiebringe bred populasjonsdekning, dvs. baide HLA-DR-1-4-7-
supermotivbarende epitoper og HLA-DR-3-motivbarende epitoper er valgt for inklusjon 1
minigenkonstruksjonen. De valgte CTL- og HTL-epitopene blir deretter innfort i et minigen
for ekspresjon 1 en ekspresjonsvektor.

[0523] En slik konstruksjon kan 1 tillegg omfatte sekvenser som dirigerer HTL-epitopene
til det endoplasmatiske reticulumet. For eksempel kan Ii-proteinet kondenseres til én eller
flere HTL-epitoper som beskrevet pa omradet, hvor CLIP-sekvensen av Ii-proteinet blir
flernet og erstattet med en HLA-klasse II-epitopsekvens slik at HLA-klasse II-epitop dirigert
til det endoplasmatiske reticulumet, hvor epitopen binder til et HLA-klasse II-molekyl.
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[0524] Dette eksemplet illustrerer fremgangsmatene som skal anvendes for konstruksjon
av et minigenbarende ekspresjonsplasmid. Andre ekspresjonsvektorer som kan anvendes for
minigensammensetninger er tilgjengelige og kjente for fagfolk pad omradet.

[0525] Minigen DNA-plasmidet fra dette eksemplet inneholder en konsensus Kozak-
sekvens og en konsensus murin kappa Ig-lettkjede signalsekvens fulgt av CTL- og/eller HTL-
epitoper valgt 1 henhold til prinsipper beskrevet her. Sekvensen koder for en &pen leseramme
kondensert til Myc- og His-antistoffepitoptagen kodet for av pCDNA 3.1-Myc-His-vektoren.

[0526] Overlappende oligonukleotider som kan, for eksempel gjennomsnitt ca. 70
nukleotider i1 lengde med 15 nukleotid overlappinger, bli syntetisert og HPLC-renset.
Oligonukleotidene koder for de valgte peptidepitopene sa vel som passende linkernukleotider,
Kozak-sekvens og signalsekvens. Det endelige multiepitopeminigenet er samlet ved
forlenging av de overlappende oligonukleotidene i tre sett av reaksjoner ved anvendelse av
PCR. En Perkin/Elmer 9600 PCR-maskin blir anvendt og totalt 30 sykler blir utfert ved
anvendelse av de felgende forholdene: 95°C 1 15 sek, hybridiseringstemperatur (5° nedenfor
den laveste beregnete Tm til hvert primerpar) 1 30 sek og 72°C 1 1 min.

[0527] For eksempel blir et minigen fremstilt som folger. For en forste PCR-reaksjon er 5
ug av hver av to oligonukleotider hybridisert og forlenget: I et eksempel ved anvendelse av
atte oligonukleotider, dvs. fire par av primere, oligonukleotider 1+2, 3+4, 5+6 og 7+8 blir
kombinert 1 100 pl reaksjoner inneholdende Pfu-polymerasebuffer (1x= 10 mM KCL, 10 mM
(NH4)2S04, 20 mM Tris-klorid, pH 8,75, 2 mM MgS04, 0,1% Triton X-100, 100 pg/ml
BSA), 0,25 mM av hver dNTP og 2,5 U av Pfu-polymerase. Fullengde dimerproduktene blir
gelrenset og to reaksjoner inneholdende produktet av 1+2 og 3+4 og produktet av 5+6 og 7+8
blir blandet, hybridisert og forlenget i 10 sykler. Halvparten av de to reaksjonene blir deretter
blandet og 5 sykler av hybridisering og utvidelse utfert for flankerende primere blir tilsatt for
a amplifisere fullengde produktet. Fullengde produktet er gelrenset og klonet inn i pCR-blunt

(Invitrogen) og individuelle kloner blir screenet ved sekvensering.

Eksempel 18

Plasmidkonstruksjon og graden til hvilke det fremkaller immunogenisitet.

[0528] Graden av hvilken en plasmidkonstruksjon, for eksempel et plasmid konstruert 1
henhold til det tidligere eksempelet, er i stand til &4 fremkalle immunogenisitet er bekreftet in
vitro ved & bestemme epitoppresentasjon av APC etter transduksjon eller transfeksjon av

APCet med en epitoputtrykkende nukleinsyrekonstruksjon. En slik undersgkelse bestemmer
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“antigenisitet” og tillater anvendelsen av human APC. Forsgket bestemmer evnen til epitopen
til 4 bli presentert av APCet i en sammenheng som er gjenkjent av en T-celle ved
kvantifisering av tettheten av epitop-HLA-klasse I-komplekser pa celleoverflaten.
Kvantifisering kan utfagres ved direkte méling av peptidmengden eluert fra APCet (se feks.
Sijts et al., J. Immunol. 156:683-692, 1996; Demotz ef al., Nature 342:682-684, 1989); eller
antallet peptid-HL A-klasse I-komplekser kan beregnes ved & méle mengden av lyse eller
lymfokinfrigjering indusert ved sykdoms eller transfekterte malceller og deretter bestemmelse
av peptidkonsentrasjonen ngdvendig for & oppnd ekvivalente nivéer av lyse eller
lymfokinfrigjering (se feks. Kageyama ef al., J. Immunol. 154:567-576, 1995).

[0529] Alternativt er immunogenisitet bekreftet gjennom in vivo-injeksjoner 1 mus og
pafelgende in vitro-vurdering av CTL- og HTL-aktivitet, som blir analysert ved anvendelse av
henholdsvis cytotoksisitets- og proliferasjonsforsek, som detaljert feks. 1 Alexander et al.,
Immunity 1:751-761, 1994.

[0530] For eksempel for a bekrefte kapasiteten av en DNA-minigenkonstruksjon
inneholdende minst ett HLA-A2-supermotivpeptid for a fremkalle CTLer in vivo er HLA-
A2.1/KP-transgene mus for eksempel immunisert intramuskulzrt med 100 pg av nakent
cDNA. Som et middel for sammenligning av nivdaet av CTLer indusert ved cDNA-
immunisering er en kontrollgruppe med dyr ogsd immunisert med en aktuell
peptidsammensetning som omfatter multiple epitoper syntetisert som et enkelt polypeptid som
om de ville bli kodet for av minigenet.

[0531] Miltceller fra immuniserte dyr blir stimulert to ganger med hver av de respektive
sammensetningene (peptidepitoper kodet i minigenet eller det polyepitopiske peptidet),
deretter undersekt for peptidspesifikk cytotoksisk aktivitet i et >Cr-frigjeringsforsgk.
Resultatene indikerer sterrelsen av CTL-responsen rettet mot den A2-begrensete epitopen,
som saledes indikerer in vivo-immunogenisiteten av minigenvaksinen og polyepitopiske
vaksinen.

[0532] Det er derfor funnet at minigenet fremkaller immunresponser rettet mot HLA-A2-
supermotivpeptidepitopene som utgjer den polyepitopiske peptidvaksinen. En lignende
analyse er ogsa utfert ved anvendelse av andre HLA-A3 og HLA-B7 transgene musemodeller
for & bedemme CTL-induksjon ved HLA-A3- og HLA-B7-motiv- eller supermotivepitoper,
hvorved det ogsa er funnet at minigenet fremkaller passende immunresponser rettet mot de

tilveiebrakte epitopene.
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[0533] For a bekrefte kapasiteten av et klasse II-epitopkodende minigen til & fremkalle
HTLer in vivo er DR-transgene mus, eller for de epitoper som kryssreagerer med det passende
muse MHC-molekylet I-AP-begrenset mus, for eksempel immunisert intramuskulaert med 100
ng av plasmid-DNA. Som et middel for sammenligning av nivaet av HTLer indusert ved
DNA-immunisering er en gruppe kontrolldyr ogsa immunisert med en aktuell
peptidsammensetning emulgert 1 fullstendig Freunds adjuvans. CD4+ T-celler, dvs. HTLer,
blir renset fra miltceller av immuniserte dyr og stimulert med hver av de respektive
sammensetningene (peptider kodet 1 minigenet). HTL-responsen blir mélt ved anvendelse av
et *H-thymidininnferingsproliferasjonsforsgk (se feks. Alexander ef al. Immunity 1:751-761,
1994). Resultatene indikerer sterrelsen av HTL-responsen som saledes demonstrerer in vivo-
immunogenisiteten av minigenet.

[0534] DNA-minigener, konstruert som beskrevet i det tidligere eksemplet, kan ogsé
bekreftes som en vaksine 1 kombinasjon med et forskerkningsmiddel ved anvendelse av en
primer forsterkerprotokoll. Forskningsmiddelet kan besta av rekombinant protein (f eks.
Barnett ef al., Aids Res. and Human Retroviruses 14, Supplement 3:5299-S309, 1998) eller
rekombinant vaccinia, som for eksempel uttrykker et minigen eller DNA som koder for det
fullstendige interessante proteinet (se f.eks. Hanke ef al., Vaccine 16:439-445, 1998; Sedegah
et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 95:7648-53, 1998; Hanke and McMichael, Immunol. Letters
66:177-181, 1999; og Robinson et al., Nature Med. 5:526-34, 1999).

[0535] For eksempel er effektiviteten av DNA-minigenet anvendt 1 en primer
forsterkerprotokoll innledningsvis evaluert i transgene mus. I dette eksemplet er A2.1/K"-
transgene mus immunisert IM med 100 pg av et DNA-minigen som koder for de immunogene
peptidene omfattende minst ett HLA-A2-supermotivbarende peptid. Etter en
innkuberingsperiode (i omridet fra 3-9 uker) er musen forsterket IP med 107 pfu/mus av et
rekombinant vacciniavirus som uttrykker den samme sekvensen som kodes for av DNA-
minigenet. Kontrollmus er immunisert med 100 pg DNA eller rekombinant vaccinia uten
minigensekvensen eller med DNA som koder for minigenet, men uten vaccinia-
forsterkningen. Etter en ytterligere innkuberingsperiode pa to uker er miltceller fra musen
umiddelbart undersegkt for peptidspesifikk aktivitet i et ELISPOT-forsgk. I tillegg blir
miltceller stimulert in vitro med de A2-begrensete peptidepitopene kodet 1 minigenet og
rekombinant vaccinia, deretter undersgkt for peptidspesifikk aktivitet i en alfa-, beta- og/eller

gamma-IFN ELISA.
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[0536] Det er funnet at minigenet anvendt 1 en primer forsterkerprotokoll fremkaller
storre immunresponser mot HLA-A2-supermotivpeptidene enn med DNA alene. En slik
analyse kan ogsa utferes ved anvendelse av HLA-A11- eller HLA-B7-transgene
musemodeller for & bedemme CTL-induksjon ved HLLA-A3- eller HLA-B7-motiv- eller
supermotivepitoper. Anvendelsen av primare forsterkerprotokoller hos mennesker er
beskrevet nedenfor 1 eksemplet betegnet “Induksjon av CTL-responser ved anvendelse av en

primr forsterkerprotokoll.”

Eksempel 19

Polyepitopiske vaksinesammensetninger fra multiple antigener

[0537] PSCA-peptidepitopene ifelge foreliggende oppfinnelse blir anvendt sammen med
epitoper fra andre maltumorassosierte antigener, for a skape en vaksinesammensetning som er
anvendelig for forebygging eller behandling av kreft som uttrykker PSCA og slike andre
antigener. For eksempel kan en vaksinesammensetning gis som et enkelt polypeptid som
innferer multiple epitoper fra PSCA sa vel som tumorassosierte antigener som ofte er uttrykt
med en malkreft forbundet med PSCA-ekspresjon eller kan administreres som en
sammensetning omfattende en kocktail av én eller flere atskilte epitoper. Alternativt kan
vaksinen administreres som en minigenkonstruksjon eller som dendrittiske celler som er ladet

med peptidepitopene in vitro.

Eksempel 20

Anvendelse av peptider for 8 bedemme en immunrespons

[0538] Peptider ifelge oppfinnelsen kan anvendes for & analysere en immunrespons for
tilstedeveerelsen av spesifikke antistoffer, CTL eller HTL rettet mot PSCA. En slik analyse
kan utferes pa en mate beskrevet av Ogg et al., Science 279:2103-2106, 1998. I dette
eksemplet blir peptider 1 henhold til oppfinnelsen anvendt som et reagens for diagnostiske
eller prognostiske formal, ikke som et immunogen.

[0539] I dette eksemplet blir meget sensitive humane leukocyttantigene tetrameriske
komplekser (“tetramerer”) anvendt for en kryss-seksjonsalanalyse av for eksempel PSCA-
HLA-A*0201-spesifikke CTL-frekvenser fra HLA A*0201-positive individer pa forskjellige
trinn av sykdom eller etter immunisering omfattende et PSCA-peptid inneholdende et
A*0201-motiv. Tetrameriske komplekser blir syntetisert som beskrevet (Musey ef al., N.
Engl. J. Med. 337:1267, 1997). Kort beskrevet blir renset HLA -tungkjede (A*0201 1 dette
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eksemplet) og B2-mikroglobulin syntetisert ved hjelp av et prokaryot ekspresjonssystem.
Tungkjeden blir modifisert ved delesjon av den transmembrancytosoliske halen og COOH-
terminal tilsetning av en sekvens inneholdende et BirA-enzymatisk biotinyleringssete.
Tungkjeden, f2-mikroglobulin, og peptid er refoldet ved fortynning. Det 45-kD refoldete
produktet blir isolert ved fast protein-vaskekromatografi og deretter biotinylert med BirA 1
nervaret av biotin (Sigma, St. Louis, Missouri), adenosin 5’-trifosfat og magnesium.
Streptavidin-fykoerytrinkonjugat blir tilsatt 1 et 1:4 molarforhold og det tetrameriske
produktet blir konsentrert til 1 mg/ml. Det resulterende produktet er referert til som tetramer-
fykoerytrin.

[0540] For analysen av pasientblodprever blir omtrent én million PBMCer sentrifugert
ved 300 g 1 5 minutter og resuspendert 1 50 pl av kald fosfatbufret saltlgsning. Tre-
fargeanalyse ("tri-color”) blir utfert med tetramer-fykoerytrinet, sammen med anti-CD8-
tricolor og anti-CD38. PBMCene blir innkubert med tetramer og antistoffer pa is 1 30 til 60
min og deretter vasket to ganger for formaldehydfiksering. Porter er anvendt til & inneholde
>99,98% av kontrollprever. Kontroller for tetramerene omfatter bade A*0201-negative
individer og A*0201-positive ikke-sykdomsdonorer. Prosentdelen av celler merket med
tetrameren blir deretter bestemt ved flowcytometri. Resultatene indikerer antallet celler 1
PBMC-preven som inneholder epitopbegrensete CTLer, som derved lett indikerer omfanget
av immunrespons pd PSCA-epitopen og saledes statusen til eksponering for PSCA eller

eksponering for en vaksine som fremkaller en beskyttende eller terapeutisk respons.

Eksempel 21

Induksjon av immunresponser ved anvendelse av en primar forsterkerprotokoll

[0541] En primer forsterkerprotokoll lignende i dens underliggende prinsipp av hvilken
anvendt for & bekrefte effektiviteten av en DNA-vaksine i transgene mus, slik som beskrevet
ovenfor 1 eksemplet betegnet “Plasmidkonstruksjonen og graden av hvilke det fremkaller
immunogenisitet,” kan ogsa anvendes for administrering av vaksinen til mennesker. Et slikt
vaksineregime kan omfatte en innledende administrering av, for eksempel nakent DNA fulgt
av en forsterkning ved anvendelse av rekombinant virus som koder for vaksinen eller
rekombinant protein/polypeptid eller et peptidblanding administrert 1 en adjuvans.

[0542] For eksempel kan den innledende immuniseringen utferes ved anvendelse av en
ekspresjonsvektor, slik som den konstruert 1 eksemplet betegnet “Konstruksjon av “minigen”

multi-epitop-DNA-plasmider” 1 formen av naken nukleinsyre administrert IM (eller SC eller
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ID) i mengdene pa 0,5-5 mg pa multiple steder. Nukleinsyren (0,1 til 1000 pg) kan ogsa
administreres ved anvendelse av en genpistol. Etter en innkuberingsperiode pa 3-4 uker blir
en forsterkningsdose deretter administrert. Forsterkeren kan vare rekombinant fowlpoxvirus
administrert i en dose pa 5-107 til 5x10° pfu. En alternativ rekombinant virus, slik som en
MVA, canarypox, adenovirus eller adenoassosiert virus, kan ogsa anvendes for forsterkeren
eller det polyepitopiske proteinet eller en blanding av peptidene kan administreres. For
evaluering av vaksineeffektivitet blir pasientblodprever oppnadd fer immunisering sé vel som
ved intervaller etter administrering av den innledende vaksinen og forsterkningsdoser av
vaksinen. Perifert blod mononuklezre celler blir isolert fra friskt heparinisert blod ved Ficoll-
Hypaque-tetthetsgradientssentrifugering, alikvotert 1 frysemedia og lagret frosset. Praver er
undersgkt for CTL- og HTL-aktivitet.

[0543] Analyse av resultatene indikerer at en magnitude av respons tilstrekkelig til &

oppna en terapeutisk eller beskyttende immunitet mot PSCA er dannet.

Eksempel 22

Komplementzre polynukleotider

[0544] Sekvenser komplementere til de PSCA-kodende sekvensene (figur 1 eller figur 3),
eller hvilke som helst deler derav, blir anvendt for & detektere, minke eller hemmer ekspresjon
av naturlig foreckommende PSCA. Selv om anvendelse av oligonukleotider omfattende fra ca.
15 t1l 30 basepar er beskrevet, 1 det vesentlige samme prosedyren blir anvendt med mindre
eller med storre sekvensfragmenter. Passende oligonukleotider er utformet ved anvendelse av

f-eks. OLIGO 4.06-programvare (National Biosciences) og den kodende sekvensen av PSCA.
Til 4 hemme transkripsjon er et komplementert oligonukleotid utformet fra den mest unike 5'-
sekvensen og anvendt for & forhindre promoterbinding til den kodende sekvensen. Til &
hemme translasjon er et komplementert oligonukleotid utformet for & forhindre ribosomal

binding til et PSCA-kodende transkript.

Eksempel 23

Rensning av naturlig forekommende eller rekombinante PSCA ved anvendelse av PSCA -

spesifikke antistoffer

[0545] Naturlig forekommende eller rekombinante PSCA er hovedsakelig renset ved
immunoaffinitetskromatografi ved anvendelse av antistoffer spesifikke for PSCA. En

immunoaffinitetskolonne er konstruert ved kovalent kobling av anti-PSCA -antistoff til en
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aktivert kromatografisk resin, slik som CNBr-aktivert SEPHAROSE (Amersham Pharmacia
Biotech). Etter koblingen er resinen blokkert og vasket 1 henhold til produsentens
instruksjoner.

[0546] Media inneholdende PSCA blir fert over immunoaffinitetskolonnen og kolonnen
blir vasket ved betingelser som tillater den preferensielle absorbansen av PSCA (feks. hoy
ionestyrkebuffere i n@rveret av detergent). Kolonnen blir eluert ved betingelser som
edelegger antistoff/PSCA-binding (feks. en buffer pa pH 2 til pH 3 eller en hey konsentrasjon
pa et kaotrop, slik som urinstoff eller tiocyanation) og GCR.P blir oppsamlet.

Eksempel 24

Identifikasjon av molekyler som interagerer med PSCA

[0547] PSCA, eller biologisk aktive fragmenter derav, er merket med 121 1 Bolton-
Hunter-reagens. (se feks. Bolton ef al. (1973) Biochem. J. 133:529.) Kandidatmolekyler
tidligere analysert 1 brennene av en multibrenns plate blir innkubert med det merkete PSCAet,
vasket og hvilke som helst brenner med merket PSCA-kompleks er undersekt. Data oppnadd
ved anvendelse av forskjellige konsentrasjoner av PSCA blir anvendt for & beregne verdier for

antallet, affiniteten og assosieringen av PSCA med kandidatmolekylene.

Eksempel 25

In vivo-forsgk for PSCA-tumorvekstfremming

[0548] Effekten av PSCA-proteinet pa tumorcellevekst er evaluert in vivo ved & bedemme
tumorutvikling og vekst av celler som uttrykker eller som mangler PSCA. For eksempel blir
SCID-mus injisert subkutant pd hver side med 1 x 10° av enten 3T3- eller
prostatakreftcellelinjer (£ eks. PC3-celler) inneholdende tkNeo-tom-vektor eller PSCA. Minst
to strategier kan anvendes: (1) Konstitutiv PSCA-ekspresjon under regulering av en promoter
slik som en konstitutiv promoter oppnadd fra genomene av virus slik som polyomavirus,
fowlpoxvirus (UK 2.211.504 publisert 5 juli 1989), adenovirus (slik som adenovirus 2),
bovint papillomavirus, fugle sarkomvirus, cytomegalovirus, et retrovirus, hepatitt-B-virus og
simianvirus 40 (SV40) eller fra heterologe mammalske promotere, f.eks. aktinpromotere eller
en immunoglobulinpromoter, tilveiebrakte slike promotere er kompatible med
vertscellesystemene og (2) Regulert ekspresjon under kontroll av et induserbart vektorsystem,
slik som ecdyson, tetracyklin, etc., tilveiebrakte slike promotere er kompatible med

vertscellesystemene. Tumorvolum blir deretter overvaket ved skyvelermaling ved utseendet
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av apenbare tumorer og fulgt over tid for & bestemme om PSCA-uttrykkende celler vokse ved
en raskere hastighet og hvorvidt tumorer produsert av PSCA-uttrykkende celler demonstrerer
karakteristika av endret aggressivitet (feks. forbedret metastase, vaskularisering, redusert
mottagelighet for kjemoterapeutiske medikamenter).

[0549] I tillegg kan mus bli implantert med 1 x 10° av samme celler ortotopisk for &
bestemme om PSCA har en effekt pa lokal vekst i prostataen og hvorvidt PSCA péavirker
evnen til cellene til & metastasere, spesifikt til lymfeknuter og ben (Miki T et al, Oncol Res.
2001;12:209; Fu X et al, Int J Cancer. 1991, 49:938). Effekten av PSCA pa bentumordannelse
og vekst kan bedemmes ved a injisere prostatatumorceller intratibitalt (’intratibially™).

[0550] Forseket er ogsa anvendelig for & bestemme den PSCA-hemmende effekten av
kandidatterapeutiske sammensetninger, slik som for eksempel PSCA-intrabodier, PSCA-

antisensemolekyler og ribozymer.

Eksempel 26

PSCA monoklonal antistoffmediert hemning av tumorer in vivo

[0551] Den betydelige ekspresjonen av PSCA pa celleoverflaten av tumorvev, sammen
med dens restriktive ekspresjon i normalt vev gjor PSCA til et godt mél for antistoffterapi.
Tilsvarende er PSCA et mal for T-cellebasert immunoterapi. Saledes er den terapeutiske
effektiviteten til anti-PSCA-MADbs i humane prostatakreft-xenograft-musemodeller og
humane pankreatisk kreft-xenograft-musemodeller evaluert ved anvendelse av rekombinante
cellelinjer slik som PC3-PSCA og 3T3-PSCA (se f.eks. Kaighn, ME., et al., Invest Urol,
1979. 17(1): 16-23), sa vel som human prostata-xenograftmodeller slik som LAPC 9AD
(Saffran et al PNAS 1999, 10:1073-1078).

[0552] Antistoffeffektivitet pa tumorvekst og metastasedannelse er studert, f.eks. 1 en mus
ortotopisk prostata eller pankreatisk kreft-xenograftmodeller. Antistoffene kan veere
ukonjugerte, som beskrevet 1 dette eksemplet, eller kan vare konjugert til en terapeutisk
modalitet som anerkjent pd omradet. Anti-PSCA-MADbs hemmer dannelse av bade
pankreatiske- og prostata-xenografter. Anti-PSCA-MADbs retarderer ogsa veksten av etablerte
ortotopiske tumorer og forlenger overlevelse av tumorbzrende mus. Disse resultatene
indikerer nytten av anti-PSCA-MAbs ved behandlingen av lokal og langt fremskredet trinns
prostatakreft, pankreatisk kreft og de kreftene angitt i tabell I. (se feks. Saffran, D., et al.,
PNAS 10:1073-1078 eller “world wide web” URL
pnas.org/cgi/do1/10.1073/pnas.051624698).
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[0553] Administrering av anti-PSCA-MAbene forte til retardasjon av etablert ortotopisk
tumorvekst og hemning av metastase til spredtliggende steder, hvilket resulterer 1 en betydelig
forlengelse 1 overlevelsen av tumorbaerende mus. Disse undersgkelsene indikerer at PSCA er
et attraktiv mal for immunoterapi og demonstrerer det terapeutiske potensialet til anti-PSCA-
MADbs for behandling av lokal og metastasisk prostata og pankreatisk kreft. Dette eksemplet
demonstrerer at ukonjugert PSCA monoklonale antistoffer er effektive til 4 hemme veksten av
humane prostatatumorxenografter dyrket 1 SCID-mus; felgelig er en kombinasjon av slike
effektive monoklonale antistoffer ogsa effektiv.

Tumorhemning ved anvendelse av multiple PSCA-MAbs

Materialer og fremgangsmater

PSCA monoklonale antistoffer:

[0554] Monoklonale antistoffer ble reist mot PSCA som beskrevet 1 eksemplet betegnet
“Dannelse av PSCA monoklonale antistoffer (MAbs).” Antistoffene er karakterisert ved
ELISA, Western-blott, FACS og immunopresipitering for deres kapasitet til & binde PSCA.
Epitopkartleggingsdata for anti-PSCA-MAbene, som bestemt ved ELISA og Western-
analyse, gjenkjenner epitoper pd PSCA-proteinet. Immunohistokjemisk analyse av
prostatakreftvev og celler med disse antistoffene blir utfert.

[0555] De monoklonale antistoffene blir renset fra ascites eller
hybridomvevkultursupernatanter ved protein-G- eller protein-A-sepharosekromatografi,
dialysert mot PBS, filtersterilisert og lagret ved -20°C. Proteinbestemmelser blir utfert ved et
Bradfordforsek (Bio-Rad, Hercules, CA). Et terapeutisk monoklonalt antistoff eller en
kocktail omfattende en blanding av individuelle monoklonale antistoffer blir fremstilt og
anvendt for behandling av mus som mottar subkutane eller ortotopiske injeksjoner av LAPC9
AD- og HPAC-tumor-xenografter.

Cellelinjer og xenografter

[0556] Prostatakreftcellelinjene PC3- og LNCaP-cellelinje sa vel som fibroblastlinjen
NIH 3T3 (American Type Culture Collection) blir holdt 1 henholdsvis RPMI og DMEM,
supplert med L-glutamin og 10% FBS.

[0557] PC3-PSCA- og 3T3-PSCA-cellepopulasjoner er dannet ved retroviral
genoverfering som beskrevet i Hubert, R.S., ef al., Proc Natl Acad Sci U S A, 1999. 96(25):
14523.

[0558] LAPC-9-xenograftet, som uttrykker en villtype androgenreseptor og tilveiebringer
prostataspesifikt antigen (PSA), er passert 1 6- til 8-uker gamle mannlige ICR-alvorlig
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kombinert immundefekte (SCID)-mus (Taconic Farms) ved s.c. trocar-implantat (Craft, N.,
et al., Nat Med. 1999, 5:280). Enkelcellesuspensjoner av LAPC-9-tumorceller blir fremstilt
som beskrevet i Craft, et al.

Xenograft-musemodeller.

[0559] Subkutane (s.c.) tumorer er dannet ved injeksjon av 1 x 10° kreftceller blandet ved
en 1:1-fortynning med Matrigel (Collaborative Research) 1 den heyre siden til mannlige
SCID-mus. For a teste antistoffeffektivitet pa tumordannelse, dvs. antistoffinjeksjoner er
startet pd samme dag som tumorcelleinjeksjoner. Som en kontroll blir mus injisert med enten
renset muse-IgG (ICN) eller PBS; eller et renset monoklonalt antistoff som gjenkjenner et
irrelevant antigen ikke uttrykt 1 humane celler. I prelimingre undersgkelser er ingen forskjell
funnet mellom muse-IgG eller PBS pa tumorvekst. Tumorsterrelser blir bestemt ved
skyvelermalinger og tumorvolumet blir beregnet som lengde x bredde x hgyde. Mus med
subkutane tumorer sterre enn 1,5 ¢cm 1 diameter er avlivet.

[0560] Ortotopiske injeksjoner blir utfert under anestesi ved anvendelse av
ketamin/xylazin. For prostata ortotopiske undersegkelser er et snitt gjort gjennom abdomen for
8 eksponere prostata og LAPC- eller PC3-tumorceller (2 x 10°) blandet med Matrigel blir
injisert inn i prostatakapselen i et 10-ul volum. For & overvake tumorvekst er mus palpert og
blod blir oppsamlet pa en ukentlig basis for & male PSA-nivaer. Musene er skilt ut i grupper
for de passende behandlingene, med anti-PSCA eller kontroll MAbs som blir injisert i.p.

Anti-PSCA-MAbs hemmer vekst av PSCA-uttrykkende xenograft-krefttumorer

[0561] Effekten av anti-PSCA-MADbs pa tumordannelse blir testet ved anvendelse av
HPAC- og LAPC9-ortotopiske modeller. Som sammenlignet med s.c. tumormodellen den
ortotopiske modellen, som krever injeksjon av tumorceller direkte 1 henholdsvis
musebukspyttkjertelen eller prostataen, resulterer 1 en lokal tumorvekst, utvikling av
metastase pa distale steder, forringelse av muse helse og pafelgende ded (Saffran, D., et al.,
PNAS supra). Disse trekkene fremstiller den ortotopiske modellen mer representativ for
human sykdomsprogresjon og tillot oss a falge den terapeutiske effekten av MAbs pa kliniske
relevante endepunkter.

[0562] Felgelig blir tumorceller injisert inn 1 muse prostataen og 2 dager senere er musen
skilt ut til to grupper og behandlet med enten: a) 250-1000pg av anti-PSCA-Ab eller
b) kontrollantistoff tre ganger pr. uke 1 to til fem uker.

[0563] En hovedfordel av de ortotopiske kreftmodellene er evnen til & studere utviklingen

av metastaser. Dannelse av metastase hos mus som berer etablerte ortotopiske tumorer er
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undersgkt ved IHC-analyse pa lungesnitt ved anvendelse av et antistoff mot et tumorspesifikt
celleoverflateprotein slik som anti-CK20 for prostatakreft (Lin ef al., Cancer Detect Prev.
(2001) 25:202).

[0564] En annen fordel av xenograft-kreftmodeller er evnen til & studere
neovaskularisering og angiogenese. Tumorvekst er delvis avhengig av ny blodkarutvikling,
Selv om kapillersystemet og utvikling av blodnettverk er av vertsopprinnelse blir
innledningen og arkitekturen av neovaskulaturen regulert av xenograft-tumoren (Davidoff
et al., Clin Cancer Res. (2001) 7:2870; Solesvik et al., Eur J Cancer Clin Oncol. (1984)
20:1295). Effekten av antistoff og lite molekyl pa neovaskularisering er studert i henhold til
prosedyrer kjent pa omradet, slik som ved IHC-analyse av tumorvev og deres omliggende
mikroomgivelser.

[0565] Mus som berer etablerte ortotopiske tumorer blir administrert injeksjoner av enten
anti-PSCA-MAD eller kontrollantistoff over en 4-ukes periode. Mus 1 begge grupper far
etablere en hgy tumorbyrde for & sikre en hoy frekvens av metastasedannelse i muselunger.
Mus blir deretter avlivete og deres blerer, levere, ben og lunger blir analysert for
tilstedevaerelsen av tumorceller ved IHC-analyse. Disse undersgkelsene demonstrerer en bred
antitumoreffektivitet av anti-PSCA -antistoffer pa innledning og progresjon av prostatakreft 1
xenograft-musemodeller. Anti-PSCA -antistoffer hemmer tumordannelse av tumorer sa vel
som retardering av veksten til allerede etablerte tumorer og forlengelse av overlevelsen av
behandlete mus. Videre demonstrerer anti-PSCA-MADbs en dramatisk hemmende effekt pa
spredningen av lokal prostatatumor til distale steder, selv 1 n@rveret av en stor tumorbyrde.
Séledes er anti-PSCA-MAbs effektiv pa hoved kliniske relevante endepunkter (tumorvekst),
forlengelse av overlevelse og helse.

Effekt av PSCA-MAbs pa veksten av human prostatakreft hos mus

[0566] Ved anvendelse av fremgangsméaten ovenfor ble LAPC-9AI-tumorceller (2,0 x 10°
celler) injisert subkutant 1 mannlige SCID-mus. Musene ble randomisert 1 grupper (n=10 1
hver gruppe) og behandling innledet intraperitonealt (i.p.) pa dag 0 med HA1-4.120 eller
isotype-MAb-kontroll som angitt. Dyr ble behandlet to ganger ukentlig med totalt 7 doser
inntil undersekelsesdag 28. Tumorvekst ble overvaket ved anvendelse av skyvelermalinger
hver 3 til 4 dag som angitt. Resultatene viser at humant anti-PSCA monoklonalt antistoff Hal-
4.120 signifikant hemmet veksten av humane prostatakreft-xenografter implantert subkutant 1

SCID-mus (p< 0,05) (figur 18).
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[0567] I et annet forsek ble LAPC-9AI-tumorceller (2,0 x 10° celler) injisert subkutant i
mannlige SCID-mus. Nar tumorvolum nidde 50 mm3 ble musene randomisert i grupper
(n=10 1 hver gruppe) og behandling innledet intraperitonealt (i.p.) med HA1-5.99.1 eller
isotype-MAb-kontroll som angitt. Dyr ble behandlet to ganger ukentlig med totalt 5 doser
inntil undersegkelsesdag 14. Tumorvekst ble overvaket ved anvendelse av skyvelermalinger
hver 3 til 4 dag som angitt. Resultatene viser at fullstendig humant anti-PSCA monoklonalt
antistoff Hal-5.99 signifikant hemmet veksten av etablerte androgenuavhengige humane
prostatakreft-xenografter implantert subkutant 1 SCID-mus (p<0,05). (figur 19).

[0568] I et annet forsek ble LAPC-9AD-tumorceller (2,5 x 106 celler) injisert subkutant 1
mannlige SCID-mus. Nar tumorvolumet nidde 40 mm3 ble musene randomisert i grupper
(n=10 1 hver gruppe) og behandling ble innledet intraperitonealt (i.p.) med gkende
konsentrasjoner av HA1-4.121 eller isotype-MADb-kontroll som angitt. Dyr ble behandlet to
ganger ukentlig med totalt 7 doser inntil undersekelsesdag 21. Tumorvekst ble overvéket ved
anvendelse av skyvelermalinger hver 3 til 4 dag som angitt. Resultatene fra denne
undersekelsen demonstrerte at HA1-4.121 hemmet veksten av etablerte subkutane humane
androgenavhengige prostata-xenografter i SCID-mus. Resultatene ble statistisk signifikante
for 300 ug dosegruppen pa dager 14, 17 og 21 (p< 0,05, Kruskal-Wallis-test, tosidig med
a=0,05) og for 700 ug dosegruppen pa dager 10, 14, 17 og 21 (p< 0,05, Kruskal-Wallis-test,
tosidig med a=0,05) (figur 20).

[0569] I et annet forsek ble pasientavledete, androgenavhengige LAPC-9AD-tumorceller
(2,0 x 106 celler) injisert 1 de dorsale lappene av prostataene til mannlige SCID-mus.
Tumorene fikk vokse i omtrent 10 dager pa hvilken tid musene ble randomisert i grupper.
Behandling med human 500 mg HA1-4.117, HA1-4.121 eller isotypekontroll-MADb ble
innledet 10 dager etter tumorimplantasjon. Antistoffer ble levert intraperitonealt to ganger
ukentlig med totalt 7 doser. Fire dager etter siste dosen ble dyr avlivet og primartumorer
skaret ut og veid. Resultatene viser at humane anti-PSCA monoklonale antistoffer Hal-4.121
(p<0,01) og Hal-4.117 (p< 0,05) signifikant hemmet veksten av LAPC-9AD-prostatakreft-
xenografter ortotopisk implantert 1 SCID-mus (figur 21).

[0570] I et annet forsek ble pasientavledete, androgenavhengige LAPC-9AD-tumorceller
(2,0 x 106 celler) injisert 1 de dorsale lappene av prostataene til mannlige SCID-mus.
Tumorene fikk vokse i omtrent 9 dager pa hvilken tid musene ble randomisert i grupper.
Dyrene randomisert i overlevelsesgruppene omfatter 11 mus 1 isotype-MAb-kontrollen og 12

mus 1 den HA1-4.121-behandlete gruppen. Dyr ble behandlet i.p. med 1000 ug Hal-4.121
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eller 1000 ug av isotype-MADb-kontroll to ganger ukentlig med totalt 9 doser. Resultatene
demonstrerte at HA1-4.121 signifikant (log-rank test: p<0,01) forlenget overlevelsen av
SCID-mus med humane androgenavhengige prostatatumorer. To mus i den HA1-4.121-
behandlete gruppen forble frie for &penbare tumorer pa dag 110, siste dag av forsgket (figur
22).
Effekt av PSCA-MADbs i kombinasjon med taxotere i mus
[0571] I et annet forsek ble LAPC-9AI-tumorceller (2 x 10° celler pr. dyr) injisert

subkutant i mannlige SCID-mus. Nér tumorvolumet nidde 65 mm? ble dyr randomisert og
utpekt til fire forskjellige grupper (n=10 i hver gruppe) som angitt. I begynnelsen pa dag O ble
Hal-4.121 eller isotype-MAb-kontroll administrert i.p. to ganger ukentlig i en dose pa 500 ug
med totalt 6 doser. Den siste dosen ble gitt pa dag 17. Taxotere ble gitt intravenest i en dose
pa 5 mg/kg pa dager 0, 3 og 7. Tumorvekst ble overvaket hver 3-4 dager ved anvendelse av
skyvelermalinger. Resultatene fra denne undersgkelsen demonstrerer at HA1-4.121 som et
enkelt middel hemmet veksten av androgenuavhengige prostata-xenografter 1 SCID-mus med
45% néar sammenlignet med kontrollantistoffbehandling alene pa dag 28 (ANOV A/Tukey-
test: p<0,05). Administrering av isotype-MAb-kontrollen pluss taxotere hemmet tumorvekst
med 28% nar sammenlignet med kontrollantistoffbehandling alene, som ikke ble statistisk
signifikant. Administrering av HA1-4.121 1 kombinasjon med taxotere forbedret effekten og
resulterte 1 en 69% hemning av tumorvekst nar sammenlignet med kontrollantistoff alene
(ANOV A/Tukey-test: p<0,01). En statistisk signifikant forskjell ble ogsd demonstrert nar
HA1-4.121 pluss taxotere-kombinasjonsgruppen ble sammenlignet med enten HA1-4.121
eller isotype-MAb-kontroll pluss taxoteregrupper (ANOV A/Tukey-test: p<0,05) (figur 23).
Effekt av PSCA-MADbs pé veksten av human pankreatisk kreft hos mus

[0572] I et annet forsgk ble humane HPAC-pankreatiske kreftceller (2 x 10% mus) injisert

subkutant 1 immundefekte ICR-SCID-mus (Taconic Farm, Germantown, NY). Musene ble

randomisert 1 grupper (n= 10 dyr/gruppe) og behandling med det angitte humane PSCA
monoklonale antistoffet innledet samme dag. Antistoffer (500 mg/mus) ble levert
intraperitonealt to ganger ukentlig med totalt 8 doser. Resultatene demonstrerte at humane
anti-PSCA monoklonale antistoffer Hal-4.121, Hal-4.117 og Hal-1.16 signifikant hemmet
veksten av humane pankreatiske kreft-xenografter subkutant implantert i SCID-mus.
Statistiske analyser ble utfert ved anvendelse av en t-test (tosidig, a=0,05) (figur 24).

[0573] I et annet forsek ble HPAC-celler (3,0 x 106 celler) implantert ortotopisk inn 1
pankreasgyen av SCID-mus. Mus ble tilfeldig utpekt til tre grupper (n=9 1 hver gruppe) som
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angitt. Behandling med HA1-4.121 (250 ug eller 1000 ug) eller isotype-MAb-kontroll (1000
ug) ble innledet pa implantasjonsdagen. Antistoffer ble administrert i.p. to ganger ukentlig
med totalt 10 doser. Tretten dager etter siste dose ble dyr avlivet og primertumorer skaret ut
og veid. Resultatene fra denne undersgkelsen demonstrerte at HA1-4.121 signifikant hemmet
den ortotopiske veksten av humane pankreatisk kreft-xenografter 1 SCID-mus ved begge
undersgkte dosenivaer. Behandling med 250 ug og 1000 ug AGS-PSCA hemmet tumorvekst
med henholdsvis 66% og 70% (Kruskal-Wallis/Tukey-test: henholdsvis p<0,01 og p<0,01)
(figur 25).

[0574] Ved autopsi ble synlige metastaser til lymfeknuter og spredtliggende organer
observert hos den kontrollantistoffbehandlete gruppen. Ingen synlige metastaser ble observert
1 begge HA1-4.121 behandlete grupper. Lymfeknuter, lunger og levrer ble fjernet fra alle dyr
og undersgkt histologisk for tilstedevaerelsen av metastasisk tumor. Snitt fra lungene og
lymfeknutene fjernet fra hvert dyr ble merket for human cytokeratin og antallet metastaser
bestemt mikroskopisk. Resultatene fra den histologiske analysen demonstrerte en signifikant
reduksjon 1 lymfeknute (LN)-metastaser 1 dyr behandlet med HA1-4.121 (p= 0,0152 detektert
ved Fishers eksakte test). Forekomsten av metastase og invasjon ble ogsa redusert signifikant
1 dyr behandlet med begge konsentrasjoner av HA1-4.121 (p= 0,0152 detektert ved Fishers
eksakte test). Antallet lungemetastaser minket signifikant hos mus behandlet bare med 1,0 mg
dosen av HA1-4.121 (p= 0,0498 detektert ved Fishers eksakte test) (figur 26).

Effekt av PSCA-MAbs pé veksten av human blzrekreft hos mus

[0575] I et annet forsek ble humane SW780-blarekreftceller (2 x 10% mus) injisert

subkutant 1 immundefekte ICR-SCID-mus (Taconic Farm, Germantown, NY). Musene ble

randomisert 1 grupper (n= 10 dyr/gruppe) og behandling med det angitte humane PSCA-MAb
innledet samme dag. Antistoffer (250 mg/mus) ble levert intraperitonealt to ganger ukentlig
med totalt 7 doser. Resultatene demonstrerte at HA1-4.117 (p= 0,014), HA1-4.37 (p=
0,0056), HA1-1.78 (p= 0,001), Hal-5.99 (p=0,0002) og HA1-4.5 (p= 0,0008) signifikant
hemmet veksten av SW780-bleretumorer implantert subkutant 1 SCID-mus. Statistiske
analyser ble utfert ved anvendelse av en t-test (tosidig, a=0,05) (figur 27).

[0576] Resultatene av disse forsgkene viser at PSCA-MADbs kan anvendes for terapeutiske
og diagnostiske formal for 4 behandle og administrere kreft angitt i tabell 1.
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Eksempel 27

Terapeutisk og diagnostisk anvendelse av anti-PSCA -antistoffer hos mennesker.

[0577] Anti-PSCA monoklonale antistoffer er trygt og effektivt anvendt for diagnostiske,
profylaktiske, prognostiske og/eller terapeutiske formal hos mennesker. Western-blott- og
immunohistokjemiskanalyse av kreftvev og kreft-xenografter med anti-PSCA-MAD viser
sterk omfattende merking i karsinom men signifikant lavere eller udetekterbare nivaer 1
normalt vev. Deteksjon av PSCA 1 karsinom og 1 metastasisk sykdom demonstrerer
anvendeligheten av MAbet som en diagnostisk og/eller prognostisk indikator. Anti-PSCA-
antistoffer er derfor anvendt 1 diagnostiske applikasjoner slik som immunohistokjemi av
nyrebiopsiprever for & detektere kreft fra mistenkte pasienter.

[0578] Som bestemt ved flowcytometri binder anti-PSCA-MAD spesifikt til
karsinomceller. Sdledes blir anti-PSCA-antistoffer anvendt i diagnostisering av
helkroppsavbildningsapplikasjoner, slik som radioimmunoscintigrafi og radioimmunoterapi
(se feks. Potamianos S, et. al. Anticancer Res 20(2A):925-948 (2000)) for deteksjonen av
lokalisert og metastasisk kreft som viser ekspresjon av PSCA. Felling eller frigjering av et
ekstracellulert domene av PSCA 1inn 1 det ekstracellulere miljoet, slik som sett for alkalisk
fosfodiesterase B10 (Meerson, N. R., Hepatology 27:563-568 (1998)), tillater diagnostisk
deteksjon av PSCA ved anti-PSCA-antistoffer 1 serum- og/eller urinprgver fra mistenkte
pasienter.

[0579] Anti-PSCA-antistoffer som spesifikt binder PSCA blir anvendt 1 terapeutiske
applikasjoner for behandlingen av kreft som uttrykker PSCA. Anti-PSCA-antistoffer blir
anvendt som en ukonjugert modalitet og som konjugert form hvor antistoffene er bundet til én
av forskjellige terapeutiske eller avbildningsmodaliteter velkjente pa omradet, slik som et
prodrug, enzymer eller radioisotoper. I prekliniske undersgkelser blir ukonjugerte og
konjugerte anti-PSCA-antistoffer testet for effektivitet av tumorforebygging og veksthemning
1 SCID-mus kreft-xenograftmodellene, feks. nyrekreftmodeller AGS-K3 og AGS-K6 (se

f-eks. eksemplet betegnet “PSCA monoklonalt antistoffmediert hemning av tumorer in vivo”).
Enten konjugerte og ukonjugerte anti-PSCA-antistoffer blir anvendt som en terapeutisk
modalitet 1 humane kliniske forsek enten alene eller 1 kombinasjon med andre behandlinger

som beskrevet 1 folgende eksempler.
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Eksempel 28

Humane kliniske forsgk for behandlingen og diagnosen av humane karsinomer gjennom

anvendelse av humane anti-PSCA -antistoffer in vivo

[0580] Antistoffer blir anvendt 1 henhold til foreliggende oppfinnelse som gjenkjenner en
epitop pad PSCA og blir anvendt ved behandling av visse tumorer slik som de listet opp i tabell
I. Basert pa flere faktorer er omfattende PSCA-ekspresjonsnivéer, tumorer slik som de listet
opp 1 tabell I for tiden foretrukne indikasjoner. I forbindelse med hver av disse indikasjonene
er tre kliniske angrepmater med hell forfulgt.

[0581] L) Tilleggsterapi: I tilleggsterapi behandles pasienter med anti-PSCA-
antistoffer 1 kombinasjon med et kjemoterapeutisk eller antineoplastisk middel og/eller
stralingsterapi. Primerkreftmal, slik som de listet opp i tabell I, behandles med
standardprotokoller ved tilsetningen av anti-PSCA-antistoffer til standard ferste- og
andrelinjeterapi. Protokolldesign adresserer effektivitet som bedemt ved reduksjon 1
tumormasse sa vel som evnen til 4 redusere vanlige doser av standardkjemoterapi. Disse
dosereduksjonene tillater ytterligere og/eller forlenget terapi ved redusering av doserelatert
toksisitet av det kjemoterapeutiske midlet. Anti-PSCA -antistoffer er anvendt 1 mange kliniske
tilleggsforsek 1 kombinasjon med de kjemoterapeutiske eller antineoplastiske midlene
adriamycin (langt fremskredet prostatakarsinom), cisplatin (langt fremskredet hode- og hals-
og lungekarsinomer), taxol (brystkreft) og doxorubicin (preklinisk).

[0582] II.)  Monoterapi: I forbindelse med anvendelsen av anti-PSCA-antistoffene 1
monoterapi av tumorer blir antistoffene administrert til pasienter uten et kjemoterapeutisk
eller antineoplastisk middel. I én utferelsesform blir monoterapi utfort klinisk 1 sluttrinns
kreftpasienter med omfattende metastasisk sykdom. Pasienter viser noe sykdomsstabilisering.
Forsgk demonstrerer en effekt 1 motstandsdyktige pasienter med kansergse tumorer.

[0583] III.) Avbildningsmiddel: Gjennom binding av et radionuklid (£eks. jod eller
yttrium (13!, Y*°) til anti-PSCA-antistoffer er de radioaktivt merkete antistoffene anvendt som
en diagnostisk og/eller avbildningsmiddel. I en slik rolle lokaliserer de merkede antistoffetene
til bade faste tumorer sa vel som metastasiske lesjoner av celler som uttrykker PSCA. I
forbindelse med anvendelsen av anti-PSCA -antistoffene som avbildningsmidler blir
antistoffene anvendt som et tilbeher til kirurgisk behandling av faste tumorer, som bade en
prekirurgisk screen sd vel som en postoperativ oppfelger for 4 bestemme hvilke tumor som
forblir og/eller returnerer. I én utforelsesform blir et (}!'In)-PSCA-antistoff anvendt som et

avbildningsmiddel 1 et Fase I humant klinisk forsgk hos pasienter som har et karsinom som
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uttrykker PSCA (analogt se f.eks. Divgi ef al. J. Natl. Cancer Inst. 83:97-104 (1991)).
Pasienter er fulgt med standard anterior og posterior gammakamera. Resultatene indikerer at
primerlesjoner og metastasiske lesjoner er identifisert.

Dose og administreringsvei

[0584] Som anerkjent av fagfolk pa omradet kan doseringsbetraktninger bestemmes
gjennom sammenligning med de analoge produktene som er 1 klinikken. Séledes kan anti-
PSCA-antistoffer administreres med doser i omradet S til 400 mg/m?, med de lavere dosene
anvendt f.eks. 1 forbindelse med sikkerhetsundersegkelser. Affiniteten til anti-PSCA -antistoffer
i forhold til affiniteten til et kjent antistoff for dens mal er én parameter anvendt av fagfolk pa
omradet for & bestemme analoge doseregimer. Videre har anti-PSCA -antistoffer, som er
fullstendig humane antistoffer, ssmmenlignet med det kimere antistoffet langsommere
utskilling; felgelig kan dosering hos pasienter med slike fullstendige humane anti-PSCA-
antistoffer veere lavere, kanskje i omradet 50 til 300 mg/m?, og fortsatt forbli effektiv.
Dosering i mg/m?, i motsetning til den konvensjonelle milingen av dose i mg/kg, er en méling
basert pa overflateareal og er en hensiktsmessig doseringsmaling som er utformet til & omfatte
pasienter av alle sterrelser fra spebarn til voksne.

[0585] Tre distinkte leveringsangrepmater er anvendelige for levering av anti-PSCA-
antistoffer. Konvensjonell intravengs levering er én standardleveringsteknikk for mange
tumorer. Imidlertid, 1 forbindelse med tumorer 1 det peritoneale hulrommet, slik som tumorer 1
eggstokkene, gallegang, andre kanaler og lignende, intraperitoneal administrering kan vises
fordelaktig for 4 oppnd hey dose av antistoff ved tumoren og til ogsa & minimalisere
antistoffutskilling. Pa lignende méte har visse faste tumorer vaskulatur som er passende for
regional perfusjon. Regional perfusjon tillater en hey dose av antistoff pa stedet av en tumor
og minimaliserer korttidsutskilling av antistoffet.

Klinisk utviklingsplan (CDP)
[0586] Oversikt: CDPen falger og utvikler behandlinger til anti-PSCA-antistoffer 1

forbindelse med tilleggsterapi, monoterapi og som et avbildningsmiddel. Forsgk
innledningsvis demonstrerer sikkerhet og bekrefter deretter effektivitet av repeterende doser.
Forsegk er dpenmerket sammenligning av standardkjemoterapi med standardterapi pluss anti-
PSCA-antistoffer. Som vil vare anerkjent er ett kriterie som kan anvendes 1 forbindelse med
verving av pasienter PSCA-ekspresjonsnivaer 1 deres tumorer bestemt ved biopsi.

[0587] Som med hvilket som helst protein- eller antistoffinfusjonsbasert terapeutisk

middel, sikkerhetsbetydningene er primert relatert til (1) cytokinfrigjeringssyndrom, dvs.
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hypotensjon, feber, risting, febergysninger; (ii) utviklingen av en immunogen respons pa
materialet (dvs. utvikling av humane antistoffer av pasienten pa det terapeutiske antistoffet
eller HAHA-respons); og, (1i1) toksisitet til normale celler som uttrykker PSCA.
Standardtester og oppfelging er anvendt for & overvike hver av disse sikkerhetsbetydningene.

Anti-PSCA-antistoffer er funnet & vare sikre ved human administrering.

Eksempel 29

Humant klinisk forsgk: monoterapi med humant anti-PSCA -antistoff

[0588] Anti-PSCA-antistoffer er sikre 1 forbindelse med det ovenfor beskrevne
tilleggsforseket, et Fase IT humant klinisk forsek bekrefter effektiviteten og optimal dosering
for monoterapi. Slike forsgk blir fullfert og medferer den samme sikkerheten og
resultatsanalyser til det ovenfor beskrevne tilleggsforsgket med unntaket som er pasienter som

ikke mottar kjemoterapi samtidig med mottakelse av doser anti-PSCA-antistoffer.

Eksempel 30
Humant klinisk forsgk: diagnostisk avbildning med anti-PSCA -antistoff

[0589] En gang til, som tilleggsterapien beskrevet ovenfor er sikker innen
sikkerhetskriteriene beskrevet ovenfor, blir et humant klinisk forsek utfert angdende
anvendelse av anti-PSCA-antistoffer som et diagnostisk avbildningsmiddel. Protokollen er
utformet pa en hovedsakelig lignende mate til de beskrevet pa omradet, slik som i Divgi et al.
J. Natl. Cancer Inst. 83:97-104 (1991). Antistoffene er funnet & veere bade sikre og effektive

nar anvendt som en diagnostisk modalitet.

Eksempel 31
Human klinisk forseks tilleggsterapi med humant anti-PSCA -antistoff og kjemoterapeutisk

middel, straling og/eller hormon ablasjonsterapi

[0590] Et fase I humant klinisk forsgk blir innledet for & bedemme sikkerheten av seks

intravengse doser av et humant anti-PSCA-antistoff 1 forbindelse med behandlingen av en fast
tumor, feks. en kreft av et vev listet opp 1 tabell I. I undersgkelsen blir sikkerheten av
enkeldoser av anti-PSCA-antistoffer nar anvendt som en tilleggsterapi til et antineoplastisk
eller kjemoterapeutisk eller hormon ablasjonsmiddel som definert her, slik som, uten
begrensning: cisplatin, topotecan, doxorubicin, adriamycin, taxol, Lupron, Zoladex, Eulexin,

Casodex, Anandron eller lignende bedemt. Forsgkdesignen omfatter levering av omtrent seks
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enkeldoser av et anti-PSCA-antistoff med dose av antistoff med opptrapping fra omtrent ca.

25 mg/m? til ca. 275 mg/m? over behandlingsforlgpet i henhold til det folgende eller lignende

program:
Dag 0 Dag 7 Dag 14 Dag 21 Dag 28 Dag 35
MAb-Dose 25 mg/m? 75 125 mg/m? 175 mg/m? 225 mg/m? 275 mg/m?
2
mg/m
Kjemoterapi + + + + + +
(standarddose)

[0591] Pasienter er nert fulgt i en uke etter hver administrering av antistoff og
kjemoterapi. Spesielt blir pasienter bedemt for sikkerhetsbetydningen nevnt ovenfor: (i)
cytokinfrigjeringssyndrom, dvs. hypotensjon, feber, risting, febergysninger; (i1) utviklingen av
en immunogen respons pa materialet (dvs. utvikling av humane antistoffer av pasienten til det
humane terapeutiske antistoffet eller HAHA -respons); og (ii1) toksisitet til normale celler som
uttrykker PSCA. Standardtester og oppfalging er anvendt for & overvike hver av disse
sikkerhetsbetydningene. Pasienter er ogsd bedemt for klinisk resultat og spesielt reduksjon 1
tumormasse som bevist ved MRI eller andre avbildning.

[0592] Anti-PSCA-antistoffene er demonstrert til & veere sikre og effektive. Fase II-forsegk

bekrefter effektiviteten og rafinerer optimal dosering.

Eksempel 32
RNA-interferens (RNA1)

[0593] RNA-interferens (RNA1)-teknologi er implementert til en rekke celleforsgk
relevant for onkologi. RNAL1 er en posttranskripsjonell genforstummingsmekanisme aktivert
av dobbeltradet RNA (dsRNA). RNAI fremkaller spesifikk mRNA-nedbrytning hvilket forer
til endringer 1 proteinekspresjon og deretter 1 genfunksjon. Hos mammalske celler har disse
dsRNAer, betegnet kort interfering RNA (siRNA,) den korrekte sammensetningen for &
aktivere RNAi-reaksjonsveien for malretting av nedbrytning, spesifikt noen mRNAer. Se
Elbashir S.M., et al., Duplexes of 21-nucleotide RNAs Mediate RNA -interference in Cultured
Mammalian Cells, Nature 411(6836):494-8 (2001). Saledes blir RNAi-teknologi anvendt med

hell 1 mammalske celler til gjore stume mélrettete gener.
[0594] Tap av celleproliferasjonskontroll er et holdepunkt for kanserese celler; er séledes
for a fastsette rollen til PSCA i celleoverlevelse/proliferasjonsforsek relevant. Folgelig ble

RNAI anvendt til & undersgke funksjonen av PSCA-antigenet. For & danne siRNA for PSCA
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ble algoritmer anvendt for & prediktere oligonukleotider som viser de kritiske molekylaer
parameterne (G:C-innhold, smeltetemperatur, etc.) og har evnen til & betydelig redusere
ekspresjonsnivaene av PSCA -proteinet nar innfert i celler. I henhold til dette eksemplet blir
PSCA-siRNA-sammensetninger anvendt som omfatter siRNA (dobbeltradet, kort interferende
RNA) som svarer til nukleinsyre-ORF-sekvensen av PSCA-proteinet eller subsekvenser
derav. Séledes blir siRNA-subsekvenser anvendt pa denne méten generelt 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12,13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,31, 32, 33, 34, 35 eller
flere enn 35 péfelgende RNA-nukleotider i lengde. Disse siRNA-sekvensene er
komplementare og ikke-komplementzaere til minst en del av den mRNA-kodende sekvensen. I
en foretrukket utferelsesform er subsekvensene 19-25 nukleotider i lengde, mest foretrukket
21-23 nukleotider i lengde. I foretrukne utferelsesformer oppnar dette siRNAet kraftig
nedsetting av PSCA-antigen i celler som uttrykker proteinet og har funksjonelle effekter som
beskrevet nedenfor.

[0595] Det valgte siRNAet (PSCA.Db oligo) ble testet 1 en rekke cellelinjer i
overlevelses/proliferasjons MTS-forsgket (maler celluler metabolsk aktivitet).
Tetrazoliumbasert kolorimetrisk forsek (dvs. MTS) detekterer utelukkende levedyktige celler,
siden levende celler er metabolsk aktive og derfor kan redusere tetrazoliumsalter til fargete
formazanforbindelser; dede celler gjor imidlertid ikke. Videre oppnadde dette PSCA.b oligo
kraftig nedsetting av PSCA-antigen 1 celler som uttrykker proteinet og hadde funksjonelle
effekter som beskrevet nedenfor ved anvendelse av de felgende protokollene.

[0596] Mammalske siRNA-transfeksjoner: Dagen for siRNA-transfeksjon ble de
forskjellige cellelinjer platet i media (RPMI 1640 med 10% FBS m/u antibiotika) ved 2x10°
celler/brenn 1 80 pl (96-brenners plateformat) for overlevelsen/MTS-forsgket. I parallell med
det PSCA-spesifikke siRNA-oligo ble de folgende sekvensene omfattet 1 hvert forsgk som
kontroller: a) Falskt transfekterte celler med Lipofectamin 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA) og
hybridiseringsbuffer (ingen siRNA); b) Luciferase-4-spesifikk siRNA (malrettet sekvens: 5'-
AAGGGACGAAGACGAACACUUCTT-3") (SEKV ID NR:77); og ¢) Eg5-spesifikk siRNA
(malrettet sekvens: 5'-AACTGAAGACCTGAAGACAATAA-3") (SEKV ID NR:78).
SiRNAer ble anvendt ved 10nM og 1pg/ml Lipofectamin 2000 endelig konsentrasjon.

[0597] Fremgangsmaten var som felger: siRNAene ble forst fortynnet i OPTIMEM
(serumfritt transfeksjonsmedia, Invitrogen) ved 0,1uM pM (10-gangers konsentrert) og
innkubert 5-10 min ved RT. Lipofectamin 2000 ble fortynnet til 10 pg/ml (10-gangers
konsentrert) for det totale antallet transfeksjoner og innkubert 5-10 minutter ved
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romtemperatur (RT). Passende mengder av fortynnet 10-gangers konsentrert Lipofectamin
2000 ble blandet 1:1 med fortynnet 10-gangers konsentrert siRNA og innkubert ved RT 1 20-
30” (5-gangers konsentrert transfeksjonslgsning). 20 pl av de 5-gangers konsentrerte
transfeksjonslasningene ble satt til de respektive prevene og innkubert ved 37°C 1 96 timer for
analyse.

[0598] MTS-forsek: MTS-forsgket er en kolorimetrisk fremgangsmate for & bestemme
antallet levedyktig celler i proliferasjons-, cytotoksisitets- eller kjemosensitivitetsforsek basert
pa en tetrazoliumforbindelse [3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-5-(3-karboksymetoksyfenyl)-2-(4-
sulfofenyl)-2H-tetrazolium, inner salt, MTS(b)] og en elektronkoblingsreagens
(fenazinetosulfat, PES). Forsgk ble utferte ved tilsetning av en liten mengde av
lgsningsreagenset direkte til kulturbrenner, innkubering i 1-4 timer og deretter maling av
absorbans ved 490nm med en 96-brenners plateleser. Mengden av farget formazanprodukt
som malt ved mengden av 490nm absorbans er direkte proporsjonal med den mitokondrielle
aktiviteten og/eller antallet levende celler i1 kultur.

[0599] For a adressere funksjonen av PSCA i celler er PSCA gjort stummme ved
transfektering av de endogent uttrykkende PSCA cellelinjene.

[0600] En annen utferelsesform ifelge oppfinnelsen er en fremgangsmate for & analysere
PSCA-relatert celleproliferasjon er méalingen av DNA-syntese som en marker for
proliferasjon. Merkete DNA-forlepere (dvs. 3H-thymidin) blir anvendt og deres
innkorporasjon i DNA blir kvantifisert. Innkorporasjon av den merkete forloperen i DNA er
direkte proporsjonal med mengden av celledeling som forekommer 1 kulturen, En annen
fremgangsmate anvendt for 4 male celleproliferasjon er utgvende klonogeniske forsgk. I disse
forsekene er et definert antall celler platet pa den passende matriksen og antallet kolonier
dannet etter en periode av vekst etter sSiRNA-behandling er talt.

[0601] IPSCA-kreftmalvalidering er komplementerende til
celleoverlevelsen/proliferasjonsanalysen med apoptose og cellecyklusprofilundersekelser
betraktet. Det biokjemiske holdepunktet for den apoptotiske prosessen er genomisk DNA-
fragmentering, en irreversibel hendelse som overgir cellen til & de. En fremgangsmate for &
observere fragmentert DNA 1 celler er den immunologiske deteksjonen av histonkomplekserte
DNA-fragmenter ved et immunoassay (dvs. celledgddeteksjons ELISA) som maler
anrikningen av histonkomplekserte DNA-fragmenter (mono- og oligonukleosomer) i

cytoplasmaet av apoptotiske celler. Dette forsgket krever ikke premerking av cellene og kan
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detektere DNA-nedbrytning i celler som ikke prolifererer in vitro (dvs. friske isolerte
tumorceller).

[0602] De viktigste effektormolekylene for & trigge apoptotisk celleded er kaspaser.
Kaspaser er proteaser som nar aktivert spalter en rekke substrater pa det karboksyterminale
setet av en aspartatresidue, medierer meget tidlige trinn av apoptose ved aktivering. Alle
kaspaser blir syntetisert som proenzymer og aktivering involverer spaltning pa
aspartatresiduer. Spesielt synes kaspase-3 & spille en sentral rolle i innledningen av cellulare
apoptosehendelser. Forsgk for bestemmelse av kaspase-3-aktivering detekterer tidlige
apoptosehendelser. Etter RN Ai-behandlinger barer Western-blott-deteksjon av aktiv kaspase-
3-tilstedevaerelse eller proteolytisk spaltning av produkter (dvs. PARP) funnet 1 apoptotisk
celler videre en aktiv induksjon av apoptose. Fordi de cellulzere mekanismene som resulterer 1
apoptose er komplekse har hver sine fordeler og begrensninger. Betraktning av andre
kriterier/endepunkter slik som celluler morfologi, kromatinkondensering, membran
bleredannelse (“blebbing”), apoptotiske legemer hjelp til & videre stotte celleded som
apoptotisk. Siden ikke alle genmalene som regulerer cellevekst er antiapoptotiske blir DNA-
innholdet av permeabiliserte celler malt for 4 oppna profilen av DNA-innhold eller
cellecyklusprofil. Kjerner av apoptotisk celler inneholder mindre DNA pa grunn av lekkasjen
ut til cytoplasmaet (sub-Gl-populasjon). I tillegg kan anvendelsen av DN A-fargestoffer (dvs.
propidiumjodid) ogsé differensiere mellom de forskjellige fasene av cellecyklusen i
cellepopulasjonen pa grunn av tilstedevarelsen av forskjellig mengder av DNA 1 GO/GI, S og
G2/M. I disse undersekelsene kvantifiseres subpopulasjonene.

[0603] For PSCA-genet letter RN Ai-undersegkelser forstielsen av bidraget til
genproduktet i kreftreaksjonsveier. Slike aktive RNAi-molekyler har anvendelse 1
identifikasjonsforsgk for & screene for MAbs som er aktive antitumorterapeutiske midler.
Videre blir siRNA administrert som terapeutiske midler til kreftpasienter for reduksjon av den
ondartete veksten av mange krefttyper, omfattende de listet opp i tabell 1. Nar PSCA spiller
en rolle 1 celleoverlevelse, celleproliferasjon, tumorigenese eller apoptose blir det anvendt

som et mal for diagnostiske, prognostisek, preventive og/eller terapeutiske formal.

Eksempel 33
Deteksjon av PSCA-protein i kreftpasientprever ved THC

[0604] Ekspresjon av PSCA-protein i tumorprever fra kreftpasienter ble detektert ved
anvendelse av antistoffet HA1-4.117. Formalinfiksert, parafininnstept vev ble kuttet 1 4
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mikron snitt og anbrakt pa glasobjektglass. Snittene ble avvokset, rehydrert og behandlet med
antigengjenervervelseslgsning (Antigen Retrieval Citra Solution; BioGenex, 4600 Norris
Canyon Road, San Ramon, CA, 94583) ved hoy temperatur. Snitt ble deretter innkubert 1
fluoresceinkonjugert humant monoklonalt anti-PSCA-antistoff, Hal-4.117, 1 16 timer ved
4°C. Objektglassene ble vasket tre ganger 1 buffer og videre innkubert med kanin-
antifluorescein 1 1 time og, etter vasking 1 buffer, nedsenket 1 DAKO EnVision+™-
peroksydasekonjugert geit-antikanin immunoglobulin sekundert antistoff (DAKO
Corporation, Carpenteria, CA) 1 30 minutter. Snittene ble deretter vasket 1 buffer, utviklet ved
anvendelse av DAB-kittet (Sigma Chemicals), kontrastfarget ved anvendelse av hematoksylin
og analysert ved brightfield-mikroskopi. Resultatene viser ekspresjon av PSCA 1 tumorcellene
av prostata adenokarsinom (A, B), blere overgangskarsinom (C) og pankreatisk duktal
adenokarsinom (D). Disse resultatene indikerer at PSCA er uttrykt 1 humane kreft og at
antistoffer rettet mot dette antigenet er anvendelige som diagnostiske reagenser (figur 17).

[0605] Disse resultatene indikerer at PSCA er et mal for diagnostiske, prognostiske og
terapeutiske applikasjoner 1 kreft.
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Tabeller
Tabell I: Vev som uttrykker PSCA nar ondartete.
Prostata
Bukspyttkjerte
Bleere
Nyre
Kolon
Lunge
Eggstokk
Bryst
TABELL IIl: Aminosyreforkortelser
ENKELBOKSTAVS TREBOKSTAVS FULLT NAVN
F Phe fenylalanin
L Leu leucin
S Ser serin
Y Tyr tyrosin
C Cys cystein
W Trp tryptofan
P Pro prolin
H His histidin
Q Gin glutamin
R Arg arginin
| lle isoleucin
M Met metionin
T Thr treonin
N Asn asparagin
K Lys lysin
Vv Val valin
A Ala alanin
D Asp asparaginsyre
E Glu glutaminsyre
G Gly glycin
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TABELL lll: Aminosyresubstitusjonsmatriks

Adaptert fra GCG-programvaren 9,0 BLOSUM62-aminosyresubstitusjonsmatriks (blokksubstitusjonsmatriks). Dess heyere
verdien dess mer sannsynlig er en substitusjon funnet relatert til naturlige proteiner. (Se “world wide web” URL
ikp.unibe.ch/manual/blosumé2.html )

A C D E F GH I K L MNP Q R S T V W Y.
4 0-2-1-2 0-2-1-1-1-1-2-1-1-1 1 0 0-3-2A
$9-3-4-2-3-3-1-3-1-1-3-3-3-3-1-1-1-2-2¢
6 2-3-1-1-3-1-49-3 1-1 0-2 0-1-3-4-3D
5-3-2 0-3 1-3-2 0-1 2 O 0-1-2-3-2FE
6-3-1 0o-3 0 0-3-4-3-3-2-2-1 1 3F

6 2-4-2-4-3 0-2-2-2 0-2-3-2-3¢G

8 3-1-3-2 1-2 0 0-1-2-3-2 2H

4-3 2 1-3-3-3-3-2-1 3-3-1T1I

5-2-1 0-1 1 2 0-1-2-3-2K

4 2-3-3-2-2-2-1 1-2-11L

5-2-2 0-1-1-1 1-1-1M

6-2 0 0 1 0-3-4-2N

7-1-2-1-1-2-4-3P

5 1 0-1-2-2-10¢9

5-1-1-3-3-2R

4 1 -2 -3 -28

5 0-2-2T

4 -3 -1V

11 2w

7Y
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TABELL IV:
HLA-klasse l/ll-motiver/supermotiver
TABELL IV (A): HLA-klasse I-supermotiver/motiver
SUPERMOTIV POSISJON POSISJON POSISJON

2 (primeert anker) 3 (primeert anker) C-terminus (primeert anker)
Al TILVMS FWY
A2 LIVMATQ IVMATL
A3 VSMATL/ RK
A24 YFWIVLMT FIYWLM
B7 P VILFMWYA
B27 RHK FYLWMIVA
B44 ED FWYLIMVA
B58 ATS FWYLIVMA
B62 QL/VMP FWYMIVLA
MOTIVER
Al TSM Y
Al DEAS Y
A2.1 LMVQIAT VLIMAT
A3 LMVISATFCGD KYRHFA
A1 VTMLISAGNCDF KRYH
A24 YFWM FLIW
A*3101 MVTALIS RK
A*3301 MVALFIST RK
A*6801 AVTMSLI RK
B*0702 P LMFWYAIV
B*3501 P LMFWY/VA
B51 P LIVFWYAM
B*5301 P IMFWYALV
B*5401 P ATIVLMFWY

Halvfete residuer er foretrukket, kursive residuer er mindre foretrukket: Et peptid er betraktet som motivbeerende hvis det har

primesre ankere pa hver primeere ankerposisjon for et motiv eller supermotiv som spesifisert i tabellen ovenfor.

TABELL IV (B): HLA-klasse ll-supermotiv

1

WFY,V.IL

AVILPCST

AVILCSTMY
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TABELL IV (C): HLAklasse ll-motiver
MOTIVER 1°anker1 2 3 4 5 1° anker 6 7 8§ 9
DR4 foretrukket FMYLIVW M T [ VSTCPALIM MH MH
skadelig W R WDE
DR1 foretrukket MFLIVWY PAMQ VMATSPLIC M AVM
skadelig C CH FD CWD GDE D
DR7 foretrukket MFLIVWY M W A IVMSACTPL M v
skadelig C G GRD N G
DR3 MOTIVER 1°anker1 2 3 1°anker4 5 1° anker 6
Motiv a foretrukket LIVMFY D
Motiv b foretrukket LIVMFAY DNQEST KRH
DR-supermotiv MFLIVWY VMSTACPLI
Kursive residuer indikerer mindre foretrukne eller “tolererte” residuer
TABELL IV (D): HLA-klasse I-supermotiver
POSISJON: 1 2 3 4 5 6 7 8 C-terminus
SUPER-
MOTIVER
Al 1° Anker 1° Anker
TILVMS FWY
A2 1° Anker 1° Anker
LIVMATQ LIVMAT
A3 Foretrukket 1° Anker YFW YFW YFW P 1° Anker
VSMATL/ (455) (35/) (4/5) (455 RK
skadelig DE (3/5); DE
P (5/5) (4/5)
A24 1° Anker 1° Anker
YEWIVLMT FIYWLM
B7 Foretrukket FWY (5/5)  1° Anker FWY FWY  1°Anker
LIvM(@35) P (455) (3/5) VILFMWYA
skadelig DE (3/5); DE G QN DE
P(5/5); (3/5) (4/5) (4/5) (4/5)
G(4/5);
A(35);
QN(3/5)
B27 1° Anker 1° Anker
RHK FYLWMIVA
B44 1° Anker 1° Anker
ED FWYLIMVA
B58 1° Anker 1° Anker
ATS FWYLIVMA
B62 1° Anker 1° Anker
QL/VMP FWYMIVLA

Kursive residuer indikerer mindre foretrukne eller “tolererte” residuer
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TABELL IV (E): HLA-klasse |-motiver
POSISJON 1 2 3 4 5 6 7 8 9 C-
terminus
eller
C-terminus
A1 foretrukket GFYW  1°Anker DEA YFW P DEQN YFW 1°Anker
9-mer STM Y
skadelig DE RHKLIVMP A G A
A1 foretrukket GRHK  ASTCLIVM 1°Anker GSTC ASTC LIVWM DE  1°Anker
9-mer DEAS Y
skadelig A RHKDEPYFW DE PQN RHK PG GP
A1  foretrukket YFW 1°Anker DEAQGN A YFWQN PASTC GDE P 1° Anker
10- STM Y
mer
skadelig GP RHKGLIVM DE RHK  QNA RHKYFWRHK A
A1  foretrukket YFW STCLIVM 1°Anker A YFW PG G YFW 1°Anker
10- DEAS Y
mer
skadelig RHK RHKDEPYFW P G PRHK QN
A21 foretrukket YFW 1°Anker YFW STC YFW A P 1° Anker
9-mer LMIVQAT VLIMAT
skadelig DEP DERKH RKH DERKH
A21 foretrukket AYFW  1°Anker LVIM G G FYWL 1°Anker
10- LMIVQAT VIM VLIMAT
mer
skadelig DEP DE RKHA P RKH DERK RKH
H
A3 foretrukket RHK 1°Anker YFW PRHKYF A YFW P 1° Anker
LMVISATFCGD W KYRHFA
skadelig DEP DE
A11 foretrukket A 1°Anker YFW YFW A YFW YFW P 1° Anker
VTLMISAGNCD KRYH
F
skadelig  DEP A G
A24 foretrukket YFWRHK 1°Anker STC YFW YFW 1°Anker
9-mer YFWM FLIW
skadelig DEG DE G QNP DERH G AQN
K
A24 foretrukket 1°Anker P YFWP P 1°Anker
10- YFWM FLIW
mer
skadelig GDE QN RHK DE A QN DEA
A3101foretrukket RHK 1°Anker YFW P YFW YFW AP 1° Anker
MVTALIS RK
skadelig DEP DE ADE DE DE DE
A3301foretrukket 1°Anker YFW AYFW 1° Anker
MVALF/ST RK
skadelig GP DE
ABB01foretrukket YFWSTC 1°Anker YFWLIV YFW P 1° Anker
AVTMSLI M RK
skadelig GP DEG RHK A
BO702foretrukket RHKFWY 1°Anker RHK RHK RHK RHK PA  1°Anker
P LMFWYA/
'
skadelig DEQNP DEP DE DE GDE QN DE
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POSISJON 1 2 3 4 5 6 7 8 9 C-
terminus
eller
C-terminus
B3501foretrukket FWYLIVM 1°Anker FWY FWY 1° Anker
P LMFWYIV
A
skadelig AGP G G
B51 foretrukket LIVMFWY 1°Anker FWY STC FWY G FWY  1°Anker
P LIVFWYA
M
skadelig AGPDER DE G DEQN GDE
HKSTC
B5301foretrukket LIVMFWY 1°Anker Fwy STC FWY LIVMFW FWY  1°Anker
P Y IMFWYAL
'
skadelig AGPQN G RHKQN DE
B5401foretrukket FWY 1°Anker FWYLIVM LIVM ALIVM  FWYA 1°Anker
P P ATIVLMF
wy
skadelig GPQNDE GDESTC RHKDE DE QNDGE DE




TABELL IV (F):

Oppsummering av HLA-supertyper
Totalt fenotypiske frekvenser av HLA-supertyper i forskjellige etniske populasjoner

Spesifisitet Fenotypisk frekvens
Supertype  Posision2  C-Terminus  Kaukasisk N.A-  Japansk Kinesisk  Hispanisk  Gjennomsnitt
sort
B7 P AILMVFWY 432 55,1 57,1 430 493 495
A3 AILMVST RK 375 421 458 52,7 43,1 442
A2 AILMVT AILMVT 458 39,0 424 459 430 422
A24 YF FI(YWLM) 239 38,9 58,6 40,1 383 40,0
(WIVLMT)
B44 E (D) FWYLIMVA 430 21,2 429 39,1 39,0 37,0
At TI(LVMS)  FWY 47,1 16,1 218 147 26,3 252
B27 RHK FYL(WMI) 284 26,1 13,3 13,9 353 234
B62 QL(IVMP)  FWY (MIV) 126 48 36,5 25,4 11 18,1
B58 ATS FWY (LIV) 10,0 25,1 16 9,0 59 10,3
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TABELL IV (G):

Beregnet populasjonsdekning tilveiebrakt ved forskjellige HLA-supertypekombinasjoner

HLA-supertyper
Kaukasisk
83,0

A2, A3 og B7 99,5

A2, A3, B7, 99,9

A24, B44 og A1

A2, A3, B7,

A24, B44, A1,

B27,B620g B

58

Fenotypisk frekvens
N.A-sorte Japansk
86,1 87,5
98,1 100,0
99,6 100,0

Kinesisk Hispanisk  Gjennomsnitt

88,4 86,3 86,2
99,5 99,4 99,3
99,8 99,9 99,8

Motiver indikerer de residuedefinerte supertypespesifisitetene. Motivene inkorporerer residuer bestemt pa basisen av
publiserte data for @ bli gjennkjent av multiple alleler i supertypen. Residuer med i parantes er tilleggsresiduer ogsa
forutsatt & bli tolerert av multiple alleler i supertypen.

Tabell V: Frekvent forekommende motiver
Navn Ei:r?tltzt’ Beskrivelse Potensiell funksjon
Nukleinsyrebindende protein fungerer
om transkripsjonsfaktor,
Zf-C2H2 34% Sinkfinger, C2H2 type jernelokalisajon sannsynlig
Cytokrom b(N- membranbundet oksydase, generere
cytokrom_b N B8% fterminal)/b6/petB lsuperoksyd
domener er ett hundre aminosyrer langt
g inneholder en konservert
llg 19% Immunoglobulindomene  ntradomenedisulfidbinding
fandemrepetisjoner pa omtrent 40
Fesiduer, hver inneholdende et Trp-Asp-
WD-domene, G-beta- motiv. Fungerer i signaloverfaring og
jWD40 18% repeterende element roteininteraksjon
an fungere i malrettede signalmolekyler
PDZ 23% PDZ-domene il submembranseter
LRR 28% Leucinrikt repeterende orte sekvensmotiver involvert i protein-
element roteininteraksjoner
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onservert katalytisk kjerne vanlig i bade
erinfthreonin- og tyrosinproteinkinaser
nneholdende et ATP-bindingssete og et
Pkinase 23% Proteinkinasedomene atalytisk sete
lekstrinhomologi involvert i intracellulzer,
ignallering eller som konstituenter av
PH 16% PH-domene cytoskielletet
30-40 aminosyre lang funnet i det
ekstracelluleere domenet av
membranbundne proteiner eller i utskilte
EGF 34% EGF-lignende domene roteiner
Revers transkriptase
(RNA-avhengig DNA-
Rvt 49% polymerase)
Cytoplasmatisk protein, assosierte
Integrerte membranproteiner til
Ank 25% Ank-repeterende element feytoskjelletet
INADH-
Ubikinon/plastokinon membranassosiert. Involvert i
(kompleks 1), forskijellige  protontranslokasjon tvers over
Oksydored_q(1 32% kieder membranen
kalsium-bindingsdomene, bestar av en
12 residues sleyfe flankert pa begge
kider ved en 12 residues alfa-helikal
Efhand 24% EF-hand domene
Aspartyl- eller —syreproteaser, sentrert
Rvp 79% Retroviral aspartylproteasepa en katalytisk aspartylresidue
ekstracelluleere strukturelle proteiner
nvolvert i dannelse av bindevev.
Kollagen ekvensen bestar av G-X-Y- og
trippelheliksrepeterende  ppolypeptidkjedene som danner en
Kollagen 42% element (20 kopier) rippelheliks.
Lokalisert i den ekstracellulzere
igandbindingsregionen til reseptorer og
r omtrent 200 aminosyreresiduer lang
Fibronektin type Il ed to par av cysteiner involvert i
Fn3 20% domene isulfidbindinger
yv hydrofobiske
ransmembranregioner, med N-
erminiusen lokalisert ekstracellulzert
7-transmembranreseptor jmens C-terminusen er cytoplasmisk.
7tm_1 19% (rhodopsinfamilie) ignal via G-proteiner

Tabell VI: Eksongrenser for transkript PSCA-v.1

Eksonantall Start Slutt Lengde
1 10 69 60
2 70 177 108
3 178 985 808
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Tabell Vil: MFl-verdier til hvert av datapunkter anvendt til affinitetsberegning.

40 869,3 777,06 795,24 661,66
20 875,19 835,94 816,34 824,07
10 856,28 847,83 777,85 842,72
5 866,94 817,45 758,15 818,83
25 835,47 769,79 742,45 783,5
1,25 813,12 782,84 806,2 792,44
0,625 766,52 689,3 683,64 666,28
03125 588,3 541,25 549,03 499,22
0,15625 389,95 354,24 366,82 355,83
0,07813 234,85 230,37 225,82 211,77
0,03906 138,05 132,14 134,25 134,07
0,01953 84,35 78,49 77,62 80,14
0,00977 4813 48,38 50,93 46,87
0,00488 33,49 30,58 30,71 30,04
0,00244 21,77 20,33 18,14 20,44
0,00122 14,45 13,59 13,82 13,11
0,00061 11,07 10,14 9,52 10,35
0,00031 8,61 83 8,57 9,09
0,00015 7,45 717 7,28 7,85
0,00008 6,91 6,73 7,32 7,86
0,00004 6,94 6,41 6,81 6,51

Tabell VilI: Affinitetsberegnet ved anvendelse av Graphpad Prisme-programvare: sigmoidal doserespons (variabel
stignings)-ligning.

Kd-verdier

896,6 8439 8164 8203
0,1784 01849 01678 | 01839

10,83 10,92 12,63 20,12
0,01152 0,01275 | 0,01397 [ 0,02405

873,9til 821,0til | 790,0til [ 7782til
9183 866,7 8429 8624
0,1543til | 0,1583til | 0,1386til | 0,1336til
0,2025 02116 [ 0,197 0,2343
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Tabell IX: FACS-basert affinitet pa fullstendige humane PSCA-MAbs

FACS-Based Affinity

Sample ID Kd (nM)
Ha1-4.37 0.23
Ha1-4.121 0.26
Ha1-5.99.1 0.28
Ha1-4.117 0.32
Ha1-4.120 0.41
Ha1-4.5 1.00
Ha1-1.16.1 6.91

Tabell X: Antistoffer som kryssreagerer med ape-PSCA og/eller muse-PSCA.

Hybridom ID

H1-1.10
Ha1-1.16
Ha1-1.78
Ha1-1.41

Ha1-4.5
Ha1-4.37
Ha1-4.117
Ha1-4.120
Ha1-4.121
Ha1-5.99

Kryssreagerer med ape-

PSCA

+ + + + + + + ++

Kryssreagerer med muse-
PSCA
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Tabell XI: PSCA: Epitopgruppering ved FACS-analyse.

Legende:

egenkonkurranse (100%), bkgr-kontroll for hvert biotinylerte antistoff
100% konkurranse

| sterk konkurranse

| ingen til svak konkurranse

Ssss



<110>

<120>

<130>

<140>
<1l41>

<150>
<151>

<150>
<151>

<150>
<151>

<150>
<151>

<150>
<151>

<150>
<151>

<le0>

<170>

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

<220>
<221>
<222>

<221>
<222>
<223>

<400>
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FastSEQ for Windows Version 4.0
1

990

DNA
Homo sapiens

CDs
(18)...(389)
misc_feature

543
n=a, t, ¢, or g

1

agggagaggc agtgacc atg aag gct gtg ctg ctt gcc ctg ttg atg gca

Met Lys Ala Val Leu Leu Ala Leu Leu Met Ala
1 5 10

ggc ttg gcc ctg cag cca ggc act gcc ctg ctg tge tac tcc tge aaa
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Gly Leu Ala

gcc
Ala

cag
Gln

gtg
Val
30

ctg
Leu

gg99
Gly

gag
Glu

atc
Ile

acc
Thr
60

gtc
Val

tac
Tyr

tac
Tyr

gac
Asp

aac
Asn

tgc
Cys

gcc

ctc
Leu
110

ctg
Leu

gcg
Ala

tag

ttgtgccact
cctaacgcaa
tgggcectttt
gatggcccct
cctgtgttca
agccaggttt
cagtaaaggc
cctgggagtt

gtggggctcce
aagccaaaaa

<210> 2

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

<400> 2
Met Lys
1
Pro

Ala

Gly Thr

Glu Asp Cys
Thr
50

Cys

Trp Ala

Gly Ser

65

Lys Lys Asn

Ala His Ala

Leu Gln

15

aac
Asn

agc
Ser

ga
Gl

tgc
Cys

cag
Gln

agc
Ser

aaa

Lys Gl

gtg aa

Val

ggc
Gly

agc
Ser
95

999
Gly

gc
Al

ct
Le

cect
Pro

gca
Ala

cctcacagaa
gtttgaccat
ccaggattcc
ccaacccttt
ggcacttctt
ggtcegtggt
tgagatgaag
tccagagatg
cgaatggcag
a

sapiens

Val Leu Le

Ala
20
Leu

Leu Le

Gln Va

Arg Ile

Leu Asn

Ile Thr
85

Leu Gln

Pro

tgg
Trp

ggc

Lys

Arg
Cys
Cys

Pro

Gly Thr

tgc
Cys

g gac
u Asp

acc
Thr
50

gcg
Ala

tgc
y Cys

agc
Ser

aac
Asn

g aag
Lys

c cat
a His

gcc

ctg
Leu
115

c ggc
u Gly

cctggceccag
gtatgtttgce
cacccggcag
ctgttgectgt
ccececcaggaa
gtccceegea
tggactgagt
gggcctggag
cctgagcaca

u Ala Leu

u Cys Tyr

1l Glu Asn
40
Ala Val
55
Val Asp

Cys Asp

Ala Ala

Ala

Arg

Asp

Ala

191

Leu Leu

20

ctg
Leu

gtg
Val

cag
Gln

atc
Ile

cge cge

Arg

ttg
Leu

aac
Asn

tgc
Cys

atc
Ile

tgc
Cys

acg
Thr
85

ctg
Leu
100

cag
Gln

ccg
Pro

ctc
Leu

ctg
Leu

tgg
Trp

gctctggggg gccccgcectge agcccacact gggtgtggtg

tgggagcctg
acccctttte
atcagtttta
ttccatggcece
gccttecectg
cccagcaggg
agaactggag
gcectggagga
gcgtaggccce

Met Ala
10

Cys

Leu

Ser
25
Cys

Lys

Thr Gln

Gly Leu Leu
Gln
75

Leu

Ser
Thr Asp
90

Ile Leu

Ser
25

Cys Tyr

aac
Asn
40

tgc
Cys

gag
Glu

gtt
Val

gca
Ala
55

ggc
Gly

gat
Asp

gtg
Val

gac
Asp

tgt
Cys

acc
Thr

gac
Asp

gct
Ala

gcc
Ala

gcc
Ala
105

cce
Pro
120

gga
Gly

ggc
Gly

cceccagg

tcctggttce
cccnaaccct
gtgacacaga
cagcattttc
cccacccceat
gacaggcaat
gacaagagtt
aggggccagg
ttaataaaca

Gly Leu Ala

Ala Gln Val
30
Leu Gly Glu
Thr
60

Asp

Val Ile

Tyr Tyr

Cys Asn Ala

Ala Leu Leu

Cys Lys

acc
Thr

cag
Gln

ctc
Leu

ctg
Leu

tca
Ser

cag
Gln
75

ttg
Leu

gac
Asp

ctt
Leu

atc
Ile

cta
Leu

cag
Gln

cect

tgaggcacat
gaccttccca
tccgectgea
cacccttaac
ttatgaattg
caggagggcc
gacgtgagtt
cctcacattt
cctgttggat

Leu Gln
15
Ser Asn

Gln Cys

Ser Lys

Val Gly

Ser
95
Pro

Gly

Ala

146

194

242

290

338

386

439

499
559
619
679
739
799
859
919
979
990
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100

192

105

Leu Gly Leu Leu Leu Trp Gly Pro Gly Gln Leu

115

<210> 3

<211> 1020
<212> DNA
<213> Homo

<220>
<221>
<222>

CDS
(56) .

<400> 3

sapiens

.. (427)

120

tttgaggcca tataaagtca cctgaggccc tctccaccac

aag
Lys

gct
Ala

gtg
Val

act
Thr

ggc
Gly

gcc
20

gac
Asp

tgc
Cys
35

ctg
Leu

acc
Thr
50

gcg
Ala

cgc
Arg

tgc
Cys

agc
Ser

ttg
Leu

atc
Ile

aag
Lys

aac
Asn

cat
His

gcc
Ala

ctg
Leu
100

ctg
Leu
115

ctg
Leu

ggc
Gly

agcccacact
gggagcctgt
cccetgteee
gctctattga
atggcccagce
tccectgcecca

gcaggggaca
ctggaggaca

ggaggaaggyg
taggccctta

ctt
Leu

ctg
Leu

ctg
Leu

ctg
Leu

cag
Gln

gtg
Val

atc
Ile

cgc
Arg

aac
Asn

tgc
Cys
70

acg
Thr
85

tgc
Cys

cag
Gln

ccg
Pro

ctc
Leu

tgg
Trp

gggtgtggtyg
cctggttcct
ccaccctgac
cacagatccg
attctccacc
ccccatctat
ggcactcagg
ggagtcgacg
gccaggeccte
ataaacacct

gcc
Ala

tgc
Cys

gag
Glu

gca
Ala
55

gtg
Val

tgt
Cys

gct
Ala

gga
Gly

ctg
Leu

ttg
Leu

tcc
Ser
25

tac
Tyr

aac
Asn
40

tgc
Cys

gtt
Val

ggc
Gly

gat
Asp

gac
Asp

gac
Asp

acc
Thr

gcc
Ala

gcc
Ala
105

cce
Pro
120

ggc
Gly

cccecaggect
gaggcacatc
cctccecatgg
cctgcagatg
cttaaccctg
gacttgagcc
agggcceggt
tgagttcectg
acattcgtgg
gttggataag

atg
Met
10

gca
Ala

ggc
Gly

tgc
Cys

aaa
Lys

gcc
Ala

acc
Thr

ctg
Leu

cag
Gln

ctc
Leu

ctg
Leu

acc
Thr
60

tca
Ser

cag
Gln
75

gac
Asp

gac
Asp
90

ttg
Leu

tgc
Cys

ctt
Leu

atc
Ile

gcg
Ala

cta tag
Leu *

cag
Gln

ctgtgccact
ctaacgcaag
ccctctecag
gccecctecaa
tgctcaggca
aggtctggtce
aaaggctgag
ggagtctcca
ggctccectga
cca

110

agcccaccag

ttg gcc
Leu Ala

ctg
Leu
15

gtg
Val
30

cag
Gln

agc
Ser

999
Gly
45

gag
Glu

cag
Gln

atc
Ile

gtc
Val

agc
Ser

tac
Tyr

tac
Tyr

gtg
Val

aac
Asn

gcc
Ala

agc
Ser
95

cect
Pro

ctc
Leu
110

ctg
Leu

gctctggggg

cctcacacac
tctgaccatg
gactcccacc
ccctetetge
cctcttecee
cgtggtgtcc
atgaagtgga
gagatggggc
atggcagcct

tgacc atg
Met
1

cag cca
Gln Pro

aac
Asn

gag
Glu

tgc
Cys

tgg
Trp

aaa
Lys

ggc
Gly
65

ggc
Gly
80

aag
Lys

999
Gly

gcc
Ala

ctc
Leu

gca
Ala

gcceccgetge

ccggcccagt
tatgtctgeg
cggcagatcg
tgctgtttce
caggaagcct
ccecgecacccea
ctgagtagaa
ctggaggcct
cagcacagcg

106

154

202

250

298

346

394

447

507
567
627
687
747
807
867
927
987
1020

338744



193
<210> 4
<211> 123
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 4
Met Lys Ala Val Leu Leu Ala Leu Leu Met Ala Gly Leu Ala Leu Gln
1 5 10 15
Pro Gly Thr Ala Leu Leu Cys Tyr Ser Cys Lys Ala Gln Val Ser Asn
20 25 30
Glu Asp Cys Leu Gln Val Glu Asn Cys Thr Gln Leu Gly Glu Gln Cys
35 40 45
Trp Thr Ala Arg Ile Arg Ala Val Gly Leu Leu Thr Val Ile Ser Lys
50 55 60
Gly Cys Ser Leu Asn Cys Val Asp Asp Ser Gln Asp Tyr Tyr Val Gly
65 70 75 80
Lys Lys Asn Ile Thr Cys Cys Asp Thr Asp Leu Cys Asn Ala Ser Gly
85 90 95
Ala His Ala Leu Gln Pro Ala Ala Ala Ile Leu Ala Leu Leu Pro Ala
100 105 110
Leu Gly Leu Leu Leu Trp Gly Pro Gly Gln Leu
115 120
<210> 5
<211> 888
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<220>
<221> CDS
<222> (423)...(707)
<400> 5
tttgaggcca tataaagtca cctgaggccc tctccaccac agcccaccag tgaccatgaa
ggctgtgctg cttgccectgt tgatggcagg cttggccctg cagccaggca ctgccctget
gtgctactcec tgcaaagccc aggcgcagtt ggcctcctga ccgtcatcag caaaggetge
agcttgaact gcgtggatga ctcacaggac tactacgtgg gcaagaagaa catcacgtgc
tgtgacaccg acttgtgcac tcggcctgct gctctgggga cccggccagce tataggetct
ggggggcccce gctgcagccce acactgggtg tggtgcccca ggcecctcectgtg ccactcectca
cacacccggce ccagtgggag cctgtcctgg ttcctgaggcec acatcctaac gcaagtctga
cc atg tat gtc tgc gcec cct gtec ccc cac cct gac cct ccc atg gce
Met Tyr Val Cys Ala Pro Val Pro His Pro Asp Pro Pro Met Ala
1 5 10 15
ctc tcc agg act ccc acc cgg cag atc ggc tct att gac aca gat ccg
Leu Ser Arg Thr Pro Thr Arg Gln Ile Gly Ser Ile Asp Thr Asp Pro
20 25 30
cct gca gat ggc ccc tcc aac cct cte tge tgce tgt ttc cat gge cca
Pro Ala Asp Gly Pro Ser Asn Pro Leu Cys Cys Cys Phe His Gly Pro
35 40 45
gca ttc tcc acc ctt aac cct gtg ctc agg cac ctc ttc ccc cag gaa
Ala Phe Ser Thr Leu Asn Pro Val Leu Arg His Leu Phe Pro Gln Glu
50 55 60
gcc ttc cct gcec cac ccc atc tat gac ttg agec cag gtc tgg tcc gtg
Ala Phe Pro Ala His Pro Ile Tyr Asp Leu Ser Gln Val Trp Ser Val
65 70 75

60

120
180
240
300
360
420
467

515

563

611

659

338744



194

gtg tcc ccc gca ccec agc agg gga cag gca ctc
Val Ser Pro Ala Pro Ser Arg Gly Gln Ala Leu

80

aggctgagat
agtctccaga
ctccectgaat
a

<210> 6
<211> 94
<212> PRT
<213> Homo

<400> 6
Met Tyr Val

Ser Arg Thr

Ala Asp Gly

35

Phe Ser Thr
50

Phe Pro

65

Ser

Ala

Pro Ala

<210> 7

<211> 1174
<212> DNA
<213> Homo

<220>
<221>
<222>

CDS
(424)

<400> 7

gacagtgaac
cccagggttt
agggcagtge
acttagctgg
tttgaactgg
gcaacgagga
cgcgcatceg

8

5

90

gaagtggact gagtagaact ggaggacagg
gatggggcct ggaggcctgg aggaagggge
ggcagcctca gcacagcgta ggcccttaat

sapiens

Cys Ala

Pro Thr
20
Pro

Ser As

Leu Asn

I1
70

His Pro

Ser
85

Pro

sapiens

...(993)

cctgcgetga
cgtgccgatce
tgccttecgg
ggtccaatcc
gtgcgactta
ctgcctgcag
cgcagttggce

Pro

Arg

Pro

Arg

Val Pro

Gln Ile

Leu
40
Leu

n Pro

Val
55
e Tyr Asp

Gly Gln

aggcgttggg
agcccaggac
tcaccaggac
atacccaatt
agcactgccc
gtggagaact
ctcctgaccg

Pro
10
Ser

His Asp

Gly Ile
25
Cys

Cys Cys

Arg His Leu
Gln
75

Arg

Leu Ser

Ala Leu
90

gctcctgcag
ggtcttecceg
cagtgctcag
tagatgattc
tgctgtgcta
gcacccagct
tcatcagcaa

tgg atg act cac agg act act acg tgg gca aga

Met Thr
1

aca
Thr

gtg
Val

ccg
Pro

ctg
Leu

ccg
Pro

cca
Pro

gac
Asp

ccg
Pro

gcc

His Arg
5

act
Thr

tgt
Cys
20

gc
Al

tce
Ser
35

ttg
Leu

cg
Ar

tat
Tyr

agc
Ser

ag
Ar

cca
Pro

a acg
a Thr

tcc
Ser

c tgc
g Cys

g ctc
g Leu

tgg
Trp

Thr Thr Thr Trp Ala Arg

10

cce
Pro

gcg
Ala

999
Gly

ctg
Leu
40

cac
His

tcg
Ser

999
Gly

gcc
Ala

ccg
Pro

agg agg gcc
Arg Arg Ala

agtcgacgtg
caggcctcac
aaacacctgt

Pro Pro Met

Asp Thr Asp

30

Phe His Gly
45

Phe Pro

60

Val

Gln

Trp Ser

Arg Ala Arg

ttctggggca
gtgcagtttc
cccgectget
agacgatggg
ctcectgcaaa
gggggagcag
aggctgcagce
aga aca tca
Arg Thr Ser

atg
Met

cce
Pro

tgc
Cys

tgc
Cys

tgc
Cys
45

gcc
Ala

ctg
Leu

cce
Pro

cag
Gln

cgg taa
Arg *

agttcctggg

attcgtgggg
tggataagcc

Ala
15
Pro

Leu
Pro

Pro Ala

Glu Ala

Val Vval
80

gccacaggcg
tgatgcgggg
tgacccecctt
atttgaaact
gcccaggtga
tgctggaccg
ttgaactgcg
cgt gct
Arg Ala
15

agc
Ser
30

c€gg
Arg

tect
Ser

999
Gly

aca
Thr

ctg
Leu

707

767
827
887
888

60

120
180
240
300
360
420
468

516

564

612

338744



ggt
Gly

tgg
Trp
80

atg
Met

tce
Ser

gca
Ala

ttc
Phe

ttc
Phe
160

tce
Ser

gtg
Val
65

gag
Glu

tat
Tyr

agg
Arg

gat
Asp

tce
Ser
145

cct
Pro

cce
Pro

50

gtg
Val

cct
Pro

gtc
Val

act
Thr

ggc
Gly
130

acc
Thr

aggctgagat
agtctccaga
ctccectgaat

a

<210> 8

<211>
<212>
<213>

<400> 8

Met
Thr
Pro
Pro
Val
65

Glu
Tyr

Arg

Thr

Pro

Pro

Ala

50

Val

Pro

Val

Thr

189
PRT
Homo

His
Thr
Ser
35

Ser
Pro
Val
Cys

Pro
115

cce
Pro

gtc
Val

tgc
Cys

cce
Pro
115

cce
Pro

ctt
Leu

cac
His

cce
Pro

cag
Gln

ctg
Leu

gcc
Ala
100

acc
Thr

tce
Ser

aac
Asn

cce
Pro

agc
Ser
180

gcc
Ala

gtt
Val
85

cect
Pro

c€gg
Arg

aac
Asn

cect
Pro

atc
Ile
165

agg
Arg

tect
Ser
70

cect
Pro

gtc
Val

cag
Gln

cect
Pro

gtg
Val
150

tat
Tyr

gga
Gly

55

gtg
Val

gag
Glu

cce
Pro

atc
Ile

ctc
Leu
135

ctc
Leu

gac
Asp

cag
Gln

cca
Pro

gca
Ala

cac
His

ggc
Gly
120

tgc
Cys

agg
Arg

ttg
Leu

gca
Ala

195

ctc
Leu

cat
His

cect
Pro
105

tect
Ser

tgc
Cys

cac
His

agc
Ser

ctc
Leu
185

ctc
Leu

cect
Pro
90

gac
Asp

att
Ile

tgt
Cys

ctc
Leu

cag
Gln
170

agg
Arg

gaagtggact gagtagaact ggaggacagg
gatggggcct ggaggcctgg aggaagggge
ggcagcctca gcacagcgta ggcccttaat

sapiens

Arg
Cys
20

Leu
Tyr
Gln
Leu
Ala

100
Thr

Thr
Ala
Arg
Arg
Ala
Val
85

Pro

Arg

Thr
Thr
Cys
Leu
Ser
70

Pro

Val

Gln

Thr
Pro
Ser
Trp
55

Val
Glu

Pro

Ile

Trp
Ala
Leu
40

Gly
Pro
Ala
His

Gly
120

Ala
Gly
25

His
Ala
Leu
His
Pro

105
Ser

Arg
10

Pro
Ser
Pro
Leu
Pro
90

Asp

Ile

Arg
Met
Ala
Leu
Thr
75

Asn

Pro

Asp

aca
Thr
75

aac
Asn

cect
Pro

gac
Asp

ttc
Phe

ttc
Phe
155

gtc
Val

agg
Arg

agtcgacgtg agttcctggg
caggcctcac attcgtgggg
aaacacctgt tggataagcc

Thr
Pro
Cys
Gln
60

His
Ala

Pro

Thr

60
cac

His

gca
Ala

cce
Pro

aca
Thr

cat
His
140

cce
Pro

tgg
Trp

gcc
Ala

Ser
Cys
Cys
45

Pro
Pro
Ser

Met

Asp
125

ccg
Pro

agt
Ser

atg
Met

gat
Asp
125

ggc
Gly

cag
Gln

tce
Ser

c€gg
Arg

Arg
Ser
30

Ser
Thr
Ala
Leu
Ala

110
Pro

gcc
Ala

ctg
Leu

gcc
Ala
110
ccg
Pro

cca
Pro

gaa
Glu

gtg
Val

taa
*

Ala
15

Arg
Gly
Leu
Gln
Thr
95

Leu

Pro

cag
Gln

acc
Thr

95
ctc
Leu

cect
Pro

gca
Ala

gcc
Ala

gtg
Val
175

Val
Leu
Asp
Gly
Trp
80

Met

Ser

Ala

660

708

756

804

852

900

948

993

1053
1113
1173
1174

338744



Asp Gly Pro
130

Ser Thr Leu
145
Pro

Ala His

Pro Ala Pro

<210> 9

<211> 1660
<212> DNA
<213> Homo

<220>
<221>
<222>

CDS
(910)

<400> 9

gacagtgaac
cccagggttt
agggcagtge
acttagctgg
tttgaactgg
gcaacgagga
cgcgcatceg
taatctttct
cgtccegcecac
atctgccact
tctgtecccte
gtggtccatc
gcactgcttg
caggaggagg
cccgetgete
actgcgtgg a

Ser Asn

Asn Pro

Pro Leu Cys

135

Val Leu Arg

150

Ile
165
Ser Arg
180

Pro

sapiens

... (1479)

cctgcgetga
cgtgccgatce
tgccttecgg
ggtccaatcc
gtgcgactta
ctgcctgcag
tgagtggggg
ggccatctgt
ctgcacccce
cctccactca
cccatcecctg
tgcctecggac
caatcctgag
cctggggcag
cccaggcgcea
tg act cac

Met Thr His

gct
Ala
15

aca
Thr

gtg
Val

ctg
Leu

c€gg
Arg

ccg
Pro

999
Gly

gac
Asp

ccg
Pro

ctg
Leu

gtg
Val
65

ggt
Gly

cag
Gln

tgg
Trp

gag
Glu

tat
Tyr

acc
Thr

atg
Met

1

act
Thr

ccg
Pro

tce
Ser
35

cca
Pro

gcc
Ala
50

agc
Ser

cce
Pro

gtg
Val

cect
Pro

gtc
Val

gtc
Val

tgc
Cys

tgt
Cys
20

ttg

Leu

tat
Tyr

cag
Gln

ctg
Leu

gcc
Ala

Tyr Asp Leu

Gly Gln Ala

aggcgttggg
agcccaggac
tcaccaggac
atacccaatt
agcactgccc
gtggagaact
gacgacagcc
ccgcatectgt
aacaatcacc
tctgtcectce
agctcactta
atctggatag
gccagcccag

gtcaggcagg
gttggcctcce

196

Cys Cys Phe

His Leu Phe
155
Ser Gln Val
170
Leu Arg Arg
185

gctcctgcag
ggtcttecceg
cagtgctcag
tagatgattc
tgctgtgcta
gcacccagct
gccaggccta
gtgctgtttt
cagcatctgt
cccatcctcce
ctcactcacc
ggctgagacc
ggggactcta
tgagcacaca
tgaccgtcat

His Gly Pro
140
Pro Gln Glu

Trp Ser Val

Ala Arg

ttctggggca
gtgcagtttc
cccgectget
agacgatggg
ctcectgcaaa
gggggagcag
ggtctctgcce
ccttccacct
cccteccagcece
atcttccact
ccatttctga
agggccgaga
gagcattagg
gggcagcccce
cagcaaaggc

Ala Phe
Ala Phe
160
Val Ser

175

gccacaggcg
tgatgcgggg
tgacccecctt
atttgaaact
gcccaggtga
tgctggaccg
actgaactat
gtcccecgace
atcctcectcc
cctccaccca
cgctcagcgg
ccaggcccte
cagggtggga
atcccecggat
tgcagcttga

agg act act acg tgg gca aga aga aca tca cgt
Arg Thr Thr Thr Trp Ala Arg Arg Thr Ser Arg

5

gca
Ala

acg
Thr

tgc
Cys

cgc
Arg

ctc
Leu

agg
Arg

tct
Ser
70

gcc
Ala

cct
Pro

gtt
Val
85

cect
Pro

gtc
Val

cca
Pro

gcg
Ala

999
Gly
25

tce
Ser

ctg
Leu
40

cac
His

tgg
Trp

999
Gly

gcc
Ala

ctc
Leu

cca
Pro

gtg
Val

cat
His

gag
Glu

gca
Ala

cect
Pro

cce
Pro

cac
His

10

ccc atg ccc
Pro Met Pro

tcg
Ser

tgc
Cys

gcc
Ala

ctg
Leu

ccg
Pro

cag
Gln
60

ctc
Leu

aca
Thr
75

cac
His

cect
Pro
90

aac
Asn

gca
Ala

cect
Pro

gac
Asp

cce
Pro

tgc
Cys

agc
Ser
30

tect
Ser

tgc
Cys
45

cce
Pro

aca
Thr

ccg
Pro

gcc
Ala

agt
Ser

ctg
Leu

atg
Met

gcc
Ala

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
951

999

1047

1095

1143

1191

1239

338744



95

ctc tcc agg
Leu Ser Arg

cct gca gat
Pro Ala Asp

gca ttc tcc
Ala Phe Ser

145

gcc ttc cct
Ala Phe Pro
160

gtg tcc ccc
Val Ser Pro

175

aggctgagat
agtctccaga
ctccectgaat

a

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

<400>

10
189
PRT
Homo

10

Met Thr His

Thr Pro Thr

Pro Pro Ser

35

Pro Ala Ser

50

Val Val Pro

65

Glu Pro Val

Tyr Val Cys

Arg Thr Pro

115

Asp Gly Pro
130
Ser Thr Leu

145

Pro Ala His

Pro Ala Pro

<210>

11

act
Thr

ggc
Gly
130

acc
Thr

gcc
Ala

gca
Ala

cce
Pro
115

cce
Pro

ctt
Leu

cac
His

cce
Pro

100

acc
Thr

tce
Ser

aac
Asn

cce
Pro

agc
Ser
180

c€gg
Arg

aac
Asn

cect
Pro

atc
Ile
165

agg
Arg

cag
Gln

cct
Pro

gtg
Val
150

tat

Tyr

gga
Gly

atc
Ile

ctc
Leu
135

ctc
Leu

gac
Asp

cag
Gln

197

ggc
Gly
120

tgc
Cys

agg
Arg

ttg
Leu

gca
Ala

105

tect
Ser

tgc
Cys

cac
His

agc
Ser

ctc
Leu
185

gaagtggact gagtagaact ggaggacagg
gatggggcct ggaggcctgg aggaagggge
ggcagcctca gcacagcgta ggcccttaat

sapiens

Arg
Cys
20

Leu
Tyr
Gln
Leu
Ala
100
Thr
Ser
Asn

Pro

Ser
180

Thr
Ala
Arg
Arg
Ala
Val
85

Pro
Arg
Asn
Pro
Ile

165
Arg

Thr
Thr
Cys
Leu
Ser
70

Pro
Val
Gln
Pro
Val
150

Tyr

Gly

Thr
Pro
Ser
Trp
55

Val
Glu
Pro
Ile
Leu
135
Leu

Asp

Gln

Trp
Ala
Leu
40

Gly
Pro
Ala
His
Gly
120
Cys
Arg

Leu

Ala

Ala
Gly
25

His
Ala
Leu
His
Pro
105
Ser
Cys
His
Ser

Leu
185

Arg
10

Pro
Ser
Pro
Leu
Pro
90

Asp
Ile
Cys
Leu
Gln

170
Arg

Arg
Met
Ala
Leu
Thr
75

Asn
Pro
Asp
Phe
Phe
155

Val

Arg

att
Ile

tgt
Cys

ctc
Leu

cag
Gln
170

agg
Arg

agtcgacgtg agttcctggg
caggcctcac attcgtgggg
aaacacctgt tggataagcc

Thr
Pro
Cys
Gln
60

His
Ala
Pro
Thr
His
140
Pro

Trp

Ala

gac
Asp

ttc
Phe

ttc
Phe
155
gtc
Val

agg
Arg

Ser
Cys
Cys
Pro
Pro
Ser
Met
Asp
125
Gly
Gln

Ser

Arg

aca
Thr

cat
His
140

cce
Pro

tgg
Trp

gcc
Ala

Arg
Ser
30

Ser
Thr
Ala
Leu
Ala
110
Pro
Pro

Glu

Val

gat
Asp
125

ggc
Gly

cag
Gln

tce
Ser

c€gg
Arg

Ala
15

Arg
Gly
Leu
Gln
Thr
95

Leu
Pro
Ala

Ala

Val
175

110
ccg

Pro

cca
Pro

gaa
Glu

gtg
Val

taa
*

Val
Leu
Asp
Gly
Trp
80

Met
Ser
Ala
Phe
Phe

160
Ser

1287

1335

1383

1431

1479

1539
1599
1659
1660

338744



<211>
<212>
<213>

1020
DNA
Homo

<220>
<221>
<222>

CDS
(83) .

<400> 11
tttgaggcca

ggctgtgctg

gcc
Ala

ctg
Leu

ctg
Leu

ctg
Leu

cag
Gln

gtg
Val

atc
Ile

cgc
Arg

cgc
Arg

aac
Asn
60

ttg
Leu

tgc
Cys

atc
Ile
75

acg
Thr

tgc
Cys

ctg
Leu

cag
Gln

ccg
Pro

ctc
Leu

ctg
Leu

tgg
Trp

agcccacact
gggagcctgt
cccetgteee
gctctattga
atggcccagce
tccectgcecca

gcaggggaca
ctggaggaca

ggaggaaggyg
taggccctta

<210> 12

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

<400> 12

sapiens

.. (427)

198

tataaagtca cctgaggccc tctccaccac agcccaccag tgaccatgaa
cttgccectgt tg atg gca ggc ttg gcec ctg cag cca ggc act
Met Ala Gly Leu Ala Leu Gln Pro Gly Thr

tac
Tyr
15

tgc
Cys

aac
Asn

gag
Glu
30

gca
Ala

gtt
Val

gat
Asp

gtg
Val

tgt
Cys

gac
Asp

gct
Ala

gcc
Ala
85

cce
Pro

gga
Gly
110

gggtgtggtyg
cctggttcct
ccaccctgac
cacagatccg
attctccacc
ccccatctat
ggcactcagg
ggagtcgacg
gccaggeccte
ataaacacct

sapiens

tce
Ser

tgc
Cys

ggc
Gly

gac
Asp

acc
Thr
80

gcc

Ala

ggc
Gly

1

aaa
Lys

tgc
Cys

acc
Thr

cag
Gln

ctc
Leu

ctg
Leu
50

tca
Ser
65

cag
Gln

gac
Asp

ttg
Leu

ctt
Leu

atc
Ile

cta
Leu

cag
Gln

cccecaggect
gaggcacatc
cctccecatgg
cctgcagatg
cttaaccctg
gacttgagcc
agggcceggt
tgagttcectg
acattcgtgg
gttggataag

Ala

Asp

Ala

5
gcc cag
Gln

20

gtg
Val

ctg
Leu
35

999
Gly

gag
Glu

atc
Ile

acc
Thr

gtc
Val

tac
Tyr

tac
Tyr

gac

tgc
Cys

aac
Asn

gcc
Ala
85

ctc
Leu

ctg
Leu
100

gcg
tag
*

ctgtgccact
ctaacgcaag
ccctctecag
gccecctecaa
tgctcaggca
aggtctggtce
aaaggctgag
ggagtctcca
ggctccectga
cca

aac
Asn

agc
Ser

gag
Glu

tgc
Cys

tgg
Trp
40

cag
Gln

aaa
Lys

agc
Ser

ggc
Gly

gtg
Val
70

ggc
Gly

aag
Lys

agc
Ser

999
Gly

gcc
Ala

ctc
Leu

cect
Pro

gca
Ala

cctcacacac
tctgaccatg
gactcccacc
ccctetetge
cctcttecee
cgtggtgtcc
atgaagtgga
gagatggggc
atggcagcct

10

tgc
Cys

gac
Asp
25

acc
Thr

gcg
Ala

tgc
Cys

agc
Ser

aac
Asn

aag
Lys

cat
His

gcc
Ala
S0

ctg
Leu

ggc
Gly
105

gctctggggg gcccecgctgce

ccggcccagt
tatgtctgeg
cggcagatcg
tgctgtttce
caggaagcct
ccecgecacccea
ctgagtagaa
ctggaggcct
cagcacagcg

Met Ala Gly Leu Ala Leu Gln Pro Gly Thr Ala Leu Leu Cys Tyr Ser

1

5

10

15

60
112

160

208

256

304

352

400

447

507
567
627
687
747
807
867
927
987
1020

338744



Cys Lys Ala Gln Val

20

Thr Gln Leu Gly Glu

35

Leu Leu Thr Val Ile

50

Ser Gln Asp Tyr Tyr

65

Asp Leu Cys Asn Ala

85

Ile Leu Ala Leu Leu

100

Gln Leu

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

<400>

13
148
PRT
Homo sapiens

13

Val Ala Ala Pro Arg

1

5

Gly Pro Gly Leu Val

20

Val Ser Gly Gly Ser

35

Arg Gln His Pro Gly

50

Asn Gly Asn Thr Tyr

65

Ser Val Asp Thr Ser

85

Thr Ala Ala Asp Thr

100

Met Ile Arg Gly Tyr

115

Thr Val Thr Val Ser
130
Pro Ser Val Phe

145

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

<400>

14
155
PRT
Homo sapiens

14

Gln Leu Thr Gln Ser

1

Val Thr Ile Thr Cys

20

Trp Tyr Gln Gln Lys

35

Ala Ser Ser Leu Gln

50

Ser Gly Thr Asp Phe

65

Phe Ala Thr Tyr Tyr

Ser
Gln
Ser
Val
70

Ser

Pro

Trp
Lys
Ile
Lys
Tyr
Lys
Ala
Tyr

Ser

Pro
Arg
Pro
Ser
Thr

70
Cys

Asn
Cys
Lys
Gly
Gly

Ala

Val
Pro
Ser
Gly
55

Asn
Asn
Val
Tyr

Ala
135

Ser
Ala
Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
Trp
40

Gly
Lys

Ala

Leu

Leu
Ser
Ser
40

Leu
Pro
Gln
Tyr
Gly

120
Ser

Ser
Ser
Lys
40

Val

Thr

Gln

Asp
25

Thr
Cys
Lys
His

Gly
105

Ser
Gln
25

Gly
Glu
Ser
Phe
Tyr
105
Met

Thr

Val
Arg
25

Ala
Pro

Ile

Ala

199

Cys
Ala
Ser
Asn
Ala

90
Leu

Gln
10

Thr
Gly
Trp
Leu
Ser
90

Cys
Asp

Lys

Ser
10

Gly
Pro
Ser

Ser

Tyr

Leu
Arg
Leu
Ile
75

Leu

Leu

Val
Leu
Tyr
Ile
Lys
Leu
Ala
Val

Gly

Ala
Ile
Lys
Arg
Ser

75
Ser

Gln
Ile
Asn
60

Thr

Gln

Leu

Gln
Ser
Tyr
Gly
60

Ser
Lys
Arg

Trp

Pro
140

Ser
Ser
Leu
Phe
60

Leu

Phe

Val
Arg
45

Cys
Cys

Pro

Trp

Leu
Leu
Trp
Tyr
Arg
Leu
Asp
Gly

125
Ser

Val
Ser
Leu
45

Ser

Gln

Pro

Glu
30

Ala
Val
Cys

Ala

Gly
110

Gln
Thr
30

Ile
Ile
Val
Ser
Gly
110
Gln

Val

Gly
Trp
Ile
Gly
Pro

Arg

Asn
Val
Asp
Asp
Ala

95
Pro

Glu
15

Cys
Trp
Tyr
Thr
Ser
95

Ile
Gly

Lys

Asp
15

Leu
Tyr
Ser

Glu

Thr

Cys
Gly
Asp
Thr
80

Ala

Gly

Ser
Thr
Ile
Tyr
Met
80

Val
Thr

Thr

Gly

Arg
Ala
Thr
Gly
Asp

80
Phe

338744



85

Gly Gln Gly Thr Lys

Val

Ser

Gln
145

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

<400>

Gln
1
Glu
Cys
Trp
Tyr
65
Thr
Ser

Ile

Gln

<210>
<211>
<212>

<213>

Phe
Val

130
Trp

Cys
Ser
Thr
Ile
50

Tyr
Ile
Val

Thr

Gly
130

15
136
PRT
Homo sapiens

15

Ile
115
Val

Lys

Val
Gly
Val
35

Arg
Ser
Ser
Thr
Met

115
Thr

16
139
PRT

<400> 16

Ser
1
Trp
Ala
Ser
Phe
65
Gly
Val

Ser

Gln

Pro
Tyr
Ser
Gly
50

Ala
Gln
Phe

Val

Trp

Phe
Gln
Ser
35

Arg
Thr
Gly
Ile
Val

115
Lys

100
Phe

Cys

Val

Ala
Pro
20

Ser
Gln
Gly
Val
Ala
100
Val

Thr

Thr
Gln
20

Leu
Asp
Tyr
Thr
Phe
100
Cys

Val

Pro
Leu

Asp

Ala
Gly
Gly
His
Ser
Asp
85

Ala

Arg

Val

Homo sapiens

Cys
5
Lys
Gln
Phe
Tyr
Lys
85
Pro

Leu

Asp

Val
Pro
Leu

Asn
150

Pro
Leu
Gly
Pro
Thr
70

Thr
Asp

Gly

Thr

Arg
Pro
Ser
Thr
Cys
Val
Pro
Leu

Asn

Glu
Ser
Asn

135
Ala

Arg
Val
Ser
Gly
Tyr
Ser
Thr
Gly

Val
135

Ala
Gly
Gly
Leu
55

Gln
Glu
Ser

Asn

Ala

Ile
Asp
120

Asn

Leu

Trp
Lys
Ile
40

Lys
Tyr
Lys
Ala
Ile

120
Ser

Ser
Glu
Val
40

Thr
Gln
Ile
Asp
Asn

120
Leu

Lys
105
Glu
Phe

Gln

Val
Pro
25

Ser
Gly
Asn
Asn
Val

105
Pro

Gln
Ala
25

Pro
Ile
Ser
Lys
Glu
105
Phe

Gln

200

90
Arg

Gln
Tyr

Ser

Leu
10

Ser
Ser
Leu
Pro
Gln
90

Tyr

Ser

Ser
10

Pro
Ser
Ser
His
Arg
90

Gln
Tyr

Ser

Thr
Leu
Pro

Gly
155

Ser
Gln
Gly
Glu
Ser
75

Phe
Tyr

Gly

Ile
Lys
Arg
Ser
Ser
75

Thr
Leu

Pro

Gly

Val
Lys

Arg
140

Gln
Thr
Gly
Trp
Leu
Ser
Cys

Met

Thr
Leu
Phe
Leu
60

Ile
Val
Lys

Arg

Ala
Ser

125
Glu

Val
Leu
Tyr
45

Ile
Lys
Leu

Ala

Asp
125

Asn
Leu
Ser
45

Gln
Pro
Ala

Ser

Glu
125

Ala
110
Gly

Ala

Gln
Ser
30

Tyr
Gly
Ser
Lys
Arg

110
Val

Tyr
Ile
30

Gly
Pro
Arg
Ala
Gly

110
Ala

95
Pro

Thr

Lys

Leu
15

Leu
Trp
Tyr
Arg
Leu
95

Asp

Trp

Leu
15

His
Ser
Glu
Thr
Pro
95

Thr

Lys

Ser
Ala

Val

Gln
Thr
Ser
Ile
Val
80

Ser

Arg

Gly

Asn
Val
Gly
Asp
Phe
80

Ser

Ala

Val

338744



130

<210> 17
<211> 13

<212>
<213>

<400> 17

Gln
1
Thr
Tyr
Gly
Ser
65
Lys
Arg
Gly

Phe

Val
Leu
Trp
Glu
50

Arg
Leu
Asp

Thr

Pro
130

<210> 18
<211> 14

<212>
<213>

<400> 18
Ser Pro Gly

1
Gly

Arg
Arg
Gly
65

Ser
Thr

Leu

Pro

Ser
Leu
Phe
50

Leu
Ser
Val

Lys

Arg
130

<210> 19
<211> 13

<212>
<213>

<400> 19

8

PRT
Homo sapiens

His
Ser
Ser
35

Ile
Val
Ser
Arg
Leu

115
Leu

1

PRT
Homo sapiens

Thr
Leu
35

Ser
Glu
Pro
Ala
Ser

115
Glu

9

PRT
Homo sapiens

Leu
Leu
20

Trp
Asn
Thr
Tyr
Gly
100
Val

Ala

Glu
Tyr
20

Ile
Gly
Pro
Pro
Ala
100
Gly

Ala

Gln
Thr
Ile
His
Val
Val
85

Asp

Thr

Pro

Arg
5
Leu
Tyr
Ser
Glu
Thr
85
Pro

Thr

Lys

Gln
Cys
Arg
Ser
Ser
70

Thr
Tyr
Val

Ser

Ala
Ala
Gly
Gly
Asp
70

Phe
Ser

Ala

Val

135

Trp
Ala
Gln
Gly
55

Val
Ala
Gly

Ser

Ser
135

Thr
Trp
Ala
Ser
55

Phe
Gly
Val

Ser

Gln
135

Gly
Val
Pro
40

Ser
Asp
Ala
Asp
Ser

120
Lys

Leu
Tyr
Ser
40

Gly
Ala
Gln
Phe
Val

120
Trp

Ala
Tyr
25

Pro
Thr
Thr
Asp
Phe
105
Ala

Ser

Ser
Gln
25

Ser
Thr
Val
Gly
Ile
105
Val

Lys

201

Gly
10

Gly
Gly
Ser
Ser
Thr
90

Leu

Ser

Thr

Cys
10

Gln
Arg
Asp
Phe
Thr
90

Phe
Cys

Val

Leu
Gly
Lys
Tyr
Lys
75

Ala

Phe

Thr

Arg
Lys
Ala
Phe
Tyr
75

Lys
Pro

Leu

Asp

Leu
Ser
Gly
Lys
60

Asn
Val

Asp

Lys

Ala
Pro
Thr
Thr
60

Cys
Val
Pro

Leu

Asn
140

Lys
Phe
Leu
45

Pro
Gln
Tyr
Tyr

Gly
125

Ser
Gly
Gly
45

Leu
Gln
Glu
Ser
Asn

125
Ala

Pro
Ser
30

Glu
Ser
Phe
Tyr
Trp

110
Pro

Gln
Gln
30

Ile
Thr
Gln
Ile
Asp

110
Asn

Ser
15

Gly
Trp
Leu
Ser
Cys
Gly

Ser

Ser
15

Ala
Pro
Ile
Cys
Lys
95

Glu

Phe

Glu
Tyr
Ile
Lys
Leu
80

Ala

Gln

Val

Ile
Pro
Glu
Ser
Gly
80

Arg

Gln

Tyr

338744



Gly
Leu
Leu
Trp
Asn
65

Thr
Ser

Ser

Ser

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

<400>

Met
1
Leu
Leu
Gln
Ala
65
Pro
Ile
Tyr
Lys
Glu
145
Phe
Gln
Ser

Glu

Ser
225

<210> 21

Leu
Gln
Thr
Ile
50

His
Ile
Val
Tyr

Ser
130

Asp
Ser
Ser
Asp
50

Pro
Ser
Ser
Asp
Arg
130
Gln
Tyr
Ser
Thr
Lys

210
Pro

20
236
PRT
Homo sapiens

20

Gln
Gln
Cys
Arg
Ser
Ser
Thr
Asn

115
Ala

Met
Gly
Ala
35

Ile
Lys
Arg
Ser
Ser
115
Thr
Leu
Pro
Gly
Tyr
195
His

Val

<211> 239
<212> PRT

Cys
Trp
20

Ala
Gln
Gly
Val
Ala
100
Tyr

Ser

Arg
Ala
20

Ser
Ser
Phe
Phe
Leu
100
Leu
Val
Lys
Arg
Asn
180
Ser

Lys

Thr

Val
Gly
Val
Pro
Ser
Asp
85

Ala

Phe

Thr

Val
Arg
Val
Asn
Leu
Ser
85

Gln
Pro
Ala
Ser
Glu
165
Ser
Leu

Val

Lys

Ala
Ala
Tyr
Pro
Thr
70

Thr
Asp

Asp

Lys

Pro
Cys
Gly
Tyr
Ile
70

Gly
Pro
Phe
Ala
Gly
150
Ala
Gln
Ser
Tyr

Ser
230

Ala
Gly
Gly
Gly
55

Asn
Ser
Thr
Tyr

Gly
135

Ala
Asp
Asp
Leu
55

Ser
Ser
Glu
Thr
Pro
135
Thr
Lys
Glu
Ser
Ala

215
Phe

Pro
Leu
Gly
Lys
Tyr
Lys
Ala
Trp

120
Pro

Gln
Ile
Arg
40

Asn
Asp
Gly
Asp
Phe
120
Ser
Ala
Val
Ser
Thr
200

Cys

Asn

Arg
Leu
25

Ser
Gly
Asn
Asn
Val
105
Gly

Ser

Leu
Gln
25

Val
Trp
Ala
Ser
Ile
105
Gly
Val
Ser
Gln
Val
185
Leu

Glu

Arg

202

Trp
10

Lys
Phe
Leu
Pro
Gln
90

Tyr
Gln

Val

Leu
10

Met
Thr
Tyr
Ser
Gly
90

Ala
Pro
Phe
Val
Trp
170
Thr
Thr

Val

Gly

Val
Pro
Ser
Glu
Ser
75

Phe
Tyr
Gly

Lys

Gly
Thr
Ile
Gln
Asn
75

Thr
Thr
Gly
Ile
Val
155
Lys
Glu
Leu

Thr

Glu
235

Leu
Ser
Gly
Trp
60

Leu
Ser
Cys

Thr

Leu
Gln
Thr
Gln
60

Leu
Asp
Tyr
Thr
Phe
140
Cys
Val
Gln
Ser
His

220
Cys

Ser
Glu
Asn
45

Ile
Lys
Leu

Ala

Leu
125

Leu
Ser
Cys
Ser
Lys
Phe
Cys
Lys
125
Pro
Leu
Asp
Asp
Lys

205
Gln

Gln
Thr
30

Tyr
Gly
Ser
Lys
Arg

110
Val

Leu
Pro
30

Gln
Pro
Thr
Ser
Cys
110
Val
Pro
Leu
Asn
Ser
190

Ala

Gly

Val
15

Leu
Trp
Glu
Arg
Leu
95

Gly

Thr

Leu
15

Ser
Ala
Gly
Gly
Phe
95

Gln
Asp
Ser
Asn
Ala
175
Lys

Asp

Leu

Gln
Ser
Ser
Ile
Val
80

Ser

Gly

Val

Trp
Ser
Ser
Lys
Val
80

Thr
Gln
Ile
Asp
Asn
160
Leu
Asp
Tyr

Ser

338744



<213> Homo sapiens

<400> 21

Met Arg
1

Gly Ser

Val Thr

Leu Leu
50

Pro Gly

65

Ser Gly

Thr Leu
Cys Met

Leu Glu
130

Pro Ser

145

Leu Asn

Asn Ala
Ser Lys
Ala Asp

210

Gly Leu
225

<210> 22
<211> 14

Leu
Ser
Pro
35

His
Gln
Val
Lys
Gln
115
Ile
Asp
Asn
Leu
Asp
195

Tyr

Ser

1

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 22

Gln Val
1

Thr Leu

Ser Ala
Trp Leu
50

Val Ser
65

Gln Phe
Tyr Tyr
Trp Gly

Pro Ser
130

Gln
Ser
Ala
35

Gly
Val
Ser
Cys
Gln

115
Val

Pro
Gly
20

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
100
Pro
Lys
Glu
Phe
Gln
180
Ser

Glu

Ser

Leu
Leu
20

Trp
Arg
Lys
Leu
Ala
100
Gly

Phe

Ala
Asp
Glu
Asn
Pro
Asp
85

Ser
Leu
Arg
Gln
Tyr
165
Ser
Thr
Lys

Pro

Gln
Thr
Asn
Thr
Ser
Gln
85

Arg

Thr

Pro

Gln
Ile
Pro
Gly
Gln
70

Arg
Arg
Gln
Thr
Leu
150
Pro
Gly
Tyr
His

Val
230

Gln
Cys
Trp
Tyr
Arg
70

Leu
Glu

Thr

Leu

Leu
Val
Ala
Tyr
55

Leu
Phe
Val
Thr
Val
135
Lys
Arg
Asn
Ser
Lys

215
Thr

Ser
Ala
Ile
Tyr
55

Met
Asn
Arg

Val

Ala
135

Leu
Met
Ser
40

Asn
Leu
Ser
Glu
Pro
120
Ala
Ser
Glu
Ser
Leu
200

Val

Lys

Gly
Ile
Arg
40

Arg
Thr
Ser
Leu
Thr

120
Pro

Gly
Thr
25

Ile
Tyr
Ile
Gly
Ala
105
Ile
Ala
Gly
Ala
Gln
185
Ser

Tyr

Ser

Pro
Ser
25

Gln
Ser
Ile
Val
Gly
105
Val

Ser

203

Leu
10

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser
90

Glu
Thr
Pro
Thr
Lys
170
Glu
Ser

Ala

Phe

Gly
Gly
Ser
Lys
Asn
Thr
90

Glu

Ser

Ser

Leu
Ser
Cys
Val
Leu
75

Gly
Asp
Phe
Ser
Ala
155
Val
Ser
Thr
Cys

Asn
235

Leu
Asp
Pro
Trp
Pro
75

Pro
Leu

Ser

Lys

Met
Pro
Arg
Trp
60

Gly
Ser
Val
Gly
Val
140
Ser
Gln
Val
Leu
Glu

220
Arg

Val
Ser
Ser
Tyr
60

Asp
Glu
Tyr
Ala

Ser
140

Leu
Leu
Ser
45

Tyr
Ser
Gly
Gly
Gln
125
Phe
Val
Trp
Thr
Thr
205

Val

Gly

Lys
Val
Arg
45

Asn
Thr
Asp
Gly
Ser

125
Thr

Trp
Ser
30

Ser
Leu
Ile
Thr
Val
110
Gly
Ile
Val
Lys
Glu
190
Leu

Thr

Glu

Pro
Ser
30

Gly
Gly
Ser
Thr
Met

110
Thr

Val
15

Leu
Gln
Gln
Arg
Asp
95

Tyr
Thr
Phe
Cys
Val
175
Gln
Ser
His

Cys

Ser
15

Ser
Leu
Tyr
Lys
Ala
95

Asp

Lys

Ser
Pro
Ser
Lys
Ala
80

Phe
Tyr
Arg
Pro
Leu
160
Asp
Asp
Lys

Gln

Gln
Asn
Glu
Ala
Asn
80

Val

Val

Gly

338744



<210> 23
<211> 1lel

<212>
<213>

<400> 23
Gln Leu Thr

1
Ala

Lys
Lys
Arg
65

Thr
Ser
Thr
Leu
Pro

145
Gly

Thr
Lys
Leu
50

Phe
Leu
Thr
Val
Lys

130
Arg

<210> 24
<211> 13
<212> PRT

<213>

<220>

<221>
<222>

<223> Xa

<400> 24

Gly
1
Val
Arg
Ser
Ser
65
Thr
Met
Thr

Leu

Pro
Ser
Gln
Gly
50

Val
Ala
Val

Val

Ala
130

PRT
Homo sapiens

Ile
Asn
35

Leu
Ser
Gln
Pro
Ala
115

Ser

Glu

7

a =

Gly
Gly
His
35

Ser
Asp
Ala
Arg
Thr

115
Pro

Gln
Asn
20

His
Ile
Gly
Ala
Pro
100
Ala

Gly

Ala

VARIANT
(0)...(0)

Any

Xaa
Gly
20

Pro
Thr
Thr
Asp
Gly
100
Val

Ser

Ser
Cys
Leu
Tyr
Ser
Glu
85

Thr
Pro

Thr

Lys

Homo sapiens

Pro
Lys
Val
Trp
Gly
70

Asp
Phe
Ser

Ala

Val
150

Asp
Ser
Trp
Ala
55

Ser
Val
Gly
Val
Ser

135
Gln

amino acid

Xaa
Ser
Gly
Tyr
Ser
Thr
85

Val

Ser

Ser

Lys
Ile
Lys
Tyr
Lys
70

Ala
Tyr

Ser

Lys

Pro
Ser
Gly
Asn
55

Asn
Val
Tyr
Ala

Ser
135

Ser
Ser
Tyr
40

Ser
Gly
Ala
Gln
Phe
120

Val

Trp

Ser
Ser
Leu
40

Pro
Gln
Tyr
Gly
Ser

120
Thr

Leu
Gln
25

Gln
Thr
Thr
Val
Gly
105
Ile

Val

Lys

Gln
Gly
25

Glu
Ser
Phe
Tyr
Met
105
Thr

Tyr

204

Ala
10

Asn
Gln
Arg
Asp
Tyr
Thr
Phe
Cys

Val

Xaa
10

Gly
Trp
Leu
Ser
Cys
90

Asp

Lys

Val
Ile
Lys
Glu
Phe
75

Tyr
Arg
Pro

Leu

Asp
155

Leu
Tyr
Ile
Lys
Leu
75

Ala

Val

Gly

Ser
Leu
Pro
Ser
60

Thr
Cys
Leu
Pro
Leu

140
Asn

Ser
Tyr
Gly
Ser
60

Lys
Arg

Trp

Pro

Leu
Tyr
Gly
45

Gly
Leu
Gln
Glu
Ser
125

Asn

Ala

Leu
Trp
Asn
45

Arg
Leu
Asp

Gly

Ser
125

Gly
Arg
30

Gln
Val
Thr
Gln
Ile
110
Asp

Asn

Leu

Thr
Ser
30

Ile
Val
Ser
Asn
Gln

110
Val

Glu
15

Ser
Pro
Pro
Ile
Tyr
Lys
Glu

Phe

Gln

Gly
Trp
Tyr
Thr
Ala
Ile
95

Gly

Phe

Arg
Ser
Pro
Ala
Ser
80

Tyr
Arg
Gln
Tyr

Ser
160

Thr
Ile
Tyr
Ile
Val
80

Thr

Thr

Pro

338744



<210> 25
<211> 10

<212>
<213>

<400> 25
Tyr Ala Ala

1
Ser

Glu
Thr
Pro
65

Thr

Lys

Gly
Asp
Phe
50

Ser

Ala

Val

<210> 26
<211> 14

<212>
<213>

<400> 26

Gln
1
Ser
Gly
Ala
Lys
65
Leu
Ala
Met

Thr

Val
Leu
Val
Val
50

Gly
Gln
Arg

Asp

Lys
130

<210> 27
<211> 15

<212>
<213>

<400> 27
Glu Met Gln Leu Thr Gln Ser

1

7

PRT
Homo sapiens

Ser
Phe
35

Gly
Val

Ser

Gln

4

PRT
Homo sapiens

Gln
Arg
His
35

Ile
Arg
Met
Gly
Val

115
Gly

7

PRT
Homo sapiens

Ser
Gly
Ala
Gln
Phe
Val

Trp
100

Leu
Leu
20

Trp
Trp
Phe
Asn
Gly
100
Trp

Pro

Ser
Thr
Thr
Gly
Ile
Val

85
Lys

Val
Ser
Val
Tyr
Thr
Ser
85

Leu

Gly

Ser

5

Leu
Asp
Tyr
Thr
Phe
70

Cys

Val

Glu
Cys
Arg
Asp
Ile
70

Leu
Ile

Gln

Val

Gln
Phe
Tyr
Lys
Pro
Leu

Asp

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
Arg
Ala
Gly

Phe
135

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys

20

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys

35

Ser
Thr
Cys
40

Val
Pro

Leu

Asn

Gly
Ala
Ala
40

Ser
Arg
Ala
Val
Thr

120
Pro

Pro

Arg

Gly
Leu
25

Gln
Glu
Ser

Asn

Thr
105

Gly
Ser
25

Pro
Asn
Asp
Glu
Arg
105
Thr

Leu

Ser

205

Val
10

Thr
Gln
Ile
Asp
Asn

90
Leu

Gly
10

Gly
Gly
Lys
Asn
Asp
90

Pro

Val

Ala

Pro
Ile
Ala
Lys
Glu
75

Phe

Gln

Val
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr
Gly

Thr

Pro

Ser
Ser
His
Arg
60

Gln

Tyr

Val
Thr
Gly
Tyr
Lys
Ala
Tyr
Val

Ser
140

Ser Leu Ser

10

Ala Ser Gln Ser

25

Pro Gly Lys Ala Pro

40

Arg
Ser
Ser
45

Thr

Leu

Pro

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Val
Tyr
Ser

125
Ser

Ala

Ile

Phe
Leu
30

Leu
Val

Lys

Arg

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Tyr
110

Ser

Lys

Ser

Ser
15

Gln
Pro
Ala

Ser

Lys

Gly
15

Arg
Trp
Ser
Leu
Tyr
Tyr
Ala

Ser

Val
15

Gly
Pro
Arg
Ala
Gly

80
Ala

Arg
His
Val
Val
Tyr
80

Cys
Gly

Ser

Thr

Gly

Ser Ser Tyr

30

Lys Leu Leu Ile

45

338744



Tyr
Ser
65

Glu
Thr
Pro

Thr

Lys
145

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

<400>

Ala
50

Gly
Asp
Phe
Ser
Ala

130
Val

28

141
PRT
Homo sapiens

28

Ala
Ser
Phe
Gly
Val
115

Ser

Gln

Ser
Gly
Ala
Gly
100
Phe

Val

Trp

Cys Pro Gly Ala

1
Gln

Gly
Leu
Pro
65

Gln
Tyr
Gly

Ser

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

<400>

Thr
Gly
Glu
50

Ser
Phe
Tyr

Met

Thr
130

29
145
PRT
Homo sapiens

29

Leu
Thr
35

Trp
Leu
Ser
Cys
Asp

115
Lys

Ala Ser Val

1
Ile

Lys
Arg
Ser
65

Ser

Thr

Ser
Leu
Phe
50

Leu

Ile

Val

Ser
Leu
35

Ser
Gln

Pro

Ala

Ser
20

Tyr
Ile
Lys
Leu
Ala
100
Val

Gly

Gly
His
20

Ile
Gly
Pro

Arg

Ala

Ser
Thr
Thr
85

Gly
Ile

Val

Lys

Leu
Leu
Tyr
Gly
Ser
Lys
85

Arg

Trp

Pro

Asp
5
Leu
Tyr
Ser
Glu
Thr

85
Pro

Leu
Asp
70

Tyr
Thr
Phe

Cys

Val
150

Gln
Thr
Trp
Tyr
Arg
70

Leu
Asp

Gly

Ser

Arg
Asn
Ala
Gly
Asp
70

Phe

Ser

Gln
55

Phe
Tyr
Lys
Pro
Leu

135
Asp

Glu
Cys
Ile
Ile
55

Val
Ser
Gly

Gln

Val
135

Val
Trp
Ala
Ser
55

Phe

Gly

Val

Ser
Thr
Cys
Val
Pro
120

Leu

Asn

Ser
Thr
Trp
Tyr
Thr
Ser
Ile
Gly

120
Lys

Thr
Tyr
Ser
40

Gly
Ala

Gln

Phe

Gly
Leu
Gln
Glu
105
Ser

Asn

Ala

Gly
Val
25

Ile
Tyr
Ile
Val
Thr
105
Thr

Gly

Ile
Gln
25

Ser
Thr
Thr

Gly

Ile

206

Val
Thr
Gln
90

Ile
Asp

Asn

Leu

Pro
10

Ser
Arg
Ser
Ser
Thr
90

Met
Thr

Pro

Thr
10

Gln
Leu
Asp
Tyr
Thr

S0
Phe

Pro
Ile
75

Ser
Lys
Glu

Phe

Gln
155

Gly
Gly
Gln
Gly
Val
75

Ala
Val

Val

Ser

Cys
Lys
Gln
Phe
Phe
75

Lys

Pro

Ser
60

Ser
Tyr
Arg
Gln
Tyr

140
Ser

Leu
Gly
His
Ser
60

Asp
Ala
Arg

Thr

Val
140

Arg
Pro
Ser
Thr
60

Cys

Val

Pro

Arg
Ser
Ser
Thr
Leu
125

Pro

Gly

Val
Ser
Pro
45

Thr
Thr
Asp
Gly
Val

125
Phe

Ala
Gly
Gly
Leu
Gln
Glu

Ser

Phe
Leu
Thr
Val
110

Lys

Arg

Arg
Ile
30

Gly
Tyr
Ser
Thr
Ile

110
Ser

Ser
Lys
30

Val
Ser
Gln

Ile

Asp

Ser
Gln
Pro
95

Ala

Ser

Glu

Pro
15

Ser
Lys
Tyr
Lys
Ala
95

Ser

Ser

Gln
15

Ala
Pro
Ile
Ser
Thr

85
Glu

Gly
Pro
80

Leu
Ala

Gly

Ala

Ser
Ser
Gly
Asn
Asn
80

Val

Gly

Ala

Ser
Pro
Ser
Ser
Tyr
Arg

Gln

338744



100

105

207

110

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr

115

120

125

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser

Gly
145

130

<210> 30
<211> 13

<212>
<213>

<400> 30
Gln Leu Gln

1
Ser

Ala
Gly
Val
65

Ser
Cys
Gln

Val

Leu
Trp
Arg
50

Lys
Leu
Ala

Gly

Phe
130

<210> 31
<211> 12

<212>
<213>

<400> 31
Leu Gln Val

1
Phe

Met
Gly
Ala
65

Pro

Ala

Gly

Leu
Tyr
Ser
50

Glu
Thr

Pro

Thr

<210> 32
<211> 141

9

PRT
Homo sapiens

Thr
Asn
35

Thr
Ser
Gln
Arg
Thr

115
Pro

8

PRT
Homo sapiens

Cys
Trp
35

Gly
Asp
Phe

Ser

Ala
115

Gln
Cys
20

Trp
Tyr
Arg
Leu
Glu
100
Met

Leu

Gln
Trp
20

Ala
Ser
Val
Gly
Val

100
Ser

Ser
Ala
Ile
Tyr
Met
Asn
85

Arg

Val

Ala

Pro
Tyr
Ser
Gly
Ala
Gln
85

Phe

Val

Gly
Ile
Arg
Arg
Thr
70

Ser
Leu

Thr

Pro

Glu
Gln
Ile
Thr
Val
70

Gly

Ile

Val

135

Pro
Ser
Gln
Ser
55

Ile
Val
Gly

Val

Ser
135

Cys
Gln
Arg
Asp
55

Tyr
Thr

Phe

Cys

Gly
Gly
Ser
40

Lys
Asn
Thr
Glu
Ser

120
Ser

Leu
Lys
Glu
40

Phe
Tyr
Arg

Pro

Leu
120

Leu
Asp
25

Pro
Trp
Pro
Pro
Leu
105

Ser

Lys

Tyr
Pro
25

Ser
Thr
Cys
Leu
Pro

105
Leu

Val
10

Ser
Ser
Tyr
Asp
Glu
90

Tyr
Ala

Ser

Thr
10

Gly
Gly
Leu
Gln
Glu
90

Ser

Asn

Lys
Val
Arg
Asn
Thr
75

Asp
Gly

Ser

Thr

Val
Gln
Val
Thr
Gln
75

Ile

Asp

Asn

140

Pro
Ser
Gly
Glu
60

Ser
Thr

Met

Thr

Ser
Pro
Pro
Ile
60

Tyr
Lys
Glu

Phe

Ser
Ser
Leu
45

Tyr
Lys
Ala

Asp

Lys
125

Asp
Pro
Asp
45

Ser
Tyr
Arg

Gln

Tyr
125

Gln
Asn
30

Glu
Ala
Asn
Val
Val

110
Gly

Lys
Lys
30

Arg
Ser
Ser
Thr
Leu

110
Pro

Thr
15

Ser
Trp
Val
Gln
Tyr
95

Trp

Pro

Asn
15

Leu
Phe
Leu
Thr
Val
95

Lys

Arg

Leu
Ala
Leu
Ser
Phe
80

Tyr
Gly

Ser

Asn
Leu
Ser
Gln
Pro
80

Ala

Ser

Glu

338744



<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 32

Gln
1
Thr
Ser
Trp
Val
65
Gln
Tyr
Trp

Pro

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

<400>

Met
1
Arg
Asn
Pro
Asp
65
Ser
Tyr
Arg
Gln
Tyr

145
Ser

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

<400>
gtggcagcac ccagatgggt cctgtcccag gtgcagctge aggagtcggg cccaggactg 60

Val
Leu
Ala
Leu
50

Ser
Phe
Tyr
Gly

Ser
130

Gln
Ala
Lys
Lys
50

Arg
Ser
Ser
Thr
Leu
130

Pro

Gly

33
162
PRT
Homo sapiens

33

34

445
DNA
Homo sapiens

34

Gln
Ser
Ala
35

Gly
Val
Ser
Cys
Gln

115
Val

Leu
Thr
Lys
35

Leu
Phe
Leu
Thr
Val
115

Lys

Arg

Leu
Leu
20

Trp
Arg
Lys
Leu
Ala
100
Gly

Phe

Thr
Ile
20

Asn
Leu
Ser
Gln
Pro
100
Ala

Ser

Glu

Gln
Thr
Asn
Thr
Ser
Gln
85

Arg

Thr

Pro

Gln
Asn
Phe
Ile
Gly
Thr
85

Pro
Ala

Gly

Ala

Gln
Cys
Trp
Tyr
Arg
70

Leu
Glu

Thr

Leu

Ser
Cys
Leu
Tyr
Ser
70

Glu
Thr
Pro

Thr

Lys
150

Ser
Ala
Ile
Tyr
55

Met
Asn
Arg

Val

Ala
135

Pro
Lys
Val
Trp
55

Gly
Asp
Phe
Ser
Ala

135
Val

Gly
Ile
Arg
40

Arg
Thr
Ser
Leu
Thr

120
Pro

Asp
Ser
Trp
Ala
Ser
Val
Gly
Val
120

Ser

Gln

Pro
Ser
25

Gln
Ser
Ile
Val
Gly
105
Val

Ser

Ser
Ser
25

Tyr
Ser
Gly
Ala
Gln
105
Phe

Val

Trp

208

Gly
Gly
Ser
Lys
Asn
Thr
90

Glu

Ser

Ser

Leu
10

Gln
Gln
Ile
Thr
Val
90

Gly
Ile

Val

Lys

Leu
Asp
Pro
Trp
Pro
75

Pro
Leu

Ser

Lys

Ala
Asn
Gln
Arg
Asp
75

Tyr
Thr
Phe
Cys

Val
155

Val
Ser
Trp
Tyr
60

Asp
Glu
Tyr
Ala

Ser
140

Val
Val
Lys
Glu
60

Phe
Tyr
Arg
Pro
Leu

140
Asp

Lys
Val
Arg
45

Asn
Thr
Asp
Gly
Ser

125
Thr

Ser
Leu
Pro
45

Ser
Thr
Cys
Leu
Pro
125

Leu

Asn

Pro
Ser
30

Gly
Glu
Ser
Thr
Met

110
Thr

Leu
Tyr
30

Gly
Gly
Leu
Gln
Glu
110
Ser

Asn

Ala

Ser
15

Ser
Leu
Tyr
Lys
Ala
95

Asp

Lys

Gly
Arg
Gln
Val
Thr
Gln
95

Ile
Asp

Asn

Leu

Gln
Asn
Glu
Ala
Asn
80

Val

Val

Gly

Glu
Ser
Pro
Pro
Ile
80

Tyr
Lys
Glu

Phe

Gln
160
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gtgaagcctt
ggtggttact
tacatctatt
tcagtagaca
acggccgtgt
atggacgtct
tcggtcaagg

<210> 35
<211> 148
<212> PRT
<213> Homo

<400> 35

Val Ala
1

Gly

Ala

Pro Gly

Val Ser Gly
35
Gln His
50

Gly

Arg
Asn Asn
65

Ser

Val Asp

Thr Ala Ala

Met Ile Arg
115
Thr Val Thr
130
Ser

Pro Val

145

<210> 36

<211> 466
<212> DNA
<213> Homo

<220>

<221> misc_
<222> (0)..
<223> n = a

<400> 36

cagctgacnc
tgtcgggcga
gcccctaage
agcggcagtg
tttgcaactt
aaggtggaaa
gagcagttga
gaggccaaag

<210> 37

<211> 155
<212> PRT
<213> Homo

cacagaccct
actggatctg
acaatgggaa
cgtctaagaa
attactgtgce

ggggccaagg
gcccateggt

sapiens

Pro Arg
5
Leu Val
20
Gly Ser

Pro Gly

Thr Tyr

Thr Ser
85

Asp Thr
100
Gly Tyr

Val Ser

Phe

sapiens

feature
. (0)

, t, ¢, or

agtctccatce
gtcggggtat
tcctgatcta
gttctgggac
actattgtca
tcaaacgaac
aatctggaac
tacagtggaa

sapiens

Trp
Lys
Ile
Lys
Tyr
70

Lys
Ala
Tyr

Ser

gtceccteacce
gatccgeccag
cacctactac
ccagttctcc
gagagatggt
gaccacggtc
cttca

Val Leu

Pro Ser

Ser
40
Leu

Ser

Gly
55
Asn Pro

Asn Gln

Val Tyr

Tyr Gly
120
Ala Ser

135

ttcegtgtcet
tagcagctgg
tactgcatcc
agatttcact
acaggcttac
tgtggctgca
tgcctetgtt
ggtggataac

209

tgcactgtct
cacccaggga
aacccgtcce
ctgaagctga
attactatga
accgtctcct

Gln
10
Thr

Ser Val
Gln
25

Gly

Leu

Gly Tyr

Glu Trp Ile

Ser Leu Lys

75

Phe Ser Leu
90

Tyr Cys Ala

105

Met

Asp Val

Thr Lys Gly

gcatctgtag
ttagcctggt
agtttgcaaa
ctcaccatca
agtttceccte
ccatctgtct
gtgtgcectge
gccctceccaat

ctggtggctc
agggcctgga
tcaagagtcg
gctctgtgac
tacgcggcta
cagcctccac

Gln Leu Gln
Thr
30

Ile

Ser Leu

Tyr Trp
45
Gly Tyr Ile
60
Ser

Arg Val

Lys Leu Ser

Arg Asp Gly
110
Trp Gly Gln
125
Ser

Pro Val

140

gagacagagt
atcagcagaa
gtggagtccc
gcagcctgca
ggacgttcgg
tcatcttcecce
tgaataactt

cgggta

catcagcagt
gtggattggg
agttaccatg
tgcecgeggac
ctactacggt
caagggccca

Glu
15
Cys

Ser
Thr

Trp Ile

Tyr Tyr

Thr Met
80
Ser Val
95
Ile Thr

Gly Thr

Lys Gly

caccatcact
accagggaaa
atcaaggttc
gcctgaagat
ccaagggacc
gccatctgat
ctatcccaga

120
180
240
300
360
420
445

60

120
180
240
300
360
420
466
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<400> 37

Gln Leu Thr
1
Val Thr Ile
Gln
35

Ser

Trp Tyr

Ala Ser
50
Ser Gly Thr
65
Phe

Ala Thr

Gly Gln Gly

Val Phe Ile
115
Val Val
130

Trp

Ser

Gln
145

Lys

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

38
409
DNA
Homo

<400> 38

cagtgtgtgg
ggactggtga
agcagtggtg
attgggtaca
accatatcag

gcggacacgg
cccagtggta

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

39
136
PRT
Homo

<400> 39

Gln Cys
1

Glu

Val

Ser Gly

Thr Val
35

Arg

Cys

Ile
50
Tyr

Trp

Tyr Ser

65

Thr Ile Ser

Ser Val Thr

Ile Thr Met

115
Thr

Gln Gly

Gln Ser
Thr
20
Gln

Cys
Lys

Leu Gln Se

Asp Phe

70
Tyr Tyr
Thr
100
Phe

Lys Va

Pro

Cys Leu Le

Val As

15

Asp

sapiens

cagcacccag
agccttcaca
gttactactg
tatattacag
tagacacgtc
ccgtgtatta
tggacgtctg

sapiens

Ala Ala Pr

Pro Le
20

Ser

Gly

Gly G1

Gln His Pr
Th
70

Th

Gly Ser

Val Asp
85

Ala Ala
100
Val

Arg Gl

Thr Val Th

Pro
Arg

Pro

Thr

Cys

Pro

Asp

Ser Ser

Ala Ser

Gly Lys
40
r Gly Val

Leu Thr

Gln Gln

1l Glu Ile

Ser Asp
120
u Asn Asn

135
n Ala

0

Leu

atgggtcctg
gaccctgtcce
gagctggatc
tgggagcacc
caagaaccag
ctgtgcgaga
gggccaaggg

o Arg Trp

u Val Lys
Ile
40
Lys

y Ser

o Gly
55
r Tyr Tyr

r Ser Lys

Thr Ala

Ile
120
Ser

y Gly

r Val

Asn

Asn

210

Val Ser Ala

10

Arg Gly Ile

25
Ala

Pro Lys

Pro Ser Arg

Ile Ser
75

Ser

Ser

Ala Tyr

Lys Thr
105
Glu

Arg

Gln Leu

Phe Tyr Pro

Gln Ser Gly

155

tcccaggtge
ctcacctgca
cgccagcace
tactacaacc
ttctcecetga
gatcgaatta
accacggtca

Val Leu Ser

10
Pro Ser Gln
25
Ser

Ser Gly

Gly Leu Glu
Ser
75

Phe

Pro

Gln
90
Val Tyr
105

Pro

Tyr

Ser Gly

Ser Val Gly

Ser Ser Trp

Leu Ile
45

Ser

Leu

Phe
60
Leu

Gly

Gln Pro

Phe Pro Arg

Val Ala Ala
110
Ser Gly
125

Glu

Lys
Arg Ala
140

agctgcagga
ctgtctctgg
cagggaaggg
cgtcecctceaa
agctgagctc
ctatggttcg
ccgtectecet

Gln Val Gln

Thr Ser
30

Tyr

Leu

Gly Tyr

Trp Ile
60
Leu

Gly

Lys Ser

Ser Leu Lys

Cys Ala Arg

110
Val

Met Asp

125

Asp
15
Leu

Arg
Ala

Tyr Thr

Ser Gly

Glu Asp
80
Thr Phe
95
Pro Ser

Thr Ala

Lys Val

gtcgggeccca
tggctccate
cctggagtgg
gagtcgagtt
tgtgactgce
gggaggtatt

Leu Gln
15
Leu Thr

Trp Ser

Tyr Ile
Val
80
Ser

Arg

Leu
95
Asp Arg

Trp Gly

60

120
180
240
300
360
409

338744



130

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

40
417
DNA
Homo

<400> 40

tcaccattca
aaaccagggg
ccatcaaggt
caacctgaag
ggccaaggga
ccgccatctg
ttctatccca

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

41
139
PRT
Homo

<400> 41
Ser Pro

1
Trp

Phe

Tyr Gln

Ala Ser
35
Arg

Ser
Ser Gly
50
Phe Ala
65

Gly

Thr

Gln Gly

Val Phe Ile

Val Val
115

Lys

Ser
Gln Trp
130

<210> 42

<211> 416
<212> DNA
<213> Homo

<400> 42

caggtgcatc
acctgecgcectg
¢€cggggaagg
ccgtcectceca
aagctgagct
gactacggtg
gcctccacca

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

43
138
PRT
Homo

sapiens

cttgccggge
aagcccctaa
tcagtggcag
attttgcaac
ccaaggtgga
atgagcagtt
gagaggccaa

sapiens

Thr Cys
5
Gln Lys
20
Leu

Gln Se

Asp Phe

Tyr Tyr
70

Thr Lys Va
85

Phe Pro

100

Cys

Leu Le

Val Asp As

sapiens

tacagcagtg
tctatggtgg
gactggagtg
agagtcgagt
atgtgaccgce
acttcctctt
agggcccatce

sapiens

Arg

Pro

Thr

Cys

Pro

135

aagtcagagc
gctcctgatc
tggatctggg
ttactactgt
aatcaaacga
gaaatctgga
agtacagtgg

Ala Ser

Gly Glu
Val
40

Thr

r Gly

Leu
55
Gln Gln

1l Glu Ile

Ser Asp
Asn
120
Leu

u Asn

n Ala
135

gggcgcagga
gtccttecagt
gattggggaa
caccgtatca
cgcggacacg
tgactactgg
ggtctteecce

Ala

211

attaccaact
catgttgcat
agagatttca
caacagagtc
actgtggctg
actgcctctg
aaggtggata

Gln Ser Ile

10
Pro Lys
25
Pro

Ser Arg

Ile Ser Ser
Ser
75

Thr

Ser His

Lys Arg
90
Glu Gln
105

Phe

Leu

Tyr Pro

Gln Ser Gly

ctgttgaagc
ggttactact
atcaatcata
gtggacacgt
gctgtgtatt
ggccagggaa
ctggcaccct

atttaaattg
ccagtttgca
ctctcaccat
acagtatccc
caccatctgt
ttgtgtgect
acgcccteca

Thr Asn Tyr
Ile
30

Gly

Leu Leu

Phe Ser

45

Leu Gln Pro

60
Ile

Pro Arg

Val Ala Ala

Lys Ser Gly
110
Glu Ala

125

Arg

cttcggagac
ggagctggat
gtggaagcac
ccaagaacca
actgtgcgag
ccctggtcecac
cctccaagag

gtatcagcag
aagtggggtc
cagcagtctg
tcggacgttce
cttcatcttc
gctgaataac
atcgggt

Leu Asn
15
His Val

Ser Gly

Glu Asp

Thr Phe
80
Pro Ser
95
Thr Ala

Lys Val

cctgtcecte
ccgeccagecce
cagctacaag
gttctcectg
agataggggt
cgtctcctca
caccta

60

120
180
240
300
360
417

60

120
180
240
300
360
416

338744



<400> 43

Gln Val
1

Thr

His

Leu Ser
Ser
35

Ile

Tyr Trp
Glu
50
Arg

Gly
Ser Val
65
Lys

Leu Ser

Arg Asp Arg

Gly Thr Leu
115
Leu

Phe Pro

130

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

44
425
DNA
Homo

<400> 44
tctccagggg
ttagcctggt
agcagggcca
ctcaccatca
agctcacctce
ccatctgtcet
gtgtgecctge
gcccet

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

45
141
PRT
Homo

<400> 45
Ser Pro Gly
1
Gly Ser Thr
Leu
35

Ser

Arg Leu

Phe
50
Leu

Arg
Gly Glu
65

Ser

Ser Pro

Thr Val Ala
Ser
115

Glu

Leu Lys

Pro Arg

130

Leu Gln Gl

Leu Thr
20
Trp Ile

Asn His Se

Thr Val Se
70
Val
85

Asp

Tyr

Gly
100
Val

Thr Va

Ala Pro Se

sapiens

aaagagccac
accagcagaa
ctggcatccce
gcggactgga
cgacgttcgg
tcatcttccc
tgaataactt

sapiens

Glu Arg Al
5

Tyr Leu Al

20

Ile

Tyr Gl

Gly Ser Gl

Pro Glu
70
Thr
85
Pro

Pro

Ala
100
Gly

Se

Thr Al

Ala Lys Va

Cys

Arg

Thr

Tyr

Asp

Phe

n Trp Gly

Ala Val

Gln Pro
40
r Gly Ser

r Val Asp

Ala Ala

Gly Asp

1l Ser Ser
120
r Ser Lys
135

cctecteetge
acctggccag
agaaaggttc
gcctgaagat
ccaagggacc
gccatctgat
ctatcccaga

a Thr Leu

a Trp Tyr
Ser
40

Gly

y Ala

y Ser
55
Phe Ala

Gly Gln

r Val Phe

Val
120
Trp

a Ser

1l Gln
135

212

Ala Gly Leu

10
Gly

Tyr Gly

Pro Gly Lys

Thr Ser Tyr

Thr Ser Lys
75
Thr Ala
90

Leu

Asp

Phe
105
Ala

Phe

Ser Thr

Ser Thr

agggccagtc
gctcccagge
agtggcagtg
tttgcagtgt
aaggtggaaa
gagcagttga
gaggccaaag

Ser Cys
10

Gln

Arg

Gln
25
Ser

Lys

Arg Ala

Thr Asp Phe

Val Phe Tyr
75
Thr Lys
90

Phe

Gly

Ile
105
Val

Pro

Cys Leu

Lys Val Asp

Leu Lys Pro

Phe Ser
30
Glu

Ser

Leu
45
Pro

Gly

Lys Ser

Asn Gln Phe

Val Tyr Tyr

Asp Tyr Trp
110
Pro

Lys Gly

125

agagtattgg
tcctcatcta
ggtctgggac
tttactgtca
tcaaacgaac
aatctggaac
tacagtggaa

Ala Ser Gln
Gln
30

Ile

Pro Gly

Thr Gly
45
Thr Leu
60

Cys

Thr

Gln Gln

Val Glu Ile

Pro Ser Asp
110
Asn Asn
125

Ala

Leu

Asn
140

Ser Glu
15
Gly Tyr

Trp Ile

Leu Lys
Leu
80

Ala

Ser
Cys

Gly Gln

Ser Val

cagcacctac
tggtgcatcce
agacttcact
acagtgtggt
tgtggctgca
tgcctectgtt
ggtggataac

Ser Ile
15
Ala Pro

Pro Glu

Ile Ser

Cys Gly
80
Lys Arg
95
Glu Gln

Phe Tyr

60

120
180
240
300
360
420
425

338744



<210> 46
<211> 417
<212> DNA
<213> Homo

<400> 46

ggtctgcagt
ggcgcaggac
tccttcagtg
attggggaaa
accatatcag
gcggacacgg
ggccagggaa

<210> 47

<211> 139
<212> PRT
<213> Homo

<400> 47
Gly Leu Gln
1
Leu

Gln Gln

Leu Thr Cys
35
Ile Arg
50

His

Trp
Asn Ser
65

Thr

Ile Ser

Ser Val Thr
Asn
115

Ala

Ser Tyr

Ser
130

Ser

<210> 48

<211> 933
<212> DNA
<213> Homo

<400> 48

aaaaaagtca
ggctcectget
cctceetgte
ttagcaacta
ccgatgcatc
cagattttte
aacagtatga
ctgtggctge
ctgcctctgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta
tcaacagggg

sapiens

gtgtggcagce
tgttgaagcc
gtaactactg
tcaatcatag
tagacacgtc
ctgtgtatta
ccctggtcac

sapiens

Cys Val
Trp
20
Ala

Gly
Val

Gln Pro

Gly Ser

Val Asp
85

Ala Ala
100
Tyr Phe

Ser Thr

sapiens

gtcccaacca
gctctggcte
tgcatctgta
tttgaattgg
caatttaaaa
tttcaccatc
tagtctccca
accatctgtce
tgtgtgecctg
cgceccteccaa
ctacagcctce
cgcctgcgaa
agagtgttag

Ala
Ala
Tyr
Pro
Thr
70

Thr
Asp

Asp

Lys

acccagatgg
ttcggagacc
gagctggatc
tggaagcacc
caagaaccag
ctgtgcgaga
cgtctccectca

Ala Pro

Gly Leu

Gly Gly
Gly
55

Asn

Lys
Tyr

Ser Lys

Thr Ala

Tyr Trp
120
Gly Pro
135

ggacacagca
tcaggtgcca
ggagacagag
tatcagcaga
acaggggtcc
agcagcctac
ttcactttcg
ttcatcttcece
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcaccc
gtcacccatc

agggagaagt

213

gtcctgtcce
ctgtccctca
cgccagecccece
aactacaacc
ttctcecetga

ggggggagcet
gcctccacca

Arg Trp Val

10
Leu Lys Pro
25
Ser

Phe Ser

Gly Leu Glu
Ser
75

Phe

Asn Pro

Gln
90
Tyr

Asn

Val
105
Gly

Tyr

Gln Gly

Ser Val Lys

tggacatgag
gatgtgacat
tcaccatcac
gtcccgggaa
catcaaggtt
agcctgaaga
gccctgggac
cgccatctga
tctatcccag
cccaggagag
tgacgctgag
agggcctgag
gccecccacct

aggtgcagct
cctgecgetgt
cagggaaggg
cgtcecctceaa
agctgagctc
acaactactt
agggcccatc

Leu Ser Gln

Glu Thr
30

Tyr

Ser

Asn
45
Ile

Gly

Trp
60
Leu

Gly

Lys Ser

Ser Leu Lys

Cys Ala Arg
110
Val

Thr Leu

125

ggtcecctget
ccagatgact
ttgccaggcg
agcccctaag
cagtggaagt
tattgcgacc
caaagtggat
tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac
ctcgeccegte
gctcctcagt

acagcagtgg
ctatggtggg
gctggagtgg
gagtcgagtc
tgtgaccgcecc
tgactactgg
ggtcaag

Val
15
Leu

Gln
Ser
Trp Ser
Glu Ile
Val

80
Ser

Arg

Leu
95
Gly Gly

Thr Val

cagctcctgg
cagtctccat
agtcaggaca
ttcctgatct
ggatctggga
tattgctgtc
atcaaacgaa
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac
acaaagagct
tccagcectga

60

120
180
240
300
360
417

60

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

338744



ccccectecca
cctccagcecte

tggaggagaa

<210> 49

<211> 236
<212> PRT
<213> Homo

<400> 49

Met Asp
1

Leu

Met

Ser Gly
Ala
35

Ile

Leu Ser

Gln Asp
50
Ala Pro
65

Pro

Lys

Ser Arg

Ile Ser Ser
Ser
115

Thr

Tyr Asp

Lys Arg
130
Glu Gln
145

Phe

Leu

Tyr Pro

Gln Ser Gly

Ser Thr Tyr
195
Glu Lys His
210
Pro

Ser Val

225

<210> 50
<211> 968
<212> DNA
<213> Homo

<400> 50

aaagatcagg
ctgctaatgce
tccetgeeeg
ctacatagta
cagctcctga
agtggatcag
gtttattact
gagattaaac
ttgaaatctg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga
gtcacaaaga

214

tcctttggeec tctgaccctt tttccacagg ggacctacce ctattgecggt 840
atctttcacc tcacccccet ccteccteett ggectttaatt atgctaatgt 900
tgaataaata aagtgaatct ttg

sapiens

Arg Val
Ala
20

Ser

Arg
Val

Ser Asn

Phe Leu

Phe Ser
85

Leu Gln
100
Leu Pro

Val Ala

Lys Ser

Pro
Cys
Gly
Tyr
Ile
70

Gly
Pro
Phe

Ala

Gly

Ala Gln

Asp Ile

Asp Arg
40
Leu Asn
55
Ser Asp

Ser Gly

Glu Asp

Thr Phe
120
Pro Ser
135

Thr Ala

150

Glu
165
Ser

Arg

Asn
180
Ser Leu

Lys Val

Thr Lys

Ala
Gln
Ser
Tyr

Ser

Lys Val

Glu Ser

Thr
200
Cys

Ser

Ala
215

Phe Asn

230

sapiens

actcctcagt
tctgggtcte
tcacccectgg
atggatacaa
tctatttggg
gcacagattt
gcatgcaacc
gaactgtggc
gaactgcctce
ggaaggtgga
gcaaggacag
aacacaaagt
gcttcaacag

tcaccttcte
tggatccagt
agagccggcce
ctatttggtt
ttctattcgg
tacactgaaa
tctacaaact
tgcaccatct
tgttgtgtgce
taacgccecctce
cacctacagc
ctacgcctge

gggagagtgt

Leu
10
Met

Leu Gly
Gln
25

Val

Thr

Thr Ile

Trp Tyr Gln

Ala Asn
75
Thr

Ser
Ser Gly
90
Ile Ala
105

Gly

Thr

Pro Gly

Val Phe Ile

Val Vval
155

Lys

Ser
Gln Trp
170
Val Thr
185

Leu

Glu

Thr Leu

Glu Val Thr
Glu

235

Arg Gly

acaatgaggc
ggggatattg
tccatctect
tggtacctgce
gcecteegggg
atcagcagag
ccgatcacct
gtcttcatct
ctgctgaata
caatcgggta
ctcagcagca
gaagtcaccc

tagagggaga

Leu Leu Leu

Gln Pro
30
Gln

Ser
Thr Cys
45
Gln Ser
60

Leu

Pro

Lys Thr

Asp Phe Ser

Tyr Cys Cys

110

Thr Lys Val
125

Phe Pro

140

Cys

Pro

Leu Leu

Val Asp Asn

Gln Ser
190
Ala

Asp
Ser Lys
205
His Gln
220
Cys

Gly

tccetgetca
tgatgactca
gcaggtctag
agaagccagg
tccectgacag
tggaggctga
tcggccaagg
tccegecatce
acttctatcc
actcccagga
ccctgacgct
atcagggcct
agtgccccecca

Leu
15
Ser

Trp
Ser

Ala Ser

Gly Lys
Val
80

Thr

Gly

Phe
95
Gln Gln

Asp Ile

Ser Asp

Asn
160
Leu

Asn

Ala
175
Lys Asp

Asp Tyr

Leu Ser

gctcctgggg
gtctccacte

tcagagcctce
acagtctcca
gttcagtggc
ggatgttggg
gacacgactg
tgatgagcag
cagagaggcc
gagtgtcaca
gagcaaagca
gagctcgccce
cctgctecte

933

60

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

338744



agttccagcce
cccctattge
attatgctaa
aaaaaaaa

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

51
239
PRT
Homo

<400> 51

Met Arg
1

Gly Ser

Leu
Ser

Val Thr Pro
35
Leu His
50

Gly

Leu
Pro Gln
65

Ser

Gly Val

Thr Leu Lys

Met Gln
115
Ile

Cys

Glu
130
Ser

Leu

Pro
145
Leu

Asp

Asn Asn

Asn Ala Leu

Ser Lys Asp

195

Ala Asp Tyr
210

Gly Leu

225

Ser

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

52
425
DNA
Homo

<400> 52
caggtacagc
acctgtgcca
cagtccccat
aatggttatg
cagttctcce
agagagaggt
gtctcctcag
accta

<210> 53
<211> 141
<212> PRT

215

tgacccecte ccatcctttg gectctgacce cttttteccac aggggaccta 840
ggtcctccag ctcatctttce acctcaccec cctectecte cttggettta 900
tgttggagga gaatgaataa ataaagtgaa tctttgcaaa aaaaaaaaaa 960

sapiens

Pro Ala

Gly I1
20
Gly

Asp

Glu Pr

Ser Asn Gl
Gl

70

Ser Pro

Pro Asp
85
Ile Ser
100
Pro

Leu Gl

Lys Arg

Glu Gln Le
15
Phe Tyr
165
Gln Ser
180

Ser

Gl
Thr
Glu

Lys Hi

Va
23

Ser Pro

sapiens

tgcagcagtc
tctccgggga
cgagaggcct
cagtatctgt
tgcagctgaa
taggggagtt
cctccaccaa

Gln

Arg

Arg

Thr

Pro

Tyr

Leu Leu

e Val Met

o Ala Ser
40
y Tyr Asn
55
n Leu Leu

Phe Ser

Val Glu

n Thr Pro
120
Val Ala

135
u Lys
0

Ser

Arg Glu

y Asn Ser
Leu
200
Val

Ser

s Lys

215
1 Thr
0

Lys

aggtccagga
cagtgtctct
tgagtggctg
gaaaagtcga
ctctgtgact
atacggtatg
gggcccatcg

Ala

Ala

Ala

Leu Leu
10

Gln

Gly

Thr
25
Ile

Ser

Ser Cys

Tyr Leu Val

Ile Leu
75
Gly

Tyr

Ser
90
Glu

Gly

Asp
105
Ile

Thr Phe

Pro Ser

Thr Ala
155
Val

Gly

Lys
170
Gln Glu
185

Ser

Ser

Ser Thr

Tyr Ala Cys

Phe Asn

235

Ser

ctggtgaagc
agcaacagtg
ggaaggacat
atgaccatca
cccgaggaca

gacgtctggg
gtcttceccce

Met Leu Trp
Ser
30

Ser

Pro Leu

Ser
45
Tyr

Arg
Trp Leu
60

Gly

Ser Ile

Ser Gly Thr

Val Val
110
Gly

Gly

Gln
125
Phe

Gly

Val
140
Ser

Ile

Val Vval

Gln Trp Lys

Val Thr Glu
190
Thr Leu
205

Val

Leu

Glu
220
Arg

Thr

Gly Glu

cctecgcagac
ctgcttggaa
actacaggtc
acccagacac
cggctgtgta
gccaagggac
tggcaccctc

Val
15
Leu

Ser
Pro
Gln Ser
Gln Lys
Ala

80
Phe

Arg

Asp
95
Tyr Tyr

Thr Arg

Phe Pro

Leu
160
Asp

Cys

Val
175
Gln Asp

Ser Lys

His Gln

Cys

cctctecactc
ctggatcagg
caagtggtat
atccaagaac
ttactgtgca
cacggtcacc
ctccaagagc

968

60

120
180
240
300
360
420
425

338744



<213> Homo

<400> 53

Gln Val
1

Thr

Gln

Leu Ser

Ala Ala
35
Gly

Ser

Leu
50
Ser

Trp

Val
65
Gln

Val

Phe Ser

Tyr Tyr Cys
Gln
115

Val

Trp Gly

Ser
130

Pro

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

54
484
DNA
Homo

<400> 54

cagctgacgc
tgcaagtcca
cagcagaaac
ggggtccctg
accctgcagg
accttcggcce
atcttccege
aataacttct

ggta

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

55
lel
PRT
Homo

<400> 55
Gln Leu Thr
1
Ala Thr Ile
Asn
35

Leu

Lys Lys
Leu
50

Phe

Lys

Arg Ser

65

Thr Leu Gln

Ser Thr Pro

Thr Val Ala

115

sapiens

Gln
5
Thr

Leu Gl
Leu
20

Trp Asn

Arg Thr

Lys Ser

70
Gln Le
85

Arg

Leu

Ala
100
Gly

Gl
Thr

Phe Pro Le

sapiens

agtctccaga
gccagaatat
caggacagcc
cccgattcag
ctgaagatgt
aagggacacg
catctgatga
atcccagaga

sapiens

Gln Ser

Asn
20
His

Cys
Leu Va
Ile Tyr

Gl
70

Gly Ser

Ala Glu
85

Pro Thr
100
Ala

Pro Se

Cys
Trp
Tyr

Arg

Thr

Pro

Lys

Trp

Asp

Phe

n Ser Gly

Ala Ile

Ile Arg
40
Tyr Arg
55
Met Thr

u Asn Ser

u Arg Leu

Val Thr
120
u Ala Pro

135

ctcectgget
tttatacagg
tcctaagetg
tggcageggyg
ggcagtttat
actggagatt
gcagttgaaa
ggccaaagta

Asp Ser

Ser Ser

1l Trp Tyr
40
Ala Ser
55
y Ser Gly

Val Ala

Gly Gln

Phe
120

r Val

216

Pro Gly Leu
10

Ser Gly

25

Gln

Asp

Ser Pro

Ser Lys Trp

Ile Pro
75

Pro

Asn
Val Thr
90

Gly Glu Leu
105
Val

Ser Ser

Ser Ser Lys

gtgtctctgg
tccagcaaga
ctcatttact
tctgggacag
tactgtcagce
aaacgaactg
tctggaactg

cagtggaagg

Ala
10
Asn

Leu Val
Gln
25

Gln

Ile

Gln Lys

Thr Arg Glu

Thr Phe
75

Tyr

Asp
Val Tyr
90

Gly Thr
105
Ile

Arg

Phe Pro

Val Lys Pro

Val Ser
30
Gly

Ser
Ser Arg
45
Tyr Asn
60
Asp

Gly

Thr Ser

Glu Asp Thr
Met
110

Thr

Tyr Gly

Ala Ser
125
Ser Thr

140

gcgagagggc
agaaccactt
gggcatctac
atttcactct
aatattatag
tggctgcacc
cctetgttgt
tggataacgc

Ser Leu Gly

Leu Tyr Arg

30
Gln

Pro Gly

45
Ser Gly Val
60
Thr

Leu Thr

Cys Gln Gln

Glu Ile
110
Asp

Leu

Ser
125

Pro

Ser Gln
15
Ser Asn

Leu Glu

Tyr Ala
Asn
80

Val

Lys

Ala
95
Asp Val

Lys Gly

caccatcaac
agtttggtac
ccgggaatcce
caccatcagce
tactccteccce
atctgtcttc
gtgcctgctg
cctccaatcg

Glu
15
Ser

Arg
Ser

Pro Pro

Pro Ala

Ile Ser
80
Tyr Tyr
95
Lys Arg

Glu Gln

60

120
180
240
300
360
420
480
484

338744



160

tctggtggce
agggcctgga
tcaagagtcg
gcgctgtgac
ttcggggagt
cagccteccac

His
15
Ile

Cys
Arg

Tyr Ser

Ile Ser

Val Thr
80
Thr Met
95
Thr Thr

Pro Leu

217
Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
130 135 140
Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser
145 150 155
Gly
<210> 56
<211> 409
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<220>
<221> misc feature
<222> (0)...(0)
223> n =4a, t, ¢, or g
<400> 56
ggcccaggac nggngaagcc ttcacagacc tgtccctcac cggcactgtc
catcagcagt ggtggttatt actggagctg gatccgccag cacccaggga
gtggattggg aacatctatt acagtgggag cacctactac aacccgtccc
agttaccata tcagtagaca cgtctaagaa ccagttctcc ctgaagctga
tgccgeggac acggccgtgt attactgtge gagagataat attactatgg
ctactacggt atggacgtct ggggccaagg gaccacggtc accgtctcct
caagggccca tcggtcttcec ccctggcace ctecctccaag agcacctat
<210> 57
<211> 136
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> VARIANT
<222> (0)...(0)
<223> Xaa = Any amino acid
<400> 57
Ala Gln Asp Xaa Xaa Ser Leu His Arg Pro Val Pro His Arg
1 5 10
Leu Trp Trp Pro Ile Ser Ser Gly Gly Tyr Tyr Trp Ser Trp
20 25 30
Gln His Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly Asn Ile Tyr
35 40 45
Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg Val Thr
50 55 60
Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ala
65 70 75
Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Asp Asn Ile
85 90
Val Arg Gly Val Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
115 120 125
Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Tyr
130 135
<210> 58
<211> 321

<212> DNA

60

120
180
240
300
360
409

338744



<213> Homo

<400> 58

tatgcagcat
acagacttca
caacaggctc
actgtggctg
actgcctctg
aaggtggata

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

59
107
PRT
Homo

<400> 59
Tyr Ala Ala
1
Ser

Gly Ser

Glu Phe
35
Gly

Asp
Thr Phe
50
Pro Ser Val
65
Thr

Ala Ser

Lys Val Gln

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

60
433
DNA
Homo

<400> 60

caggtgcagc
tcctgtgcag
ccaggcaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
cttatagcag
acggtcaccg
tccaagagca

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

61
144
PRT
Homo

<400> 61

Gln Val Gln
1

Ser Leu Arg

Gly Vval His
35
Ala Val Ile
50

218
sapiens
ccagtttgca aagtggggtc ccatcaaggt
ctctcaccat cagcagcctg cagcctgaag
acagtctcce tcggacgttc ggccaaggga
caccatctgt cttcatcttc ccgccatcectg
ttgtgtgcct gctgaataac ttctatccca
acaccctcca a
sapiens
Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro
5 10
Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
20 25
Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala
40
Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
55
Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
70 75
Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
85 90
Trp Lys Val Asp Asn Thr Leu Gln
100 105
sapiens
tggtggagtc tgggggaggc gtggtccage
cgtccggatt caccttcagt cgccatggcg
ggctggagtg ggtggcagtt atatggtatg
tgaagggccg attcaccatc tccagagaca
acagcctgag agccgaggac acggctgtgt
ttcgtccggg gtactactac tacggtatgg
tctcctcage ctccaccaag ggcccatcgg
cct
sapiens
Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val
5 10
Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
40
Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr

55

tcagcggcag
attttgcaac
ccaaggtgga
atgagcagtt
gaaaggccaa

Ser Arg Phe
Leu
30

Leu

Ser Ser
Ser
45
Thr

His
Arg Val
60

Gln

Leu Lys

Tyr Pro Arg

ctgggaggtc
tgcactgggt

atggaagtaa
attccaagaa
attactgtgc

acgtctgggg
tctteccect

Val Gln Pro

Thr Phe Ser
30
Gly Leu Glu
45
Tyr Ala Asp
60

tggatctgga
ttactattgt
aatcaaacga
gaaatctgga
agtacagtgg

Ser
15
Gln

Gly
Pro

Pro Arg

Ala Ala

Ser Gly
80

Lys Ala

cctgagactc
ccgccaggct
taaatactat
cacgctgtat
gagaggaggc
ccaagggacc
ggcaccctcce

Gly Arg
15

Arg His
Trp Val

Ser Val

60

120
180
240
300
321

60

120
180
240
300
360
420
433

338744



Lys
65
Leu

Gly Arg

Gln Met

Ala Arg Gly

Met Val
115
Gly

Asp
Thr Lys
130

<210> 62

<211> 471
<212> DNA
<213> Homo

<400> 62

gaaatgcagc
atcacttgcce
gggaaagccce

aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaagg
tctgatgagce
cccagagagg

<210> 63
<211> 157
<212> PRT
<213> Homo

<400> 63

Glu Met
1

Asp

Gln

Arg Val

Leu Asn Trp
Ala
50

Gly

Tyr Ala

Ser Ser
65
Glu

Asp Phe

Thr Phe Gly
Val
115

Ser

Pro Ser

Thr Ala
130
Val

Lys Gln

145

<210> 64

<211> 424
<212> DNA
<213> Homo

Phe Thr Il
70
Ser Le
85

Leu

Asn
Gly I1
100
Trp Gly Gl

Pro Ser Va

sapiens

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct

gcagtggatc
caacttacta
tggagatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca

sapiens

Leu Thr Gl
Thr
20

Tyr

Ile

Gln Gl

Ser Ser Le

Gly Thr
70
Ala Thr
85
Gly Gly
100
Phe Tle

Val Vval

Va
15

Trp Lys

sapiens

Thr

Asp
Tyr
Thr
Phe

Cys

e Ser Arg

u Arg Ala

e Ala Val

Thr
120
Pro

n Gly

1l Phe
135

tccatcectcece
gagcattagc
gatctatgct

tgggacagat
ctgtcaacag
acgaactgtg
tggaactgcc
gtggaaggtg

n Ser Pro

Cys Arg

Pro
40
Ser

n Lys

u Gln
55
Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

Pro
120
Leu

Pro

Leu
135
1 Asp
0

Asn

Asp

Arg

Ala

Asn

Ala

219

Ser
75
Thr

Asn
Glu Asp
90

Pro Gly
105
Thr

Val Thr

Leu Ala Pro

ctgtctgcat
agctatttaa
gcatccagtt

ttcactctca
agttacagta
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgccc

Ser Leu
10

Ser

Ser

Gln
25
Gly

Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile
75

Ser

Leu
Gln Gln
90
Glu Ile
105

Ser

Lys
Asp Glu
Asn Phe

Gln
155

Leu

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Tyr Tyr Tyr

110

Val Ser Ser
125

Ser Ser

140

Lys

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg

ccatcagcag
cccegceteac
ctgtcttcat
gcctgctgaa
tccaatcggg

Ser Ala Ser

Ile Ser
30

Leu

Ser

Pro Lys

Ser Phe
60

Ser

Arg

Ser Leu

Tyr Ser Thr

Thr Val
110
Lys

Arg
Gln Leu
125
Tyr Pro
140
Ser

Arg

Gly

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95
Tyr Gly

Ala Ser

Ser Thr

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca

tctgcaacct
tttcggcgga
cttccecgeca
taacttctat
t

Val
15
Ser

Gly
Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Leu
95
Ala Ala

Ser Gly

Glu Ala

60
120
180

240
300
360
420
471
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<400> 64
tgtccaggtg
ctcacctgca
atccgeccage
acctactaca
cagttctcce
agagatggaa
accacggtca
ttca

<210> 65

<211> 141
<212> PRT
<213> Homo

<400> 65
Cys Pro Gly
1
Gln Thr Leu
Thr
35

Trp

Gly Gly
Glu
50

Ser

Leu

Pro Leu

65

Gln Phe Ser

Tyr Tyr Cys

Gly Met Asp
115
Thr Lys

130

Ser

<210> 66

<211> 436
<212> DNA
<213> Homo

<400> 66

gcatctgtag
ttaaattggt
agtttgcaaa
ctctccatca
agtatcccte
ccatctgtcet
gtgtgecctge
gcccteccaat

<210> 67

<211> 145
<212> PRT
<213> Homo

<400> 67

cactgcagga
ctgtctectgg
acccagggaa
acccgteccct
tgaagctgag
ttactatggt
ccgtctecte

sapiens

Ala Leu

Ser Leu
20
Tyr Tyr

Ile Gly

Lys Ser

Leu Lys
Ala
100
Val

Arg
Trp

Gly Pro

sapiens

gagacagagt
atcagcagaa
gtggggtcce
gcagtctgca
ggacgttcgg
tcatcttccc
tgaataactt

cgggta

sapiens

Gln
Thr
Trp
Tyr
Arg
70

Leu
Asp

Gly

Ser

gtcgggecca
tggctccatc
gggcctggag
caagagtcga
ctctgtgact
tcggggaatt
agcctccacc

Glu Ser

Cys Thr

Ile Trp
40
Ile Tyr
55
Val Thr

Ser Ser

Gly Ile

Gln Gly
120
Val Lys
135

caccatcact
accagggaaa
atcaaggttc
acctgaagat
ccaagggacc
gccatctgat
ctatcccaga

220

ggactggtga
agcagtggtg
tggattgggt
gttaccatat
gccgcggaca
agcgggggca
aagggcccat

Pro
10
Ser

Gly Gly
Val
25

Ile

Gly

Arg Gln

Tyr Ser Gly
Val
75

Ala

Ile Ser

Val Thr
90

Thr Met Val
105
Thr

Thr Val

Gly Pro Ser

tgccgggcaa
gcccctaage
agtggcagtg
tttgcaactt
aaggtggaaa
gagcagttga
gaggccaaag

ggccttcaca
gtacttacta
acatctatta
cagtagacac
cggccgtgta
tggacgtctg
cggtcaaggg

Leu Val Arg
Ile
30

Gly

Gly Ser
Pro
45

Thr

His

Ser
60
Asp

Tyr

Thr Ser

Ala Asp Thr
Ile
110

Ser

Arg Gly

Thr Val
125
Val Phe

140

gtcagagcat
tcctgatcta
gatctgggac
acttctgtca
tcacacgaac
aatctggaac
tacagtggaa

gaccctgtce
ctggatctgg
cagtgggagce
gtctaagaac
ttactgtgcg
gggccaaggg
cccatcggte

Pro Ser
15
Ser Ser

Lys Gly

Tyr Asn
Asn
80

Val

Lys

Ala
95
Ser Gly

Ser Ala

tagtagtcat
tgctgcttce
agatttcact
acagagttac
tgtggctgca
tgcctectgtt
ggtggataac

Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser

1

5

10

15

Ile Ser Ser His Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro

20

25

30

60

120
180
240
300
360
420
424

60

120
180
240
300
360
420
436
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Leu
35
Ser

Lys Leu
Phe
50

Leu

Arg
Ser Gln
65

Ser

Ile Pro

Thr Val Ala
Ser
115

Glu

Leu Lys

Pro Arg
130
Gly
145

<210> 68
<211> 417
<212> DNA
<213> Homo

<400> 68

cagctgcagc
gccatctceg
ccatcgagag
tatgcagtat
tccectgcage

aggttagggg
tcagcctcca

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

69
139
PRT
Homo

<400> 69
Gln Leu Gln
1
Ser

Leu Thr

Ala Asn
35
Thr

Trp
Gly Arg
50
Val Lys
65

Ser

Ser

Leu Gln

Cys Ala Arg

Gln Thr
115
Pro

Gly
Val Phe
130

<210> 70
<211> 384
<212> DNA

Ile Tyr Al

Gly Ser Gl

Pro Glu
70
Thr
85
Pro

Arg

Ala
100
Gly

Se

Thr Al

Ala Lys Va

sapiens

agtcaggtcc
gggacagtgt
gccttgagtg
ctgtgaaaag
tgaactctgt
agttatacgg
ccaagggccce

sapiens

Gln Ser Gl

Cys Ala Il
20
Trp Ile

Tyr Tyr

Arg Met

70
Asn Se
85

Arg

Leu

Glu
100
Met

Le

Val

Leu Ala

Asp

Phe

Arg
Arg

Thr

Thr

Pro

a Ala Ser
40
y Ser Gly
55
Phe Ala

Gly Gln

r Val Phe

Val
120
Trp

a Ser

1l Gln
135

aggactggtg
ctctagcaac
gctgggaagg
tcgaatgacc
gactcccgag
tatggacgtc
atcggtcettce

y Pro Gly

e Ser Gly

Gln Ser
40
Ser Lys
55
Ile Asn

r Val Thr

u Gly Glu

Val Ser
120
Ser Ser

135

221

Ser Leu Gln

Thr Asp Phe

Thr Phe
75

Lys

Tyr

Thr
90
Phe

Gly

Ile
105
Val

Pro

Cys Leu

Lys Val Asp

aagccctcge
agtgctgctt
acatactaca
atcaacccag
gacacggctg

tggggccaag
cccectggcac

Val
10
Ser

Leu Lys

Asp Val
25
Pro

Ser Arg

Trp Tyr Asn
Thr
75

Asp

Pro Asp
Glu
90

Tyr

Pro

Leu
105
Ser

Gly

Ala Ser

Lys Ser Thr

Ser Gly Val
45

Thr Leu

60

Cys

Ser

Gln Gln

Val Glu Ile

Pro Ser Asp
110
Asn Asn
125

Ala

Leu
Asn Leu
140

agaccctctc
ggaactggat
ggtccaagtg
acacatccaa
tgtattactg
ggaccatggt
cctccteccaa

Pro Ser Gln
Asn
30

Glu

Ser Ser

Leu
45
Tyr

Gly

Glu
60
Ser

Ala

Lys Asn

Thr Ala Val
Val
110

Gly

Met Asp

Thr Lys

125

Pro Ser

Ile Ser

Ser Tyr
Thr
95
Glu

Arg
Gln

Phe Tyr

Gln Ser

actcacctgt
caggcagtcc
gtataatgaa
gaaccagttc
tgcaagagag
caccgtctce
gagcacc

Thr
15
Ser

Leu
Ala

Trp Leu

Val Ser

Gln Phe
80
Tyr Tyr

Trp Gly

Pro Ser

60

120
180
240
300
360
417
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<213> Homo

<400> 70

ctgcaagtcce
taccagcaga
tccggggtece
agcagcctgce
cccacctteg
ttcatcttcc
ctgaataact

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

71
128
PRT
Homo

<400> 71
Leu Gln Val
1
Phe

Leu Cys

Met Tyr Trp

35

Gly Ser Gly
50

Ala Glu

65

Pro

Asp

Thr Phe

Ala Pro Ser

Thr Ala

115

Gly

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

72
425
DNA
Homo

<400> 72
caggtacagc
acctgtgcca
cagtccccat
aatgaatatg
cagttctcce
agagagaggt
gtctcctcag
accta

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

73
141
PRT
Homo

<400> 73

sapiens

agccagagtg
aaccaggaca
ctgaccgatt
aggctgaaga
gccaagggac
cgccatctga
tctatcccag

sapiens

Gln Pro Gl

Trp Tyr Gl

Ala Ser Il

Ser Gly

Val Ala Va
70
Gln Gl
85

Phe

Gly

Val Il
100

Ser Val Va

sapiens

tgcagcagtc
tctccgggga
ggagaggcct
cagtatctgt
tgcagctgaa
taggggagtt
cctccaccaa

sapiens

Thr

tctttataca
gcctcctaaa
cagtggcagc
tgtggcagtt
acgactggag
tgagcagttg
agag

u Cys Leu

n Gln Lys
Glu
40

Phe

e Arg

Asp
55
1l Tyr Tyr

y Thr Arg

e Phe Pro

Leu
120

1 Cys

aggtccagga
cagtgtctct
tgagtggctg
gaaaagtcga
ctctgtgact
atacggtatg
gggcccatcg

222

gtgtccgaca
ctgctcatgt
gggtctggga
tattactgtce
attaaacgaa
aaatctggaa

Thr
10
Gly

Tyr Val

Pro Gln
25
Ser

Gly Val

Thr Leu Thr

Gln Gln
75
Ile

Cys

Glu
90
Ser

Leu

Pro Asp
105

Leu Asn Asn

ctggtgaagc
agcaacagtg
ggaaggacat
atgaccatca
cccgaggaca

gacgtctggg
gtcttceccce

agaacaactt
actgggcatc
cagatttcac
agcaatatta
ctgtggctgce
ctgecctetgt

Ser Asp Lys

Pro Pro Lys

Pro Asp
45
Ser

Arg

Ile
60
Tyr

Ser

Tyr Ser

Lys Arg Thr

Glu Gln Leu
110

Phe Tyr Pro

125

cctecgcagac
ctgcttggaa
actacaggtc
acccagacac
cggctgtgta
gccaagggac
tggcaccctc

cttatgttgg
tatccgggaa
tctcaccatc
tagtactcct
accatctgtce
tgtgtgecctg

Asn Asn
15
Leu Leu

Phe Ser

Leu Gln

Thr Pro
80
Val Ala
95

Lys Ser

Arg Glu

cctctecactc
ctggatcagg
caagtggtat
atccaagaac
ttactgtgca
cacggtcacc
ctccaagagc

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln

1

5

10

15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Ile Ser Gly Asp Ser Val Ser Ser Asn

20

25

30

60

120
180
240
300
360
384

60

120
180
240
300
360
420
425
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Ala Ala
35

Gly

Ser

Leu
50
Ser

Trp

Val
65
Gln

Val

Phe Ser

Tyr Tyr Cys
Gln
115

Val

Trp Gly

Ser
130

Pro

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

74
487
DNA
Homo

<220>
<221>
<222>
<223>

misc_
(0) ..
n=a

<400> 74

atgcagctga
aactgcaagt
taccagcaga
tccggggtece
agcagcctgce
cccacctteg
ttcatcttcc
ctgaataact
tcgggta

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

75
162
PRT
Homo

<400> 75
Met Gln Leu
1

Arg Ala Thr

Asn Lys Lys

35

Pro Lys Leu

50
Asp Arg Phe
65
Ser

Ser Leu

Tyr Ser Thr

Thr Val
115
Lys

Arg

Gln Leu

130

Trp Asn

Arg Thr

Lys Ser

70
Gln Le
85

Arg

Leu

Ala
100
Gly

Gl
Thr

Phe Pro Le

sapiens

feature
. (0)

, t, ¢, or

cncagtctce
ccagccagaa
aaccaggaca
ctgaccgatt
agactgaaga
gccaagggac
cgccatctga
tctatcccag

sapiens

Thr Gln Se
Ile
20

Asn

Asn

Phe Le

Leu Ile
Se
70
Gl

Ser Gly

Gln Thr

85

Pro Pro Th

100

Ala Ala Pr

Ser Gly Th

Trp
Tyr

Arg

Thr

Cys

Tyr

Ile Arg
40
Tyr Arg
55
Met Thr

u Asn Ser

u Arg Leu

Val Thr
120
u Ala Pro

135

agactccctg
tgttttatac
gcctcctaag
cagtggcagc
tgtggcagtt
acgactggag
tgagcagttg
agaggccaaa

r Pro Asp

Lys Ser

u Val Trp
40
Trp Ala
55
r Gly Ser

u Asp Val

r Phe Gly
Val
120
Ser

o Ser

r Ala
135

Ala

223

Gln Ser Pro

Ser Lys Trp

Ile Pro
75

Pro

Asn
Val Thr
90

Gly Glu Leu
105
Val

Ser Ser

Ser Ser Lys

gctgtgtcte
aggtccaaca
ctgctcattt
gggtctggga
tattactgtce
attaaacgaa
aaatctggaa
gtacagtgga

Leu Ala
10

Gln

Ser
Ser Asn
25

Tyr

Gln Gln

Ser Ile Arg

Gly Thr Asp

75

Val Tyr
90

Gln Gly

105

Phe

Thr

Ile Phe

Val Val Cys

Trp Arg
45

Asn

Gly
Tyr Glu
60
Asp

Thr Ser

Glu Asp Thr
Met
110

Thr

Tyr Gly

Ala Ser
125
Ser Thr

140

tgggcgagag
agaagaactt
actgggcatc
cagatttcac
agcaatatta
ctgtggctgce
ctgecctetgt
aggtggataa

Val Ser Leu

Val Leu Tyr
30
Pro Gly
45

Ser

Lys

Glu
60
Phe

Gly

Thr Leu

Tyr Cys Gln
Glu
110

Ser

Arg Leu

Pro
125
Leu

Pro

Leu Asn

140

Leu Glu

Tyr Ala
Asn
80

Val

Lys

Ala
95
Asp Val

Lys Gly

ggccaccatce
cttagtttgg
tatccgggaa
tctcaccatc
tagtactcct
accatctgtce
tgtgtgecctg
cgceccteccaa

Gly Glu
15
Arg Ser

Gln Pro

Val Pro

Thr Tle
80
Gln Tyr
95
Ile Lys

Asp Glu

Asn Phe

60

120
180
240
300
360
420
480
487

338744



338744

224

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
145 150 155 160
Ser Gly

<210> 76

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Flag Tag

<400> 76
gattacaagg atgacgacga taag 24

<210> 717

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Control sequence

<400> 77
aagggacgaa gacgaacacu uctt 24

<210> 78
<211> 23
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Control sequence

<400> 78
aactgaagac ctgaagacaa taa 23



225

PATENTKRAYV

1. Monoklonalt antistoff eller et antigenbindende fragment derav,

karakterisert ved at det omfatter et antigenbindingssete som binder spesifikt til et
PSCA protein omfattende aminosyresekvensen SEKV ID NR: 2 og hvor det monoklonale
antistoffet omfatter aminosyresekvensen til Vu regionen av SEKV ID NR: 47 og VL regionen

av SEKV ID NR: 51.

2. Monoklonalt antistoff eller antigenbindende fragment derav ifelge krav 1,
karakterisert ved at det monoklonale antistoffet er produsert av hybridomen
deponert under American Type Culture Collection (ATCC) Accession No. PTA-6701.

3. Antistoff eller fragment ifelge krav 1 eller2, karakterisert ved at
fragmentet er et Fab, F(ab’),, Fv eller Sfv fragment.

4. Antistoff eller fragment ifalge et hvilket som helst av kravene 1, 2 eller 3,
karakterisert ved at antistoffet eller fragmentet blir koblet til en detekterbar

marker, et toksin, et terapeutisk middel eller et kjemoterapeutisk middel.

5. Hybridom,karakterisert ved at denproduserer det monoklonale antistoffet

ifelge krav 1 eller 2.

6. Hybridom ifglge krav S, karakterisert ved at hybridometer deponert under
American Type Culture Collection (ATCC) Accession No. PTA-6701.

7. Polynukleotid, karakterisert ved at det koder for en sekvens som omfatter

en lettkjede variabel region av antistoffet ifglge et hvilket som helst av kravene 1, 2 eller 3.

8. Polynukleotid ifelge krav 7, karakterisert ved at detkoder for den lette

kjeden av antistoffer ifelge et hvilket som helst av kravene 1, 2 eller 3.

9. Peptid, karakterisert ved at detkoder for en sekvens som omfatter en

tungkjede variabel region av antistoffet ifelge et hvilket som helst av kravene 1, 2 eller 3.
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10.  Polynukleotid ifelge krav 9, karakterisert ved at detkoder for den tunge

kjeden av antistoffet ifglge et hvilket som helst av kravene 1, 2 eller 3.

11.  Vektor,karakterisert ved at den omfatter polynukleotidet ifglge krav 7,
krav 9 eller begge.

12. Celle, karakterisert ved at den er transfektert med vektoren ifelge krav 11.

13.  Fremgangsmate for produsering av et antistoff eller et antigenbindende fragment
derav,karakterisert ved at den omfatter:

dyrking av en celle, hvor:

(a) cellen er blitt transfektert med en vektor som omfatter et polynukleotid ifelge krav
7 som koder for en sekvens som omfatter en lettkjede variabel region og en vektor som
omfatter et polynukleotid ifelge krav 9 som koder for en sekvens som omfatter en tungkjede
variabel region; eller

(b) cellen er blitt transfektert med en vektor som omfatter bade et polynukleotid ifalge
krav 7 som koder for en sekvens som omfatter en lettkjede variabel region og et polynukleotid
ifglge krav 9 som koder for en sekvens som omfatter en tungkjede variabel region;

hvorved antistoffet eller et antigenbindende fragment derav blir produsert.

14.  Farmaseytisk sammensetning, karakterisert ved at den omfatter
antistoffet, eller Fab, F(ab’)2, Fv eller Sfv fragmentet derav ifelge et hvilket som helst av
kravene 1 til 4.

15.  Farmaseytisk ssmmensetning ifglge krav 14, karakterisert ved

at sammensetningen er for behandling av kreft.

16.  Farmaseytisk sammensetning ifelge krav 15, karakterisert ved

at kreften er prostata, pankreas, blere, nyre, kolon, lunge, eggstokk eller brystkreftcelle.
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17. Anti-cancermiddel for redusering av tumorvekst, karakterisert ved at
nevnte anti-cancermiddel omfatter en kombinasjon av antistoffet, eller antigenbindende

fragment derav ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 3 og et kjemoterapeutisk middel.

18. Anti-cancermiddel ifglge krav 17, karakterisert ved at tumoren eren

prostata, pankreas, blere, nyre, kolon, lunge, eggstokk eller brystkrefttumor.

19. Anti-cancermiddel ifglge krav 17, karakterisert ved at nevnte antistoff
eller fragment blir koblet til en detekterbar marker som er en radioisotop, en metall chelator,
et enzym, en fluorescence forbindelse, en bioluminiscence forbindelse eller en

kjemiluminiscence forbindelse.

20.  Anti-cancermiddel ifelge krav 19, karakterisert ved at radioisotopen er

212Bi, 1311’ 131111, 90Y, 186Re, 211At, 1251’ 188Re, 153Sm’ 213Bi, 32P eller Lu.

21. Anti-cancermiddel ifglge krav 17, karakterisert ved at det
kjemoterapeutiske middelet er ricin, ricin A-kjede, doxurubicin, daunorubicin, et
maytansinoid, taxol, etidiumbromid, mitimycin, etoposid, tenoposid, vincristin, vinblastin,
colchicine, dihydroksy antracin dion, aktinomycin, difteri toksin, Pseudomonas exotoksin
(PE) A, PE40, abrin, abrin A kjede, modeccin A kjede, alfa-sarcin, gelonin, mitogellin,
retstriktosin, fenomycin, enomycin, curicin, crotin, calicheamicin, sapaonaria officinalis
inhibitor, glukokortikoid, auristatiner, auromycin, yttrium, bismut, combrestatin,

duokarmyciner, dolostatin, cc1065 eller et cisplatin.

22. Anvendelse av et antistoff eller antigenbindende fragment derav ifglge et hvilket som
helst av kravene 1 til 4 for fremstilling av et medikament for anvendelse i en fremgangsmate
for hemming av veksten av en cancercelle som uttrykker et PSCA protein som omfatter
aminosyresekvensen SEKV ID NR: 2 i et individ.

23. Anvendelse ifalge krav 22, hvor antistoffet eller det antigenbindende fragmentet derav

er koblet til et cytotoksisk middel eller en detekterbar marker.
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24.  Anvendelse ifglge krav 23, hvor nevnte antistoff eller fragment er koblet til en
detekterbar marker som er en radioisotop, en metall chelator, et enzym, en

fluorescensforbindelse, en bioluminiscensforbindelse, eller en kjemoluminiscensforbindelse.

25.  Anvendelse ifglge krav 24, karakterisert ved at nevnte radioisotop er

212Bi, 1311’ 131111, 90Y, 186Re, 211At, 1251’ 188Re’ 153Sm’ 213Bi, 32P eller Lu.

26. Anvendelse ifalge krav 25, hvor det cytotoksiske middelet er ricin, ricin A-kjede,
doxurubicin, daunorubicin, et maytansinoid, taxol, etidiumbromid, mitimycin, etoposid,
tenoposid, vincristin, vinblastin, colchicine, dihydroksy antracin dion, aktinomycin, difteri
toksin, Pseudomonas exotoksin (PE) A, PE40, abrin, abrin A kjede, modeccin A kjede, alfa-
sarcin, gelonin, mitogellin, retstriktosin, fenomycin, enomycin, curicin, crotin, calicheamicin,
sapaonaria officinalis inhibitor, glukokortikoid, auristatiner, auromycin, yttrium, bismut,

combrestatin, duokarmyciner, dolostatin, cc1065 eller et cisplatin,

27. Anvendelse ifglge et hvilket som helst av kravene 22 til 26, hvor kreftcellen er en

prostata, pankreas, blere, nyre, kolon, lunge, ovarie eller brystkreftcelle.
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Figure 1:

Figar 1A. cDNAet (SEKV ID NR: 1) og aminosyresekvensen (SEKV ID NR: 2) for PSCA-v.1. Kozak-sekvensen
er vist i-halvfet, startmetioninen er undcrlmjet. Den #pne leserammen strekkerseg aver nuklemsym 18-389 omfattende
'mnmmmdmwt

B MKAVLLALLHAGLAL o
EY agggagaggcagtgaccnmcmmcmmmcc _ o .

"'-1;‘6.' opc'ranz.cvscxaovsu"_"'.:,
61 mammmmmmnmmmmmm;_ BT A

: ‘36 1@V B N C® QL G EQC W AriTTRON L
S mmwmmammamm&mnm;f
.56 V.G L, L MV I.$ X6 C SLIN €, v o ipisg.
L __.:'131 cnmmmmammmcmcmmmmcw
a6 lpLYey vie kLK NI ce D T pUL e
2 mwawacmmmcammmmcmmmm»mu .
" 6 AH R Q. PUACA ATV L AL LA Lo

E '3 01 Gcecsccccmccccmcmccoccmcccccmccmsmcmcmmmcc -
Laae WGP 6L QALK . B ..
_ "361 TGCTGC'M‘!'GGGGACCCGGCCAGCTATAchtctggggggccccgctgcageccacact.gj ;
y -::.;',421 ggtgtggtgccccaggcctctgtgccactcctcacagaacctggcccagtgggagcctgr.';._ .
"'l,?48_?cctggttcctgaggcacaccctaa"'c‘:gtttg ccacgtatgtttgcaccccttttcc“;‘

) . 731 acaggcaat"_aggagggcccagtaaaggczgagatgaagt.ggacl:gagl:agaaﬂ:ggagg"”
Ly _841. i i::aagag;tgacgt:gagttcctgggagr.ttccagagal:ggggcctggaggcctggaggaa
- ;"901 ggggccagqcctcacatttgcggggct.cccgaatggcagcctgagcacagcgtaggccct

E 1 &taataaacacctgttggataagccauaaa

Figer 1B. cDNAet (SEKYV ID NR: 3) og aminosyresekvensen (SEKV ID NR: 4) for PSCA-v.2. Kozak-sekveasen
er visti halvfet, startmetioninea er underlinjet. Den &pne Jeserammen strekker seg over nukleinsyre 56-427 omfattende
”Tinﬁiflr“:";:;'i:'ﬁﬁi; . : Sl P
-1 t:ttga.ggccatataaagccacr:!:gaggccctccccaccacagcccaccagcgg_ eh‘rm_j'f'. :?.‘
3AVLLALLMAGLuz.opc'rax.z.,,j_,/’,f
61 socmmcmccmmmcecm@cmccccmcmccmccwmcccm"
23CYSCKAQVSNBDCLQVENCT‘-E:I'
121 G'IGCTAC'I'CC‘I'GCAAAGCCCAGG’!‘GAGCMCGAGGACTGCCTGCAGGTGGAGAACTGCAC'_
QLGEQCWTARIRAVGLLTVI
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181 mmmmcmm&mmccmr
63 S K. C S L N C'VD DS QDY XY G KK
241 mmmmcmawmmmmmmmmmmm@cueu
83N ILT L C DT DL €N RS GUALMIALL '
301 -=¢cucnmccwcmmacacccwﬁiemcuceccmccaeccccamcccmc
. 103 .
- 361 G
123 )
i 4&1 |
a8l
'..,541'
601
_661f
3' ."1'2:"1_:l:caggcacctcttcccccaggaagcc. __c 1 cat
- '~'7'8:_l.‘ tct:ggtccgtggtgtcccccgcacccagcaggggacaggcaetcaggagg'
ear s e
901 gt
i 961:E

Fignr 1C. cDNAet (SEKV ID NR: 5)0g amnosymekvenm (SEKV ) 1)) NR' 6) for PSCA-v.S. Kozak-sekvensen
er vist i halvfet startmetioninen er underlinjet. Den &pne Jeserammen strekker seg over lml:lemsym 423-707
omfauende stoppkodonet.

.41'cccpueparsrnnpvn
i 54Y 'rc'ch-rcc'rGrrrccamscccmcArrc'rccacccrraacccmccwmscmcmr. -

Ty PQEAFPAHPIYDLSQVK‘S:\‘?_”
601 chcccascmcccmcc'rscccnccccxrcmmcmacccn@srcmmcéfec -
%u‘spnpsnGQALnnan# :
661 'I'GTCCCCCGCACCCAGCAGGGGACAGGCAC’I‘CAGGAGGGCCCGGTAAaggct.gagatgaa .
721 gtggacI:gagtagaactggaggacaggagtcgacgtgagctcctgggagtctccagagar.

2
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781 ggggcctggaggcctggaggaaggggccaggcctcacattcgtggggctccctgaatggc .
841 agcctcagcacagcgtaggccct.taataaacacctgttggataagcca

Figur ID. cDNAet (SEKV ID NR: 7) og aminosyresekvensen (SEKY ID NR: §) for PSCA-v.4. Startmetioninen er
underlm_;et. Den Apne leserammen strekker seg over nuklemsym 424-9993 omfattende smppkodonet.

’ '"1-"' gacagtgaaccctgcgctgaaggcgttggggctcctgcagttctggggcagccacaggcg‘ A

61 cccagggttr.cgl:gccgatcagcccaggacggtcl:tcccg’tgcagtttctgatgcggggf-'-_
"1 2_1 _ agggcagtgcl:gcct t.c:cggtcaccaggaccagt:gctcagcccgcctgcttgaccccctti3 .
- 181 _acttagctggggtccaat.ccatacccaatttagatgattcagacgatgggatttgaaact.: .
C 241 I':tttgaactgggtgcgactt‘.aagcactgccc tgctgtgctact:cctgcaaagcccagg tga -
301 gcaacgaggactgcctgcaggtggagaactgcacccagctgggggagcagtgctggaccg; 3
’ 3'61 ' cgcgcatccgcgcagttggcc tcctgaccgI:catcagcaaaggct.gcagcttgaactgcg .
RS n'rnn-r_'r-rwannfrsaav-rp'r_'
o421 t:ggA'I'GAC‘I'CACAGGACTACTACGTGGGCAAGAAGAACATCACGTGCTGTGACACCGACT::_'
_"_igo'f'ca'rpacpupcsn '.i.jppsnacs
481 TG‘K%CAACGCCAGCGGGGCCCATGCCCTGCAGCCGGCWCGCCATCCTNCGC?G?I‘CQ’T
"4-_6'.1.Hsaccscnpasvax.wsaéx. ;
ROREYTY ’CTGCAC'I'CGGCC’!‘GCTGCTC‘I‘GGGGACCCGGCCAGCTATAGGC'I‘CTGGGGGGCCCCGCTG_
"';-ﬁq"_:-o BT L 6V v_p--lq A S v_:p.'-r, LT R PA 'Q" '

601 ,-;caGcccacncmecmmcmccccmccc'rcmmccmrccmAcacaccccccccnc:I E

" 66!
.106_':
721 60
| 781 ca
140 MY
| Biif
::' :" 160 '
1 sox ece

’ ) . .96.1_-' AGCAGGGGACAGGCACTCAGGAGGGCCCGGTAA&QQC tgagatgaagtggactgagtaga . ‘I ;,f,

' 'm_z; actggaggacaggagtcgacgtgagttcctgggagtctccagagatggggcctggaggcc".;7‘ _

1081 tggaggaaggggccaggcctcacat t.cgl:ggggctccctgaatggcagcct:cagcacagc'_': .-
1141 gtaggcccttaataaacacctgr.tggataagcca & oo o

Figur 1E. cDNAet (SEKV ID NR: 9) og aminosyresekvensen (SEKV ID NR: 10) for PSCA-v.S. sMomnén er

undgrlinjei. Den ipne leserammen strekker seg over nukleinsyle 910-1479 omfattende sloppkoﬂonet.

1 gacagtgaaccctgcgctgaaggcgttggggcl'.cctgcagttctggggcagccacaggcg
61 cccagggt t:tcgtgccgatcagcccaggacggtcttcccgg tgcagtttcetgatgegggy -

3
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121.agggcaétgctgccttcéggﬁcaccéggaccagtgctcdgéccgectgctﬁgéeéccctt N
iel acttagctggggtccaatccatacccaatttaga:gattcagacgatgggatttgaaact3"
“2ii”tttgaactgggtgcgacttaagcactgccctgctgtgctactcctgcaaagcccaggtga
'-3013gcaacgaggactgcctgcaggtggagaactgcacccagctgggggagcagtgctggaccgf 
: 361 cgcgcatccgCQagtggggggacgacagccgccaggcctaggtctccgccactgaactat. 1,
Aﬁ;ftaatctttctggccatctgtccgcatctgtgtgctgttttccttccacctgtccccgacc,'_'“
. 481ncgtcccgcacctgcacccccaacaatcacccagcatctgtccctccagccatcctcctcc1'
_541;atctgccactcctccactcatctgtccctccccatcctccatcttccactcctccaccca '
'f601?tctgtccctccccatccctgagctcacttactcactcaccccatttctgacgctcagcgg3;7”
.GGijgtggtccatctgcctcggacatctggatagggctgagaccagggccgagaccaggccctc;
'731_gcactgcttgcaatcctgaggccagcccagggggactctagagcattaggcagggtggga _
: 181 caggaggaggcctggggcaggtcaggcaggtgagcacacagggcagccccatccccggatf B
'-8‘1fcccgccgctccccaggcgeagttggcc:cctgaccgtcatcagcaaaggctgcagcttga;,?_
Ty e RO RN WA RTE T S RURLw R
Qor:ac:gcgcggATGAcTCAcAGGAcracTACGTGGGCAAGAAGAACATCAccwccwemcaca“;;
18P M C AT P.A G P M.PC S RLPPF S EL/R. .
96i.CCGACTTGTGCAACGCCAGCGGGGCCCATGCCCTGCAGCCGGCTGCCGCCATCCTTGCGC:::fv
D 387¢ s L, WIS MG C 8 G D P AS Y RILIWSE K,
: 1p21[chwcccwccacwcceccwccmecwcTGGseacccccccaccTATAGGCTCTGGGGGGCCﬁ-‘:?

"T'1oe1ﬁ

'-98yv c! A p v p H BT n p e M Ly -
- 1#01icTcwcccccccwcrcccccacccrGacccwcccarcccccmcwccnscacwcccaccccsf

' 5-i441QGcacccascaccccacaeccA:TCAGGAGGGCCCGGTAAaggctgagatgaagtggaccg5_3?
1591?agtagaactggaggacaggagccgacgtgagttcctgggagcctccagagatggggcctg.; Lt
B L5‘;ggaggcctggaggaaggggccaggcctcacattcgtggggctccctgaatggcagcctcag~'

1621 cacaacctaaacccttaataaacacctqttqaataaacca

Figur 1F. cDNAet (SEKV ID NR: 11) og annnnsyresekvensen (SEKV ID NR: 12) for PSCA-V.G. Kozak—sekvmsen
er vist i halvfet, startmetioninen er underdinjet, Den #pne leserammen strekker seg over nuklemsyrc 83-427 omfattende
stoppkodonet. .
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1 tttgaggccar.a.r.aaagtcacctgaggccctctccat:cacagcecaccagtgaccatgaa

61

1
12
34
181
54
241

74

- 301

24 -

361
114

421

481

541
601
661
721
'-t ctggtccgtggtgt cccccgcacccagcaggggacaggcactcaggagggcccggtaaa 375
"ggctgagatgaagtggactgagtagaactggaggacaggagtcgacg tgagttccr.ggga
901y .
'l:ccctgaatggcagcctcagcacagcgt.aggcccttaataaacacccgttggataagcca . .

781
. 841

_9-61

M&GLALQPGTALL

ggctgtgctgcttgccctgttg&’l@@CAGGCT’M@CCCTGCAGCCAGGCACMCCTGCT:, ’
cvscanvsnzncnovsncr"
GTGCTACTCCTGCAAAGCCCAGGTGAGCAACGAGGACTGCCTGCAGGTGGAGAACTGCAC -
QLGEQCWTARIRAVGLLTVI'_"

CCAGCTGGGGGAGCAGTGCNGACCGCGCGCA’I‘CCGCGCAG‘I‘I‘GGCC‘I‘CCTGACCG'I'CAT
SKGCSLNCVDDSQDYYVGKK

CAGCBAAGGCTGCAGCWMCTGCGNGATGACTCACAGGACTACTACGTGGGCAAGM,
NITCCDTDLCNASGRH&LQP'_
GAACA'I‘CACGTGCTGTGACACCGAC’I‘PGTGCMCGCCAGCGGGGCCCATGCCC’!‘GCAGCC s

AAAIL&LLPALGLLLWGPGQ

GGCTGCCGCCATCCT‘PGCGCTGCTCCC’!'GCACTCGGCCTGCTGCTCTGGGGACCCGGCCA
Lor ‘ : o
GCTA‘I‘Achr.ctggggggccccgctgcagcccacactgggtgtggtgccccaggcctctg"- )
tgccactcctcacacacccggcccagtgggagcctgtccr.ggt I:cctgaggcacal:ccta ) ‘
acgcaagtctgaccatgtatgtctgcgcccctgtcccccacccl:gaccctcccatggccc' .
tctccaggacc::ccacccggcagatcggctct:attgacacagatccgcctgcagatggcc :
cctccaaccctctctgctgctgtttccal:ggcccagcattccccacccttaaccctgtgc-:- .: _.
tcaggcacc!:cttcccccaggaagcctI:ccctgcccaccccatctatgacttgagccagg- .

'gtctccagagatggggcctggaggcc tggaggaaggggccaggcctcacattcgtggggc"

F‘:gur 1G. SNP-varianter til PSCA-v.2, PSCA-v.7 til og med v.18. PSCA-v.7 til og med v. 18-prots|nene har 123 aminosyrer.
Varianter PSCA-v.7 tit og med v.18 er varianter med enkel nukleotidforskiell fra PSCA-v.2, og koder for det samme proteinet som

v.2. Selv om disse SNP-variantene er vist separat kan de ogsé forekomme hvilke som heist kombinasjoner og i hvilke som helst av
traskripsjonsvaﬁameng listet ovenior i figurer 2A til og med 2F. o

PSCA-v.7 , ch | stt’:m variant
PSCA-v.8 424 A | stumvarian
PSCA-9 485 c/a stum variant
PSCA-v.10 499 - O stum variant -
PSCA-v.11 563 CT | stumvariant
PSCA-v.12 567 CGA | sumvarnt

338744
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stum variant

PSCA-.14 634 16 " slum variant
~ PSCA-v.1 835 G/A stum variant
PSCA-.16 847 GA | sumvarian
PSCA-v.17 878 G/A . Stum variant

078 cG stum variant

PSCA-v.18

Figur 1H, SNP-variunter til PSCA'-v.tI; PSCA-v.19 til og med v.30. PSCA-v.191il og med \;.Bi)-pmleinene har 189
aminosyrer. Varianter PSCA-v.19 til og med v.30 er varianter med enke] nukleotidforskijell fra PSCA-v.4, PSCA-v.9-,
v.10-, v.11-, v.24- 0g v.25-proteiner er ulik fra PSCA-v.1 i en aminosyre. PSCA-v.23, v.28, v.29 og v.30 koder for det
samme proteinet som v.4. Selv om disse SNP-variantene er vist separat kan de ogsé forekomme hvilke som helst

kombinasjoner og i hvilke som helst av traskripsjonsvariantene v.3 og v.4.

PSCA-v.20 578 AC . 52 YIS
PSCA-v.21 849 c/a 76 HID
PSCA-v.22 653 o 7 - PL
PSCA+.23 7 (v o 08 _ stum variant
PSCA-v.24 721 /A 100 AT
PSCAV25 | 781 G/A 120 G/S
PSCA.26 788 16 12 Vs
PSCA-v.27 089 G/A 189 RQ
PSCAv.28 | 1001 G/A stum variant |
PSCA-v.29 1032 G/A stum variant
PSCA-v.30 1132 ciG stum variant
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Figur 11(b). '
M1 2 3456 7891011121314151617 1819202122 "

Prostatakreft . =

M = Marker

L
e Blere ¢ Blzrekreft
o Hijerne ¢ Nyrekreft
¢ Hijerte e Kolonkreft .
s Nyre e Lungekreft
e Lever o Eggstokkreft
* Lunge e Brystkreft
* Prostata o Kreftmetastase
e Milt ¢ Bukspyttkjertelkreft.
o Skjelettmuskel '
e Testikkel
¢ Bukspyttkjertel
¢ Kolon
¢ Mage

Ekspressjon av PSCA-varianter. Figur 11(b): Ferste trids cDNA ble fremstilt fra normal
blzre, hjemne, hjerte, nyre, lever, lunge, prostata, milt, skjelettmuskel, testikkel, bukspyttkjertel,
kolon, mage, samlinger av prostatakreft, blerekreft, nyrekreft, kolonkreft, lungekreft, .
eggstokkreft, brystkreft, kreftmetastase og bukspyttkjertelkreft. Normalisering ble utfprt med -
PCR ved anvendelse av primere til aktin. Semikvantitativ PCR ved anvendelse av de
variantspesifikke primeme ble utfgrt ved 30 sykler av amplifisering. Resultater viser ekspresjon
av PSCA-v.5 hovedsakelig i brystkreft, kreftmetastase og bukspyttkjertelkreft og ved lavere nivd i
kolonkreft og lungekreft. PSCA-v.1/v.2/v.4-PCR-produkt ble detektert i prostatakreft; blerekreft,
" nyrekreft, kolonkreft, lungekreft, eggstokkreft, brystkreft, kreftmetastase og bukspyttkjertelkreft.
Blant normalt vev ble PSCA-v.1/v.2/v.4-PCR-produkt detektert bare i prostata, mage og ved
lavere nivd i nyre og lunge, mens PSCA-v.5 ikke ble detektert i noen som helst normale vev.
PSCA-v.3-PCR-detektert produkt ble ikke detektert i noen som helst av de testete prgvene.
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Figur 1J(b).
M1 2.3 456 7 8 910 11'12 1314 1516

945bp -
460bp.

M = Markgr
Blzre

Hierne

Hijerte

Nyre

Lever

Lunge
Prostata
Milt
Skjelettmuskel
Testikkel
Bukspyttkjertel
Kolon.

Mage

Prostatakreft -
Blerekreft
Multi-xenograftsamling

Ekspres;on av PSCA-v.4 0g PSCA-v.5. Figur 1J(a): Fprste trﬁds cDNA ble fremsult fra normal
blzre, hjerne, hjeste, nyre, lever, lunge, prostata, milt, skjellettmuskel, testikkel, bukspyttkjertel,
kolon, mage, samlinger av prostatakreft, blerekreft og multi-xenograftsamling (prostatakreft-,
nyrekreft- og blerekreft-xenografter). Normalisering ble utfgrt med PCR ved anvendelse av
primere til aktin. Semikvantitativ PCR ved anvendelse av de variantspesifikke primerne ble utfart
ved 30 sykler av amplifisering. Resultater viser ekspresjon av PSCA-v.4 i prostatakreft-, -
blerekreft- og multi-xenograftsamling, normal nyre og prostata. PSCA-v.5 ble detektert bare i
normal prostata og blzrekreft.

10
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Figur 2:

Figur 2A. Aminosyresekvensen (SEKV ID NR: 13) til Ha1-4.117-VH. Understreket er tungkjedens-
konstlmte reglon. ' ' S
R ! VMPRWLSQ VQLQESGPGL VKPSQ'I‘LSL‘!' CTVSGGSISS GGYYWIWIRQ HPGKGLEWIG

61 YIYYNGNTYY NPSLKSRVTM SVD'I‘SKNQE‘S LKLSSV'I'AAD TAWYCARDG IMRGY!'YG
121 HDVWGQG'I‘TV 'I’VSSAS'I‘KGP SVKGPSVP B

Figur 2B. Ammosymekvensen {(SEKV ID NR: 14) til Hal-4, ll’l-VL. Understreket er letll:jedem
konstante regmn.
21 QL'I‘QSPSSVS ASVGDRVTI’P CRASRGISSW LAWYDQKPGK APKLLIYTAS SLQSGVPSRF

61 SGSGSGTDFT LTISSLOPED FATYYCQOAY SFPRTFGQGT mxxnwm PSVFIFPPSD '
121 _@xse-msv vcr.r..mwm Mgwxvm A:,,g___‘ '

Figur 2C. Aminosyfesekvénsen (SEKYV ID NR: 15) til Hal-4.120-VH.

1 QCVMPRWVL SQVQLQESGP GLVKPSQ’I‘LS L'I‘CWSGGSI SSGGYYWSWI RQHPGKGLE'W
61 IGYIYYSGST Y'INPSLXSRV 'I‘ISVD'I‘SKNQ FSLKLSSVTA AD'!‘AVYYCAR DRITMVRGGI ’
121 PSGMDVWGQG ’I'I'V'PVS ' s . R

: Figur 2D. Ammosyresekvensen (SEKVID NR: 16) til Hal-d.lZﬂoVL. Understmket er Ietthedens
konstante regnon. '
1 SPFTCRASQS ITNYLNWYQQ KPGEAPKLLI HVASSLQSGV PSRFSGSGSG RDI"’!'L'I‘ISSL

61 stommc QQSHSIPRT!-‘ GQGTKVEIKR wnpswn-‘ PPSDEQLKSG mswcnnm "
) 121 FYPREAK g xvnmx.qsc i SRS

_ Figur 2E. Aminosyresekvensen (SEKV ID NR: 17) til Ha1.5.99-VH. Understreket er tungkjedens
konstante regnon. )
1 QVHLQQWGAG LLKPSETLSL TCAWGGSFS GYYWSWIRQP PGKGLBWIGE INHSGSTS’YK'

. 61 PSLKSRV‘WS WPSKNQFSL KLSYV'!‘AAD'I‘ AW’YCARDRG DYGDPLFDYW GQG’]’LVTVSS
121 ASTKGPSVFP LAPSSKS‘P ' ' '

Figur 2F. Aminogyresekvensen (SEKV ID NR: 18) til Hal-S 99-VL. Understreket er letthedell
konstante regon.

1 SPGERATLSC . RASQSIGS‘I"I LAWYQQKPGQ APRLLIYGAS SRATGIPERF SGSGSGTDFT
61 . LTISGLEPED FAVFYCQQCG SSPFTFGQG‘I‘ KVEIKR'I'VAA PSVFIFPPSD EQLKSGTASV
121 VCLLNNPYPR EAKVQWKU'DN A
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Figur2G. Ammosyrwekvensen (SEKV 1} NR' 19) til Ha1-4. lZl-VH Understreket er mnglgjedens
konstante region.
1 GI&CVAAPRH VI-SQVQLQQW GAGLLKPSET LSLTCAVYGG SFSGNYWSWI RQPPGKGLEM

61 IGEINHSGST NYNPSLKSRV TISVD’I'SK‘NQ PSLKLSSVTA AD’I'AVYYCAR GGSYNTPDYW
121 GQGTLVWSS ASTKGPSVK ' '

Figur 2H. Amlnosyresekvensen (SEKV IDNR: 20) til Ha1-4.121-VL-c.5 Understreket er lettkjedens
konstnnte region.

1 MDMRVPAQLL GLLLLWLSGA RCDIQM’I‘QSP SSLSASVGDR VTITCQASQD ISNYLNWYQQ
61 SPGKAPK!'LI SDASNLKTGV PSRFSGSGSG TDFSI-‘TISSL QPEDIATYCC QQYDSLPF’!‘P -

121 GPGTKVDIKR WAAPSVPIP PPSDEQLKSG 'I‘ASVVCLI.NN’ FYPR%!QE LLQ I

Figur 21, Ammosyresekvensen (SEKV ID NR: 21) til Hal-4.121-VL-c.26. Understreket er lettkjedens
konstante region. - :

! MRLPAQLLGL IMLWSGSSG BIVMTQSPLS LPVTPGEPAS ISCRSSQSLL HSNGYNYLW

R % | YLQKPGQSPQ LLIYLGSIRA SGVP’DRFSGS GSGTDF'I'LKI SRVEAEWGV YYCMQP!MP

121 ITFGQGTRLE IKRTVAAPSV FIPPPSDQL KSGTASVVCL . LNNFYPREAK VMHM
~181 SGNSQBSWE _QDSKDSTYSL SSTLTLSKAD YBKHKVYACE VTH%LSSW 'PKSFNRGEC

Figur 2J. Aminoéytjsékvensen (SEKV ID NR: 22) ti} Hal-1.16-VH. Understreket er tungkjedens
konstante region. ' .
1 QVQI&QSGPG LVKPSQI'LSL TCAI SGDSVS SNSMNNWIR QSPSRGLEWL GRTYYRSKW’!’

51 NGYAVSVKSR mmpmsm QFSLQLNSW pmamca amcm.veu nvweqcrrw
121 vssas'rxcps VPPLAPSSKS T ~ S G '

Figur 2K. Aminosyresekvensen (SEKV ID NR: 23) til Hal-1.16-VL. Understreket er léttkjedens
konstante regmn.
1 QLTQSPDSLA VSLGERATIR CKSSQNILYR SSKRNHLWY QQKPGQPPKL LIYWASTRES
61 GVPARFSGSG SGTDFTLTIS TLQABDVAVY YCQQYYS'PPP TFGQGTRLEI KR'I’VMPSVF
<121 IFPPSDBQLK SGTASWCLL NNFYPREAKV QWKVDN%___

Figur 2L. Aminosyresekvensen (SEKV ID NR: 24) til Ha1-4.5-VH. Understreket er tungkjedens
konstante region. ' ‘

i GPGXXKPSQX LSLTGTVSGG sisscqms WIRQHPGKGL EWIGNIYYSG
'51  STYYNPSLKS RVTISVDTSK NQFSLKLSAV TAADTAVYYC ARDNITMVRG
101  VYYGMDVWGQ GTTVTVSSAS TKGPSVFPLA PSSKSTY

12
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.
Figur 2M. Aminosyresekvensen (SEKV ID NR: 25) til Hal-4.5-VL. ‘Understreket er lettkjedens
konstante reguon. '

1 YAASSLQSGV PSRFSGSGSG 'PDFTLTISSL QPEDFATYYC QQAHS’LPRTE‘
-3 GQGTKVEIKR TVMPSVFIF PPSDBQLKSG TASVVCLLNN FYPRKM{VQ!

- 101  “RVDNTLQ

Figur 2N. Aminosyresekvensen (SEKV ID NR: 26) til Ha1-4.40-VHL. Understreket er tungkjedens
konstante region. '
; } QVQLVBSGGG VVOPGRSLRL SCAASGP'I‘FS RHGW!WVRQA PGKGLWV
51 IWYDGSNKW RDSVKGRFTI SRDNSKNTLY mm TAVYYCARGG
101, LIAVRPGYYY YGMDVWGQGT. TVTVSSASTK GPSVFPLAPS' SKST

Figur 20. Ammosyresekvensen (SEKV ID NR: 27) til Ha1.4.40-VL. Undersmket er letthedens .

_ konstante region. -

1 mgm'ospss LSASVGDRUT - TTCRASQSIS ssrmwmoxp cnpxx.mn
‘s1 -nsswssvps Rrscssss-rn FTLTISSLOP. EDFATYYCQD svsrpx.'rrsc
101 G'rxvs:xnw ampsvnrpr snsgmscm swcx.mw mzmgy__xg

151 " ‘DNALQSG . : :

. Figur 2P. Aminosyresekvensen (SEKV ID NR: 28) til Ha1-4.37-VH. Understreket er tungkjedens

konstante reglon.

1 CPGALQESGP GLVRPSQTLS mcwsscs; __sscsww:w IRQHPGKGLB

51 WIGYTYVSGS TYYNPSLKSR. VIISVOTSKN QPSLKLSSVT m'mvwca
101 RDGITMVRGI scc;nmmgc -r'rv-rvssas'r xcpsvxcpsv E :

Figur 2Q. Amlnosyresekvensen (SEKV D NR 29) til Hal-4.37-VL. Understreket er lettluedms _

konsumte region. .
. '.!l ASVGDRVTIT CRASQSISSH LNWYQQKPGK APKLLIYAAS SLQSGVPSRF
st scscssmn LSISSLQPED rn'rvrcqesv srpn'rreos'r xvnx'm'rvna
101 PSVFIPPPSD BQLKSGTABV VCLLNNFYPR EM(VQWKVDN ALQ___

- Figur 2R Ammosymekvemen (SEKVID NR' 30) til Hal-1.43-VH. Understreket er tungkjedens
. konstante regmn.

1 QLQQSGPGLV KPS@SLN AiSGDSVSSN SMWIRQ§ ESRGLEWLGR '

51 TYYRSKWYNE YAVSVKSRMT INPDTSKNQF SLOLNSVTPE D‘TAVYYCAﬁE
i01 RLGELYGMDV WGQGTI_JVTVS SASTRGPSVF PLAPSSKST

13
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Figur 25. Aminosyresekvensen (SEKV ID NR: 3) til Hal-1.43-VL. Understreket er lettkjedens
konstante region. ' '
1 LQVQPECLYT VSDKNNFLCW YQQKPGQPPK LLMYWASIRE SGVPDRFSGS

51 GSGTDF’I‘LTI SSLQAEDVAV YYCQQYYSTP P’I‘FGQG'!'RLE IKRTVMPSV
101 FIFPPSDEQL KSGTASVVCL LNNEYPRE

Figur 2T. Aminosyresekvensen (SEKV ID NR: 32) til Hal-1.152-VH. Understreket er tungkjedens
konstante regnon : . ' ' .
‘1 QVQLQOSGPG LVKPSQTLSL TCAISGDSVS SNSAAWNWIR QSPWRGLEWL

51 GR'I'YYRSKWY NEYAVSVKSR MTINPDTSKN QFSLQLNSV’!' PBD’I‘AVYYCA
101 RBRLGELYGM DW!GQG'I'I'VT VSSASTKGPS VFPLAPSSKS T

Figur 20. Ammosyresakvensen (SEKV ID NR: 33) til Hal-1.152-VL. Understrel:et er letﬂqedens
konstante region. -

Y -MQLTOSPDSL AVSLGERATI NCKSSQNVLY RSNKKNI-"LW YQQKPGQPPR
51 LLIYWASIRE SGVPDRPSGS GSGTDF‘I'LTI SSLQTWVAV YYCQQYYSTP
101 -'PTFGQG’I'RLE IKRTVAAPSV FIFPPSD QL KSGTASWCL LNNFYPREAK ,

151 VOUIVDNAL ' SG

14



Flgur 3

Figor 3A., cDNAet {SEKV ID NR: 34) og ammosyresekvensen (SEKV ID NR: 35) til Ha1-4.117-VH.

15/51

Understreket er tungkjedens konstante region.

1
‘A
21
.6}
41

121
. 6Y
18

81

. 28Y

101

i

121
361

141
421

Figur 3B. cDNAet (SEKV ID NR: 36) og ammosyresekvensen (SEKV ID NR: 37) til Ha1-4.117-VL.

VAAPRWVLSQVQLQESGPGL

gt:ggcagcaccc:agatgggccctgccccaggtgcagctgcaggagtcgggcccaggactg- .

v K. P S QTL SLTC:T V 8 G G 8§:1I.8 8
gtgaagccttcacagaccctgtccctcacctgcactgtctctggtggct:ccatcagcagt
G G Y ¥Y W I W I RQHPUGK ¢ L E W I G

ggtggttact:actggar.ct:ggatccgccagcacccagggaagggcctggagr.ggattggg _

Y I ¥Y¥Y¥Y N'GNTY Y N.P SL K S§ RV TM

tacatctat l:acaatgggaacacctactacaacccg:ccctcaagagtcgagttaccacg'-

S v D TS KNOPFPSIL KL S8 v.P A A'D

\:cagtagacacgtctaagaaccagttcl:ccctgaagctgagcl:ctgtgactgccgcggac_ '
T AV Y Y C AR D G I TMTIR'G Y XYY G
acggcegtgtattactgtgegagagatggtat tactatga tacgcggctact.act.acggt‘.' :

M-D V WE Q ¢ T.PT VTV S S'A S5 T K.G P

ar.ggacgr.ccggggccaagggaccacggtcaccgtctcctcagcctccaccggg_gccoa

S VK G P.S V.F.
tcgat caagg_gcccatcggtcttca

Understreket er Ietthedens konslam:e region.

1

1

21

61
+121°
.61
1182
L 81
241
101
3o
121

. 361,
141
A

Figur 3C. cDNAet (SEKV ID NR: 38) og aminosyresckvensen (SEKV ID NR: 39) til Ha1-4.120-VH.

Q L. T Q S P § S V S A 'S VG D) RV T I T

cagctgacncagtctccatcttccgtgtctgcatctgtaggagacagagtcaccatcact o

C. RA: S R G I'S/'S§ W L A W'Y Q0Q.Q K P -G 'K/

tgtcgggcgagtcggggtattagcagctggttagcctggtatcagcagaaaccagggaaa;ff

A P. KL LT Y TR 8 S-L Qi.50G. V- PSS R.F.

gccccl:aagctcctgat:ct‘.atactgcatccagtttgcaaagtggagtcccatcaaggtr.c

$:¢6 § G.$"6G. T P.F.T'L T.I §'S8 L.Q P E D._

agcggcagtggt!:ctgggacagat.ttcactctcaccat.cagcagcctgcagcctgaagal:

F-A T ¥YY C..Q 0 A Y S'F PR T F G QG T

tttgcaacttactattgc::aacaggcttacagtttccctcggacgt tcggccaa.gggacc, :

K VE.JI K R TV .A A P S V F 'L F. P P. S D,

aaggtggaaatcaaacgaacr.gtggctgcaccatctgtcr.tcatcttcccgccatctg

E Q@ 'L ‘K.8 G T AS VvV V .C L L N N"F Y “P.. R°

gagcagttgaaa\:ctggaactgcct.ctgttgtgt:gcctgctgaataacttctatcccaga .

E A 'K V Q W K.V D N A 'L -Q S G
aggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctcr;aa Qggg_

Understreket er. mngluedens konstante regmn.

1
1
21

41
121
61
181
81
241

101

301
121
361

Q C VA A P R WY V L S Q ' Q L o B 8.° G B

‘,-cagtgtgtggcagca.cccagatgggtcctgtcccaggtgcagctgcaggagtcgggccca )
) ¢ L. V. K PP 8 Q.T L'S T €C T .V §.6 G § I )
T 61

ggactggtgaagccttcacagaccctgtccctcacctgcactgtctctggtggctccatc'
§ G 6:Y Y W S WIROQHPG K GL EW
agcagtggtggtcaccactggagctggatccgccagcacccagggaagggcctggagtgg
1 6 Y1 ¥YY S GSTYYNZPSL.KS R Vv
attgggtacatatattacagtgggagcacctactacaacccgtccctcaagagtcgagtt
T §I S VD T S K NOQPF SLIZKIL-§ S V T A
accatatcagtagacacgtccaagaaccagttctccctgaagctgagctctgtgactgcc
A DT AV ¥ Y- C A RDUZBRTITMUWVRGOG I
gcggacacggccgtgtattactgtgcgagagatcgaattactatggttcggggaggtatt
P $§$ G M DV WG Q GGTTUVTV S
cccagtggtatggacgtctggggccaagggaccacggccaccgtctcct
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Figur 3D. cDNAet (SEKYV ID NR: 40) og aminosyresckvensen (SEKV ID NR: 41) til Hal-4.120-VL.
Understreket er lettkjedens konstante region. ‘

¥ P F PTCRASOGQSTITNTYTLNWYOQHQOQ
1l tcaccathcacttgccgggcaagtcagagcacéaccaactal;ttaaattiggl:atcagcag
2K P. G E'A'P K. LL I H V. A 'S § L Q 8 G Vi.
61 aaaccaggggaagccoctaagoetoctgatecatgttgocatecagtttgecaaagtgaggte
41 P S R F 8 G § 6§ G R. D F TL.T I 8 STL
121 ccatcaaggttcagtggcagtggatotgggagagatttcactotcaccatcageagtety
61 P E D F ATY Y C Q Q 8 H 88 X PRTTF
181 caacctgaagattttgcaac\:tact.actgtcaacagagtcacagtatcccteggacgttc ’
81¢. 0 G T K VE I KRT VY AAP S V. FP-I F
241 ggccaagggaccaaggtggaaatcaaacgaactgtggetgeaccate _gtcttcatcttc; .
10 P P 8 D E Q L K § G T a 8.V VCL L N-N.

- 301 ccgccat.ctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgttgtgtgcctggggaataac

121 F'Y P R B A K V Q' WKV DNALZLQ § G

361 ttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggt 'ggataacgccctccaatcgggt
Figur 3E;. cDNAet (SEKV ID NR: 42) og aminosyresekvensen (SEKV ID NR: 43) til Hal-5.99-VH.
Understreket er tungkjedens konstante region. '

10 V H L .Q'Q W G A G L L K P § E T.L S L
1 caggtgcatctacagcagtggggcgcaggactgttgaagccttcggagaccctgtccctcg .
21T € A'V'Y GG S F §-6 Y Y W'S5'W I R Q P . .
61 acctgcgctgtctatggtgggtccttqag;ggttactactggagctggatccgccagccc
4.7 6 X:G6-'L E W I G E I N-H' S ¢€.8 T §. Y'K
121-ccggggaagggactggagtggattggggaaatcaatcatagtggaagcaccaQCtacaag .
6P S L X S R YV'"'T V. 8EV D'T 8 KN Q F. g'L .
181 ccgtcccccaagagtcgagtcaccgtatcagtggacacgtccaagaaccagttctccctg-
. 81 K L. ¥V T A- A D T™.A.V. Y ¥ C A.R D R -G
241, aagctgagctatgtgaccgccgcggacacgqccgtgtattactgtgcgagagataggggt:L
102D .¥'G'D FF'L . F D' ¥ W 6.Q 6. T L V T .V '§'8S ..
301 gactacggtgacttcctcttcgactactggggccagggaaccctggtcaccgtctcctca_4..
121°K"8 T . K. G P S V F- P "L A’ P 88 K:.:§ Py P
361 gcctccaccaagucccatcggtcttccccctggcaccctcctccaag_gcaccta

Figur 3F. cDNAet (SEKV ID NR: 44) og aminosyresekvensea (SEKV ID NR: 45) til Hal-5.99-VL.

Understreket er lettkjedens konstante region.

1s b G E R AT L S ~C R i YN - 3 Q s I G 'S T Y
1'tctccaggggaaagagccaccctctcctgcagggccagtcagagtattggcagcacctacf
2L A WY ‘Q 0 K'P. G'Q- A P - R.L L I Y G A S. Ll
61 ttagcctggtaccagcagaaacctggccaggctcccaggctcctcatctatggtgcatcc'i'”-“'
. 41'§ 'R A TG I-P E R F'S G §.6 § G T D, P T ..
- 32Y agcagggccactggcatcccagaaaggttcagtggcagtgggtctgggacagacttcact o
6L T..I'S G L E P E D F A V P 'Y €C Q0 C G v .
Lo18y ctcaccatcagcggactggagcctgaaga:c'tgcagtgttttactgtcaacagtgtggtﬁ.-_3-_
- 81$:S PP T F G:Q G- T: K-V E I X R PV AA" .
241: agctcacctccgacgttcggccaagggaccaaggtggaaatcaaacgauctgtggctgca' .
100 P S V- F-IT.F. P P S D'E- QL K.'S G . T A-S" V.. "
301 ccacctggcttcatcttcccgccatctgatgagcagtcgaaatctggaactgcctctgtt“”1'”
121 v. € L L N N F Y PR E MK V g W K.'V.D N =
361 gggggpctgctgaataactcctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataac
141 A

421 geect _ _
Figur 3 G. cDNAet (SEKY ID NR: 46) og ammosyresekvensen (SEKV ID NR: 47) til Hal-4.121-VH.
Understreket er tungkjedens konstante region. ‘

1¢ L Q CVAAPRTUWVYVLSQVQTLQQW
1 ggtctgcagtgtgtggcagecaccocagatgggtoctgteccaggtacagetacagcagtyy
226 A 6 L L KPS ETLSULTC CA AUVTYG G
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61 ggcgcaggactgttgaagccttcggagaccctgtccctcacctgcgctgtctatggtggg"
MSFSGNYWSWIRQPPGKGLBN'.
121 tcettcagtggtaactactggagctggatccgccageccccagggaaggggctggagtay
611 G E I N H § G S THYNUP S LK S RV 7
181 att.ggggaaatcaar.catagtggaagcaccuctacaacccgtccctcaagagtcgagtc _
81T I S VDT SKNOQTFSLEKLS S'VTaA .
241 accatatcagtagacacg:ccaagaaccagtr.ctecctgaagctgagctccgtgaccgcc_ '
101ADTAVYYCARGGSYRYFDYW'.,
301 gcggacacggetgtgtattactgtgcgagaggggggagetacaactactttgactactgy
121GQGTLVTvssas-rxcpsvx"

361 ggcca.gggaa.ccctggtcaccgtctcctcagcctccaccaagggcccatcggtcaﬂ

Flgur 3H. cDNAet (SEKV ID NR: 48) og ammosymekvensen (SEKV ID NR: 49) til Hal-4.121-VL—
¢.5. Understreket er lettkjedens konstante region. .

1 'HDMRVPAQI-LG
1 aaaaaagtcagtcccaaccaggacacach’GGACATGAGGGTCCC’I‘GCTCAGC‘I‘CC‘!GG .
12 L L L'L WL S G-A R C DI Q M T Q'S P §, .
" 61 GGCTCCTGCTGCTCTGGCTCTCAGGTGCCAGATGTGACATCCAGATGACTCAGTCTCCAT . -
32§ LS A SV GDRYTITOCQAS'Q.D'L .
121 CC‘l‘CCC'I'G'I‘CTGCATCTGTMGAGACMAGTCACCATCACTTGCCAGGCGAGTCAGGACA’ C
'SZ'ISNYLNWYQQSPGKA'PKPLIS
“181 TPAGCMCT&M’GAATTGG‘PATCAGCAGAGRCCGGGAABGCCCCTAAGTNCTGANT
'~~72DASNLKTGVPSRFSGSGSGT;
- 241 CCGATGCATCCAATTTAAAAACAGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGAAGTGGATCTGGGA - :
. 92~ D F S.F T I'S'S LiQ"P E D I A T Y .C G Q' "~
© 301 'CAGATT'I‘I'I‘CT'I'I‘CACCA’I‘CAGCAGCCTACAGCCTGAAGATATTGCGACCTA‘I‘I’GCPGTC: s
112 Q.Y D § L P .FP'T F'G-P G T K VD I K& R'T
361 AACAGTATGATAGTCTCCCATTCACTTTCGGCCCTGGGACCARAGTGGATATCAAACGAA -
132 VAAPsvrxrppsnEQLxsa'r_;.,j'
421 CTGTGECTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTCGATGAGCAGTTCAAATCTGGAA o
,1-5,2,ASVVCLLNNFYPREAKVQWK*..,'","';
481, CTGCCTCTCTTCTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGEA - .
~'1721VDNALQSGNSQESVTEQDSK_"
" 541 AGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCA -
:192DSTY_SLSSTLTLSKADYEKH."-
© ‘601 AGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAAC
o 212 KVYACEVTHQGLSSPVTKSP'-,.'-,
- 661 ‘ACAAAG'I'CTACGCCTGCGMGTCACCCATCAGGGCCNAGC’ICGCCCGNACMAGAGCT' B
232 . R R G B .C. :
721 TCMCAGGGGAGAGTGI'I‘AGagggagaagtgcccccacctgctcctcagttccagoctga"' S
T8} ccccctcccatcctttggcctctgaccctttt.tccacaggggacctacccctattgcggt . )
B41 cctccagctcatctr.:cacctcacccccctccccctccl:tggcttcaattatgctaacgt:-" Ll
) 901’ tggaggagaatgaal:aaat:aaqgtgaatc:tr.I:g e . .

Figur k) cDNAet (SEKV ID NR: 50) og aminasyresekvensen (SEKV ID NR: 51) til Ha1-4.121-VL-
c.26. Understmeket er lelthedens konstante region,

S ST '-*""-',.'MRLPAQLLG
1 aaagal:caggacr.cctcagttcaccttctcacaA'I'GAGGCTcCCTGCTCAGCTCC:!‘GGGG .
10LLuvascsscn1vn'rqspL
£1 CTGCTAATGCTCTGGGTCTCTGGATCCAGTGGGGATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTC
30S L'P VTP GE P AS.I SCR S S QS L.
‘121 -rcccmccccmaccccrccacwcccccmcmcmcm»ccmac-rcacascc'rc )
5L H S N G Y N Y L VW Y L QK PG QS P
181 CTACATAGTAATGGATACAACTATTTGGTITGGTACCTGCAGAAGCCAGGACAGTCTCCA
70°Q-L L I.¥Y L'G S L RASGV P DRTFS G
. 241 CAGCTCCTGATCTATTTGGGTTCTATTCGGGCCTCCGGEGTCCCTGACAGGTTCAGTEGE
908 ¢ §$ 6 T D FTLZEKTZIGSURVYVEA AWLETDVG
301 AGTGGATCAGGCACAGATTTTACACTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTTCGG -
110V ¥ Y C M Q P L Q F P I T F G QG TR L
361 GTTTATTACTGCATGCAACCTCTACAAACTCCGATCACCTTCGGCCAAGGGACACGACTG |
130 E I K R T V A A P S V F I F P P S D E Q
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421
150
481
170
541
1%0
601
210
661
23¢
. 721
781
841
301
961

Figur 3J. cDNAet (SEKV ID NR: 52) og aminosyresekvensen (SEKV ID NR: 53) til Hal-1.16-VH.

18/51

GAGATTAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAG |

LK 8 G T A S V VCLLNRNNTZPFZY PR E.A
TTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTCCCTGC TGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCC

K V QWK VDNA ALG QS G N S QE S V T

AAAGTACAGTGGAAGGTCCATARCGCCCTCCAATCGEGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACA
E-Q D8 KD ST Y SL S STILTWUIL 8 K A

GAGCBGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGBCGCTGAGCAAAGCA;

D Y E R H KV Y ACEVTHOGQTGTL S s p

GACT%CGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCC-

¥V TTK S F N R G E C *
GTCACAAAGAGC’ITCMCAGGGGAGAGTG’HAGagggagaagt gcccccacctgcccctc

agttceagcctgaccccctcccatccl:ttggcctctgaccctttttccacaggggaccta-_

cccctattgcggtcctccagctcatctttcacc\:cacccccctcctcctccttggcttta
attat:gct:aar.gr.tggaggagaatgaataaataaagr.gaatctttgcaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaa ’ . .

Understreket er mngkjedens konstante reﬁon.

1

1

21
61’
41,
121
8
181
" 81
- 241
100
.. 301
121
361
141
421

Flgur 3K. cDNAet (SEKV ID NR: 54) og aminosyresekvensen (SEKV ID NR: 55) dl Hal-l.lG-VL.

Q V Q L Q Q s G P G L V.K.P S, 0 T LS. L

caggtacagctgcagcagtcaggtccaggactggtgaagccctcgcagaccctctcactcF

T CA I S G D SV S SN S A A W N W I R

acctgtgccatctccggggacagcgtctctagcaacagtgctgcttggaactggatcagg3

Q'S PPS RGLBE-W LG R T Y Y R .S K W Y

cagtccecatcgagaggccttgagtggctgggaaggacatactacaggtccaagtggtat}H

N G XY A V. S V K5 R'M T I N P D T S K N

-cagttctccctgcagctgaactctgtgactcccgaggacacggctgtgtattactgtgcav’

R-.:E*R L G ‘B L ¥ G’ M'D VW 6. Q 6 T T V.T

agagagaggttaggggagttatacggtatggacgtctggggccaagggaccacggtcacc-

v/ g§:+8. A8 TK.-G'P 8§ V F. P L K PSS K.S
gtctcctcagcctccaccqggggcccatcggtcttcccccgggcaccctcctccaag g
.T. - . _ R

‘aceta .

* Understreket er Ietthulens konstante regmn.

1

1
.21
61
41
121
. 61
181
- 81
241
101
301
121
381
141
421 a
161
481

Q L7 0 s B DS LAV S L GER/AT AN T
cagctgacgcagtctccagactccctggctgtgtctctgggcgagagggccaccatcaac Sl

C X § 5. Q.N I LY R-S$5-8" K K R HL V. W Y

tgcaagtccagccagaatattttatacaggtccagcaagaagaaccacttagcttggtac:fku“”:=57

Q Q K- P.G-Q PP K L.L I YW A S T R-E. S

cagcagaaaccaggacagectcctaagetgeteat r.r.actgggcatctacccgggaar.cc LR

G VP A RF..8.6 §8°G 8. G T D F T.L T X 8.
ggggtccctgcccgattcagtggcagcgggtctgggacagatttcactctcaccatcagc. .
TL Q AED VAV YYC QQOQOY Y S5.T PE P
accctgcaggctgaagatgtggcagtttattactgtcagcaatattatagtactcctccc

* F GQ 6T RULE I KR TVA AP SV F
ac;ttcggccaagggacacgactggagattaaacga ctgtggctgcaccatctggﬁtcc,

I F P P 8D EQUL K. 8 G TOA SV V.CL L

atctteccgecatctgatgagcagttgaaatctggaactgeetetgttgtgtgcetgctg

N NF Y PR E A K V QW KUV DNATL Q.8

ataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacg cctccaatcg ,
G

gaca
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Figur 3L. cDNAet (SEKV ID NR: 56) og aminosyresekvensen (SEKV ID NR: 57) til Hal-4.5-VH. '
Understreket er tungkjedens konstante region.

"'1_-A,Q. D XX S LHRUPUIVPHRUHNCTLWWWP.
chccaggacnggnga'agccttcacagacctgtcccccaccggcactgtcl:c't:ggtggcc. .
21ISSGGYYwSWInQHPGKGLE'T
61’ catcagcagtggtggttattactggagctggatecgecagcacceagggaagggectgoa
41. W I G N.I ¥ Y S 6 § ™Y ¥ NP S L K § R’
121 gtggar.tgggaacatctattacagtgggagcacccactacaacccgtccct caagagtcg"-
66 V. T I'"S:v'D T S KNQVPF 8§ L XK L 8§ a3V T
" -181 agttaccatatcagtagacacgtctaagaaccagtcetccctgaagctgagcgctgtgac
8l.' A'ADTAV Y YCARDNTITMVUV R G V
241 tgcegeggacacggocgtgtattactgtgogagagataatattactatggteggggagt:
101.-Y -¥Y. G M D V W G Q & T T VTV SS A S T .
301 ctactacggr.atggacgtcr.ggggccaagggaccacggt:caccgtctcctcagcct.ccac o
121 K G P 8 VF PLAPS S5 K ST Y.

361 aagggcccatcggtcl:tccccctggcaccctcctccmcacctat .

Figur 3M. cDNAet (SEKV ID NR 58) og ammosyresekvensen (SEKV ID NR 59) 6l Hal-4.5-VL.

Understreket er Ietthedens konstnnte region.

1Y A A s $ L Q § G v PS8 R 1-‘ S G (3 G s G’

1 catgcagcatccagtttgcaaagcggggtcccatcaaggttcagcggcagtgga.cctgga, -
21'T D F- T.L.T T8 S:'L Q P:E'D.F A T XY Y C
61 acagacttcactctcaccatcagcagcctgcagcctgaagattttgcaacttactattgt
419Q Q A-H 8L P R T F.G"Q G T K V E- I:K"'R. .

) - 12L. caacagygct cacagtct.ccctcggacgttcggccaagggaccaagg tggaaatcaaacga G
61T V A A P SV F:YI F P-P 8 D E Q.L K 8§ G

C18y actgtggctgcaccatctgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctgga ;‘
81T A'S V V €C L-L''N N F:Y P.R.XK A KV Q' W

‘241 actgcctctgttgtgtgcctgctgaataacttctatcccagaaaggccaa gtaca_g__gg?
JOIKVDNTLQ. '
' 302 gggg_c_ggataacaccctccaa

Figur 3N. cDNAet (SEKYV ID NR: 60) og ammosyresekvensen (SEKV ID NR: 61) til Hal-d.dﬂ-VK.

Understreket er tungkjedens konstante region.

IQVQL,VESGGGVVQPGRSLRL
11CaQQCgcagctggtggagtctgggggaggcgtggtccagcctgggaggtccctgagactc _."
218 . C.A.A.S G E T F § R-H G V H WV R Q A"
}.61,tcctgtgcagegtccggattcaccttcagtcgccatggcgtgcactgggtccgccaggct_7:
WY-P-G K G L EWV A ¥V IL'W YD 6.8 N K.Y Y S
- 1217ccaggcaaggggctggagtgggtggcagttatatggtatgatggaagtaataaatactatj}317'
. 61LA D-§'V K G R F.T I S R:-D N 8§ K N T-L Y I
'181'gcagactccgtgaagggccgattcaccanctccagagacaac:ccaagaacacgctgtat'-
1L Q. M N.S L R A E DT ANV YY C ARG G
241'ctgcaaatgaacagcctgagagccgaggacacggctgtgtattactgtgcgagaggaggc'
‘IOILIAVRPGYYYYGMDVWGQGT
30 cttatagcagttcgcccggggtactactactacggtatggacgtctggggccaagggacc
121 VT VvV 8 § A 5SS T XK G P S VF P L A P 'S
,361-acggtcaccgtctcctcagcctccaccaaggg_gcatgggtcttccccctggcaccctccI
1418 XK. § T
421 tccaagageaccet

19



Figur 30. cDNAet (SEKV ID NR: 62) og ammosyrasekvensen (SEKV ID NR: 63) til Hal-4.40-VL.

20/51

Understreket er letthedens konstante negwn.

1

Figur 3P. cDNAet (SEKV ID NR: 64) og anunosyresekvensen (SEKV 1D NR 65) il Hal-4.37-VlI.

EM QL T QS P S S L s A §$ VG DRV T

Gaaatgcagctgacccagtctceatccl:ccctgtctgcatcl:gtaggagacagagtcacc' .

I T CRMAGSGQSI S S8 Y L N WY OOQ K P

: atcactztgccgggcaagtcagagcattagcagctatttaaat tggt:atcagcagaaacca e

G K A P KL L 'Y A A 8 8L Q 8§ 6 V P §
gggaaagccecctaagoctoctga tc:tatgctgcal:ccagtttgcaaagtggggncccatca

_RFSGSGSGTDFTLTISSLQP
aggttcagtggcagtggatctgggacagatttcactctcaccatcagcagtctgcaacct

'BDFA'!‘YYCQQSYSTPL}I}FGG"'
gaagattttgcaacttactactgtcaacagagttacagtaccecgeteacttteggegga

G T KVETEXKRTYVAARAMPSTYVTF F.I P PP
gggaccaaggtggagatcaaacgaactgtggetgeaccatetgtetteaterrecegeca

'S D E QL X 8 G:T A S5V VCLLNNUVF Y
cI:gatgagcagttgaaatctggaact_gcctctgttgtgtgcctgctgaataacl:tcta .

P R E A K YV QWEKVYV D NALZGOQSG
cccagagaggecasagtacagtggaaggtogataacgecctecaategggt . |

Understreket er tungluedens konstante reglon.

1
1
21
61
41
121
61
181
81
241
101
301
121
361"

~. 141"

421

Flgur 3Q cDNAet (SEKV ID NR: 66) og annnosyresekvensen (SEKV ID NR: 67) til Hal-4.37-VL.

C P ] h L Q. B S G P G L V R P, S Q T . L S
tgtccaggtgcactgca ggagccgggcccaggactggtgaggccttcacagaccctgr.cc
L TC T V.S G G 8 Z ‘5§ §.6 6 T Y Y W I W,

c\:cacctgcactgtcl:ctggtggctccatcagcagtggtggtacttactactggatctgq .

IRQHPGKGL-ENIG 1 ¥ ¥ § G.S

atccgccagcacccagggaagggcctggagtggatl:gggtaca tctattacagtgggagc

TYYNPSLKSRVTISVDTSKN

acctactacaacccgtccctcaagagtcgagttaccat.atcagtagacacgr.cr.aagaac:- e

QFSL'KLSSVTAADTAVYY(:A

‘cagttcteoctgaage :gagctctgl:gactgccgcggacacggccgtgt attactgtgcg

R-D-G I.T M V .R G I 8. 4G M D.V. W GTQ G

agagatggaat.t.actatggttcggggaattagcgggggcatggacgtctggggccaaggg. B

T T V.T V 8 S5 A8 T K:G P 8§ 'V K 6 P 8§ V

F . .
'ttca "

Understreket er Ietlkjedens konstante region.

-1
1
21

61

41
121
61
181

81

241
101
301
121
361

a5 v Dav'rr'rcnasqsrssu"‘:_"'",
Gcatccgtaggagacagagtcaccatcacttgccgggcaagl:cagagcattagtagtcaI'.'

LNNYQQKPGI\AFKLLIYAAS

SLQSG‘IPSRPSGSGSGTDFT

agtr.tgcaaagtggggtcccatcaaggct.r:agtggcagtggatctgggacaga\:ttcact -

L 8§ I §8 8 L @ P.E D F A. T Y F.C Q Q¢ s v
ctctccatcagcagtctgcaacctgaaga!:tttgcaacttaectctgtcaacagagr.tac
§ I P R T F G @ G T K v EI T R T VA A

P S v FFI F PP S DEG QULIEKSGTATGS V

ccatctgtettearcttoccgecatetgatgagcagetgaaatctggaactgectetgtt =

VELLNUXNTFTZGYTPRTETMRBATKTGYVOUOWIEKTVYVUDN,

gtgtgcctgctgaataactt:cl:atcccagagagg’ccaaagtacag tggaaggtgga taac

20

accacggtcaccgtr:tcct:cagcctccaccaagggcccatcggt:caagggcccatcggtc ST

ttaaattggtatcagcagaaaccagggaaageccctaagetectgatetatgetgettee

agtatccctcggacatt.cggccaagggaccaaggtggaaatcacacgaact;gtgg;ctgca .

338744
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Figur 3R. cDNAet (SEKV ID NR: 68) og aminosyresekvensen (SEKV ID NR: 69) til Hal-143-VH.

21/51

AL QS G -
gccctccaatcgggta

_Understreket er tungkjedens konstante region.

1
1
21
61
41
121
61
181
81
241
101
301
121
361

Figor 3S. cDNAet (SEKV ID NR: 70) og aminosyresekvenseh (SEKV ID NR: 71) til Hal-lA}-VL’.

QL 0 QS 6 PGLVESPSQETL.SLTC
Cagctgcagcagtcaggtecaggactggtgaagecctcgcagaccctctcactcacctgt

A1 §$ GD S V.S NS AAWDNUWTIR QS

gccatctccggggacagtgtctctagcaacagtgctgcttggaactggatcaggcagtccr

P S R GL B W.L 6 R'T Y Y R S KW ¥ N EBE

ccatcgagaggccttgag:ggctgggaaggacatactacaggcccaagtggtataatgaaﬁl5'

Y AV-§ VK 8 R M TIHNZPUIDTSENOUQGQ'F

tatgcagtatctgtgaaaagtcgaatgaccatcaacccagacacatccaagaaccagthc*'
$ L Q L'N S VTP E.DT AV Y Y C A R E " 7
tccctgcagctgaactctgtgactcccgaggacacggctgtgrattactgtgcaagagag'_

RL G EEL.¥ G M DV WG Q G T MUV T V'S

aggttaggggagttatacggtatggacgtctggggccaagggaccatggtcaccgtctcc;; _f

S A S T K G P S V F P LAP S S K.S' T
_tcagcctccaccagggg_cccatcggtcttccccctgg ccctcctccaagagcacc

Understreket er lelthedens konstante region. -

1
1

21

61
.41
o121
RN $ N
181
81
241
161

T 301,
121.

: 361

Figur 3T. cDNAet (SEKV ID NR: 72) og aminosyresekvensen (SEKV ID NR: 73) il Hal-l.lSZ-VH.

L Q- V o p E C L Y. T v g D K N N F L € W

Ctgcaagtccagccagagtgtctttatacagtgtccgacaagaacaacttcttatgttgg ‘

Y Q QK P G.Q.PP KL L' M Y W-A.S'I R E

taccagcagaaaccaggacagcctcctaaactgctcatgtactgggcatctatccggga__ﬁ

$S6G v P D' R'F 8 Q@G 86 8 ' DFPF T.L T I

tccggggtccctgaccgar.t:.caqt:ggcagcgqgtctgqgacagatttcactctcaccatc

5 8 L'Q AE DV .A VY Y C.Q Q.Y ¥Y s T P

agcagcctgcaggctgaagatgtggcagtttattactgtcagcaatattatagtactcct’f

P T FGQ G TR L EI K RTVA.LS®NT®P S V~

cccacettcggccaagggacacgactggagattaaacgaactgtggc tgcaccatctgtc )

F I F.P P S-DE.Q L°"K:S G T A S.V V. C L

ctcatcttccqggcatctgatgagcagttgaaatc ggaac gcctctgttgtgtgcctg
L NN F ¥ P .R B .

ctgﬂataacttctatcccagagag

Understreket er tungkjedens konstante region. .
1qunqqscpcnvx'psqrnsn

caggtacagctgcagcagtcaggtccaggcctggtgaagccctcgcagaccctctcactc_"

2I'T.C. A1 'S 6 DSV §'°8S N S A A WO NLW TR

61 accCgtgccatctccggggacagtgl:ctcl:a.gcaacagtgctgcl:l:ggaactggatcagg"3-"_

410 S P W R GLEW'LGR T Y Y R § K W Y~

121 cagtécccatggagaggccttgagtggctgggaaggacatactacaggtccaagtggtat_';

61N E Y A V § VvV K S R M TINU®PD T-'S,,K N
181 aétgaar.acgcagtatct:gtgaaaagr.cgaatgacaatcaacccagacaca;ccaaga‘ac
81 Q¢ P 5 L Q LN SV T P'EDT AV Y Y C &

241

cagr.r.ctccctgcagcI:gaacl:ctgtgac:cccgaggacacggctgtgtattact:gtgca :

101R EER L G E L ¥ G M D VWG ¢ G T TV T

‘301 agagagaggttaggggagttatacggtatggacgtctggggecaagggaccacggteace’

121 v 8§88 A 3 T K G P 8 V F P L A P 8 S K §
361 gtctoctcagectecaccaagggeceateggtcttccccckggcacccteectecaagage
141 v - ' :

421 accta

21
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Figur 3U. cDNAet (SEKV ID NR: 74) og aminosyresekvensen (SEKV ID NR: 75) til Hal-l_.lSZ-VL'.

22/51

\

Understreket er letthedens konsmnte region.

1
1

21

61

41

121
61
181
243
101
301
121
361

© 141

421

161

481

M Q'L T Q S P D S L AV S L G ER AT I

atgcagcl:gacncag tctecagactoectgge tgtgtctctgggcgagagggccaccatc, .

NC X §.8 ¢Q N V'L ¥ R SN KX N F L'V W

aactgcaagtccagccagaatgt.tttatacaggtccaacaagaagaacttcttagl:ttgg'

Y Q0 QK P G QP PKULIL I Y WAS ITRE:

: taccagcagaaaccaggacagcc I:cctaagcl:gctcatttactgggcatctatccgggaa :
8@ VvV P D RF S5'G 5§ G S 6 T D F. T L T 1 °
tccggagt ccct.gaccgattcagtggcagcgggtct.gggacagatt.l:cactctcaccatc'

8 8 L.Q T E DV AV Y Y C QOQY Y8 T P

-agcagcctgcagactgaagat:gtggcagtttattactgtcagcaatattatagtactcct S

P T FG @ 6T R L. E I KRTV.A A P S V.

cccaccttcggccaagggacacgactggagat:taaacgaactgtggctgcaccatctgtc -
F I F P.P 8§ D E QL K & 6T A'S§ V V C L

l:tcal:cttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgttgggtgcctg

L. N N F Y P R.E- A KV QWIKUV DN AL Q

ctgaataact:tct:atcccawccaaagtacgﬁ:mt_ggataacgccctccaa -

8 G

'tcgggta‘ _5
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Figur § _
Ekspresjon av PSCA i rekombinant murine, rotte og
humane cellelinjer
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Hele cellelysat
eluert fraksjon o

SR Flgur 6 o
_ ' _ ' Rensning av PSCA E. coli ,
‘ (pET-Zlb-vektor som koder for ammosyrer 21-94) S
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Figur 9A
FACS-analyse av PSCA-antistoffer
' (LAPC9AI)
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Affinitetsanalyse av PSCA-mAb-4.121 ved FACS
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| ' . SimlanPSCA o
‘ Fl.2-h¢yde
| " Figar1i o |
. Ekspresjon av murin- og simian-PSCA i 293T-celler: ‘
o gjenkjennelse ved antihumane PSCA-MAbs
| | 3%
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_FACS gjénnomsnigtlig fluorescensintensitet

" overfate AGS-PSCA - intérnalisert: -+
. -ferintemalisering - - AGS-PSCA. .~ = - .

R . _Figur 12 ,
- PSCA-4.121 internalisering i PC3-PSCA-celler
- etter 2 timers innkubering ved 37°C
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001 o:al' P e
" Antistoffkons. (ug/ml) L

' Figur 13A
- Antistoffer mot PSCA-mediert saporinavhengig drap
i PSCA-uttrykkende celler

S L 01 P T 'ﬂ?' e
PPN Antlstoffkons (ugfml) :

Figur 13A

Antlstoffer mot PSCA-mediert saporinavhengig drap
i PSCA-uttrykkende celler -
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——HAt 4 121 144: 1BBRS.
**—HM 4124, 1+1: 368RS‘ _

——HA1 5.99+1:18BRS.

' . —— HA1 5.99 +1: 3BBRS_ .
| ——HA1646+1:36BRS
'] ‘-o-HA1646+1:18BRS

- '
‘ .‘5 1254 '
£
gm. 1
§' :
§
00f 01 — HES I1o .  100.-
. MAb-kons (uglml) '
Flgur 14
Babykanm komplementmedlert cytotoksnsntet i B300.19- PSCA
(100 000 cellerlbrﬂnn)
39
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| Blandlng av lett- og
'fordﬁyete tungkjeder

Dannelse av F(ab")2-fragmenter av mAb-Hal-4.121 ved pepsinfordpyelse.

20 mg av MAb-Hal-4.121 i 20 mM natriumacetatbuffer pH 4,5 ble innkubert med og uten immobilisert
pepsin (Pierce. Rockford IL) i de angitte tidene. Intakt MAD og fordpyete Fc-fragmenter ble fjemet ved
protein-A-kromatografi. Vist er en SDS-PAGE Coomasie-farget gel av intakt ufordgyet uredusert MAb,
ureduserte alikvoter av fordgyet materiale tatt ved de angitte tidene og en rednsen pmve av det endelige
fordpyete F(ab )2—produktet.

Figur 15
Dannelse av F(ab’),-fragmenter av mAb—Hal-4 121
ved pepsinfordgyelse
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L

PC3-PSCA_

. PCIPSEA

Rekombmant antl-PSCA-MAb- | '. Antl-PSCAﬁAb-4 121
'4.121 fra supernatanttil’ - :,, . rensetfra hybndoma-
transfekterte celler. ' _— supernatant '

(A) 293T-celler ble transfektert med ekspresjonskonstruksjoner som koder for tung- og lettkjedene til anti--
PSCA humant mAb. Supernatant ble oppsamlet etter 48 timer og underspkt for binding til PSCA.

(B) Anti-PSCA humant mAb ble renset fra hybridomsupematant og anvendt for PSCA-bindingsforsgk. .
PSCA-binding ble testet som fglger. PC3-parentale elier PC3-PSCA-celler ble innkubert med de anti-PSCA
humane mAbs beskrevet ovenfor i 30 minutter pé is. Cellene ble vasket og innkubert med PE-konjugert
antiburan Ig i 30 minutter p is. Cellene ble vasket og deretter undersgkt ved flowcytometri.

' . Figur 16
Bmdmg av rekombmant anti-PSCA humant mAb til PSCA ved
ﬂowcytometrl :
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7 doser totalt . .

43/51
"™ ePes
... |, -B~KontrolimAb,
e am] o &-Hal-4120
N .g “} . Siste dose p& dag 20 . pe00s . -
: Em 250 ug/dose, ip 2XMk, o
| gm
N

Lo i U0 Behandiingsdeger s ) i Mele

Materialer og fremgangsmiter: LAPC-9AI-tumorceller (2,0 x 106 celler) ble injisert subkutant i mannlige
SCID-mus. Musene ble randomisert i grupper {n=10 i hver gruppe) og behandling innledet intraperitonealt
(i.p.) pé dag 0 med HA1-4.120 eller isotype-MAb-kontroll som angitt. Dyr ble behandlet to ganger ukemhg
med totalt 7 doser inntil underspkelsesdag 28. Tumorvekst ble overviket ved anvendclse av - )
skyvelzrmilinger hver 3 dl 4 dag som angitt.

Konklusjones: Humant anti-PSCA monoklonalt antistoff Hal-4. 120 hemmet éigrniﬁkant veksten av humane - .
- prostatakreft-xenografter implantert subkutant i SCID-mus (p< 0,05).

Figur 18
PSCA-MAb-Hal-4.120 hemmer veksten av subkutane
prostatakreft-xenografter '
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T 1'0;0 ; Slstedosepédagm .
o =T 5doser pa2Sougidose
Cog |p2ka L
N % S P<005 . -
- E 6001 _gKontrolt mAb *
- "“&—Ha1-599
: Em
g
ot Dt e
T 0 s PR AR

' Behandﬂngsdager

Materialer og fremgangsmiter: LAPC-9AI-tumorceller (2,0 x 106 celler) ble injisert subkutant i mannlige

SCID-mus. Nir tumorvolum nidde 50 mm3 ble musene randomisert i grupper (n=10i hver gruppe) og

behandling innledet intraperitonealt (i.p.) med HA1-5.99.1 eller isotype-MAb-kontroll som angitt. Dyrble -

. behandlet to ganger ukentlig med totalt 5 doser inntil underspkelsesdag 14. Tumorvekst ble overviket ved
anvendelse av skyvela:nnahnger hver 3 til 4 dag som angitt.

]gonkluspne r: Fullstendig humant anu—PSCA monoklonalt antistoff Hal-5.99 henm:el sngmﬁkam veksten
av etablerte androgenuavhengige humane prostatakreft-xenografter implantert subkutant i SCID-mus

($<0.05).

Flgur 19
PSCA—mAb-Hal-S ‘99 hemmer veksten av etablerte prostatakreft-
' xenografter i SCID-mus
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\
2k, ip
7 doser totalt
. Siste dose pé dag 21 T
- ~e— Kontroll IgG1.

—8-+a1-4.121 100ug - °
—-a-—m1-4 121 300ug
-x--mu 121 700ug'_

 Behandlingsdager.

Materialer og fremgangsméter: LAPC-9AD-tumorceller (2,5 x 106 celler) ble injisert subkutant i mannlige
SCID-mus. Nir tumorvolumet niidde 40 mm3 ble musene randomisert i grupper (n=10 i hver gruppe) og
behandling ble innledet intraperitonealt (i.p.) med gkende konsentrasjoner av HA1-4.121 eller isotype-
MAb-kontroll som angitt. Dyr ble behandlet to ganger ukentlig med totalt 7 doser inntil undersgkelsesdag
21. Tumorvekst ble overviket ved anvendelse av skyvelermilinger hver 3 til 4 dag som angitt.

" Konklusjoner: Resultatene fra denne undersgkelsen demonstrerte at HA1-4.121 hemmet veksten av
etablerte subkutane humane androgenavhengige prosiata-xenografter i SCID-mus. Resultatene ble statistisk
signifikante for 300 ug dosegruppen pé dager 14, 17 og 21 (p< 0,05, Kruskal-Wallis-test, tosidig med

o=0,05) op for 700 ug dosegruppen pd dager 10, 14, 17 og 21 (p< 0,05, Kruskal-Walhs-test, tosidig med .

a=0,05).

Flgur 20

PSCA-mAb—HA1-4 121 hemmer veksten av etablerte
androgenavhengige humane prostatakreft-xenografter

45



24 -

500 ug/dose, ip, 2x/wk, 7 doser to'tah,',, L
Tumor wt bedemt 4 dager etter siste dose | -

20
*1 ' Peos -

124

08

. Gjennomsniittlg tumorvekt (g}

,0.4'_'. o

FTRE . | -
© Kontrol mAb, ©  Hat4.421 " Hatadr-

Materialer og fremgangsmiter: Pasientavledete, androgenavhengige LAPC-9AD-tumorceller (2,0 x 106
celler) ble injisert i de dorsale lappene av prostataer til mannlige SCID-mus. Tumorene fikk vokse'i omtrent
10 dager pé hvilken tid musene ble randomisert i grupper. Behandling med human 500 ug av HA1-4.117,
HA1-4.121 eller isotypekontroll-MAD ble innledet 10 dager etter tumorimplantasjon. Antistoffer ble levert
intraperitonealt to ganger ukentlig med totalt 7 doser. Fire dager etter siste dosen ble dyr aviivet og
primzrtumorer skiret ut og veid. : .

Kon_lg!usioner: Humane anti-PSCA monoidonal‘e antistoffer Hal-4.121 (p< 0,01) og Hal-4.117 (p< 0,05) -
hemmet signifikant veksten av LAPC-9AD-prostatakreft-xenografter ortotopisk implantert i SCID-mus. -

o Figur 21 '
PSCA-MAbs Ha1-4.121 og Hal-4.117 hemmer veksten av etablerte
ortotopiske humane prostatakreft-xenografter
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8 1 - N & L e Kontroll
' ' ' ' s HA1-4.12‘|

LT f
L §

 Modian 63 dager | MedianT5diger

".Ové?'?vue.'&esfraksloﬁﬁ:j. .

. Pe0.004"

"

Behandiing . .

0 -- 1, e 2 3 4 5. ':6_ . 7 8 9 " 10-“

'Dager efter tumor -

Materialer og frempanpsméiter: Pasientavledete, androgenavhengige LAPC-9AD-tumorceller (2,0 x 106
celler) ble injisert i de dorsale lappene av prostataer til mannlige SCID-mus, Tumorene fikk vokse i omtrent

. 9 dager pd hvilken tid musene ble randomisert i grupper. Dyrene randomisert i overlevelsesgruppene

omfaiter 11 mus i isotype-MAb-kontrollen og 12 mus i den HA1-4.121-behandlete gruppen. Dyr ble-
behandlet i.p. med 1000 ug Hal-4.121 eller 1000 ug av 1so(ype-MAb—komroll to ganger ukentlig med totalt .
9 doser. .

J_(_nﬂgﬂm Resu!tatene demonsnene at HA1-4.121 mgmﬁkant (Iog-rank test; p<0, 01) forlenget
overlevelsen av SCID-mus med humane androgenavhengige prostatatumorer. To mus i den HA1-4.121-
behandlete gruppen forble frie for Apenbare tumorer 110 dager etter siste behandling.

Flgur 22
HA1-4 121 forlenger overlevelsen av SCID-mus med etablerte
ortotopiske humane androgenavhengige prostatatumorer
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~o- Kontroll mAb - ,
1| | -8~ Kontroll mAb+ Taxotere .
T a-tataitn :
| a1zt Tatee

g

] Wabs: Soouyduse.ip.w
6 doser totalt- |
" Siste dosepédag 17

B ]
T8

~Tamlere Smg!kg.dagero 3&7 o

. P<o0tw MImAb
P<0.06 vs 'l mAb+ Texotese

g 8

400&, .

0 4 B w16 U0 s
o ' Behandiingsdager | - L

Materialer og fremgangsméter: LAPC-9AI-tumorceller (2 x 106 celler pr. dyr) ble injisert subkutant i
mannlige SCID-mus. Nér tumorvolumet nidde 65 mm3 ble dyr randomisert og utpekt til fire forskjellige .
grupper (n=10 i hver gruppe) som angitt. I begynnelsen pd dag 0 ble Hat-4.121 eller 1sotype-MAb—konu'oll
- administrert i.p. to ganger ukentlig i en dose pd 500 ug med totalt 6 doser. Den siste dosen ble gitt pd dag

17. Taxotere ble gitt intravengst i en dose p3 5 mg/kg pd dager 0, 3 og 7. Tumorvekst ble overviket hver 3-
4 dager ved anvendelse av skyvelermélinger. ,

Konklusjoner: Resultatene fra denne undersgkelsen demonstrerer at HA1-4.121 som et enkelt middel
hemmet veksten av androgenuavhengige prostata-xenografier i SCID-mus med 45% nir sammenlignet med
kontrollantistoffbeliandling alene pa dag 28 (ANOVA/Tukey-test: p<0,05). Administrering av :sotype—
MAb-kontrollen pluss taxotere hemmet tumorvekst med 28% nir sammenlignet med
kontrollantistoffbehandling alene, som ikke ble statistisk signifikant. Administrering av HA1-4.121 i.
kombinasjon med taxotere forbedret effekten og resulterte i en 69% hemning av tumorvekst nér
sammenlignet med kontrollantistoff alene (ANOVA/Tukey-test: p<0,01). En statistisk signifikant forskijell
ble ogsd demonstrert nir HA1-4.121-pluss-taxotere-kombinasjonsgruppen ble sammenlignet med enten
HA1-4.121- eller isotype-MAb-kontroli-pluss-taxotere-gruppene (ANOV A/Tukey-test: p<0,05).

Figur 23
Forbedret hemning av prostatatumorvekst
med HA1-4.21 og taxotere®-kombinasjonsterapi
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1000 o ';—O-Kontroll mAb '

-B-Hat-4.117
o~ %00 A-Hat4a21 L
E : "-—-x«—-Ha_'l-1.16f R
E : 500 ug!dose. 8 doser ip.. Zka - P<0.05

siste dose pé dag 24 P
® 0] :
% .
§ 1
9 —’-.-: ,
o . LI
0 4 8 12 16 ‘20 24 28 32

‘Behandiingsdager

Materialer og fremgangsmiter: Humane pankreatiske kreftceller (2 x 106/ mus) ble injisert subkutant i -
immundefekte ICR-SCID-mus (Taconic Farm, Germantown, NY). Musene ble randomisert i grupper (n=
. 10 dyr/gruppe) og behandling med det angitte humane PSCA monokionale antistoffet innledet samme dag
AmIstoffer (500 mg/mus) ble levert muapemonealt to ganger ukentlig med totalt 8 doser,

!gonklugoner. Resultatene demonsuerte, at humane anti-PSCA monoklonale antistoffer Hal-4.121, Hai-
4.117 og Hal-1.16 signifikant hemmet veksten av humane pankreatiske krefi-xenografter subkutant
implantert i SCID-mus. Statistiske analyser ble utfgrt ved anvendelse av en t-test (tosidig, a=0,05).

. Figur 24
Humane PSCA-MAbs hemmer veksten
av pankreatisk kreft-xenografter i SCID-mus
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. 269,

204 Behandling startet den andre etter implamasjon
. - 2wk ip ‘

. 10dosertotatt = . ‘

- Terminert 13 dager elter den- siste dossn

15

'1'._03.-,

05 -

" Kontrollhuman igG1 THA1-4.12118mg - T HAT-4921 o.zg','mg"'-

Materialer gg frempangsmaéter: HPAC-oeller (3.0x 106 celler) ble 1mplantert ortotopisk inn i pankreasnyen :

til SCID-mus. Mus ble tilfeldig utpekt til tre grupper (n=9 i hver gruppe) som angitt. Behandling med HA1-
4,121 (250 ug eller 1000 ug) eller isotype-MAb-kontroll (1000 ug) ble innledet p& lmplanmspnsdagen
Antistoffer ble administrert i.p. to ganger ukentlig med totalt 10 doser. ’l‘retten dager etter den siste dosen

- ble dyr avlivet og prim&Ertumorer sk&ret ut og veid. .

Konklusjoner: Resultatene fra denne undersgkelsen demonstrerte at HA1-4:121 signifikant hemmet den
ortotopiske veksten av humane pankreatisk krefi-xenografter i SCID-mus ved begge underspkte

" dosenivier. Behandling med 250 ug og 1000 ug AGS-PSCA hemmet tumorvekst med henholdsvis 66% og

70% (Kruskal—Walhsfmkey-test henholdsvis: p<0,01 og p<0,01).

Figur 25 .
HA1-4.121 hemmer veksten av pankreatiske tumorer 1mplantert
: ortotoplsk i SCID-mus
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Oppsummering av metastaséi-

Gruppe Innsidens for metastaser ved mikroskopisk bestemmelse Innsidens for metastaser og
- invasjoner ved grov bestemmelse
. : Lunge p-verdi* LN p-verdi* Alle steder®* p-verdi*

H3-14.1.2 5/8 - 7/9 - 8/9 -
HA14.121 1.0mg 1/9 0,0498 19 0,0152 29 0,0152
HA14.121 0.25 mg 2/9 0,1534 1/9 0,0152 29 . 0,0152
LN=}ymfeknute - . L
* Behandlet vs kontroll ved Fischers eksakie testen ‘ "
** Steder for invasjion omfattende den abdominale ve; , kolonen, milten, nyren, bukspyttkjenelen, retroperitoneum, etc. |
Steder for metastase omfattende lymfeknuter, | | . I i

Figur 26 |
PSCA-mAb-HA1-4.121 he_mmer matastaser

- © ] _"9"‘"9"1“2‘ 7 doser totakt, 250 ug/dose A
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,Be_ha'ndlirigad,agér: S

Materigler og frempangsméter: Humane SW780-blerekreficelier (2 x 106/ mus) ble injisert subkutant i
immundefekte ICR-SCID-mus (Taconic Farm, Germantown, NY). Musene ble randomisert i grupper (n=
10 dyr/gruppe) og behandling med det angitte humane PSCA-MADb innledet samme dag. Antistoffer (250 -
mg/mus) ble levert intrapéritonealt to ganger ukentlig med totalt 7 doser. -

Konklusjoner: Resultatene demonstrerte at HAL4.117 (p=0,014), HA1-4.37 (p'-"-O 0056), HA1- l T8 (p=

0,001), Hal-5.99 (p=0,0002) og HA1-4.5 (p= 0,0008) signifikant hemmet veksten av SW780-blzretumorer
implantert subkutant i SCID-mus. Statistiske analyser ble utfart ved anvendelse av en t-test (tosidig,
a=0,05).

Figur 27
Humane PSCA-MAbs hemmer veksten av SW780-blaeretumorer i
- SCID-mus
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