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RESUMO

“Antigénios transmembranares em serpentina expressos em
cancros da préstata humanos e suas utilizagdes”

Extracelular

Intracelular

Descreve-se uma nova familia de antigénios
transmembranares em serpentina da superficie celular. Duas das
proteinas desta familia sao exclusiva ou predominantemente
expressas na proéstata, assim como no cancro da prdstata, e
assim, os membros desta familia foram denominados 'STEAP' (do
inglés “Six Transmembrane Epithelial Antigen of the Prostate”,
antigénio epitelial de seis dominios transmembranares da
prdostata). Quatro STEAP humanos em particular estdao aqui
descritos e caracterizados. 0Os STEAP humanos exibem um grau
elevado de conservagao estrutural entre si mas nédo apresentam
homologia estrutural significativa com quaisquer proteinas
humanas conhecidas. O membro protétipo da familia STEAP,
STEAP-1, parece ser uma proteina membranar de tipo IIIa
expressa predominantemente em células da prdstata em tecidos
humanos normais. Estruturalmente, a STEAP-1 é uma proteina de
339 aminodacidos caracterizada por uma topologia molecular de
seis dominios transmembranares e terminais N e C
intracelulares, sugerindo gque se dobra numa 'serpentina' em
trés voltas extracelulares e duas intracelulares. A expressao
da proteina STEAP-1 é mantida em niveis elevados ao longo de
vdrios estdgios do <cancro da préstata. Adicionalmente, a
STEAP-1 é altamente sobre-expressa em determinados outros
cancros humanos.
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DESCRICAO

“Antigénios transmembranares em serpentina expressos em
cancros da préstata humanos e suas utilizagdes”

O presente pedido reivindica prioridade relativamente ao
pedido de ©patente dos Estados Unidos numero 09/455486,
apresentado em 6 de Dezembro, 1999.

CAMPO DA INVENCAO

A invencdo aquili descrita refere-se a um novo gene e a
proteina codificada, e antigénio tumoral, denominada STEAP-2,
e a métodos de diagndéstico e terapéuticos e a composigdes
Uteis na gestdo de varios cancros, incluindo particularmente o
cancro da prdstata, o cancro do cdbdblon, o cancro da bexiga, o

cancro do pulmdo, O cancro ovariano e o cancro pancreatico.

ANTERIORIDADE DA INVENCAO

O cancro é a segunda principal causa de morte humana a
seguir a doenca corondria. Em todo o mundo, milhdes de pessoas
morrem de cancro todos os anos. S6 nos Estados Unidos, o
cancro causa a morte de bem mais de meio milhdo de pessoas por
ano, com cerca de 1,4 milhdes de novos casos diagnosticados
por ano. Enquanto as mortes por doenca cardiaca tém vindo a
diminuir significativamente, as resultantes do cancro estao
geralmente a aumentar. Prevé-se que no inicio do préximo

século, o cancro se torne a principal causa de morte.

Em todo o mundo, varios cancros surgem como 0SS mais
mortiferos. Em particular, os carcinomas do pulmdo, da
préstata, da mama, do cdélon, do péancreas e do ovario,
representam as principais causas de morte por cancro. Estes e
virtualmente todos 0s outros carcinomas partilham uma
caracteristica letal comum. Com muito poucas excepcgdes, a
doenga metastdatica origindria de um carcinoma ¢é fatal.
Adicionalmente, mesmo para o0s pacientes de cancro que
inicialmente sobrevivem aos seus cancros primarios, a
experiéncia comum tem mostrado gque as suas vidas @ séao
drasticamente alteradas. Muitos pacientes de cancro sentem
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fortes ansiedades devidas a consciéncia do potencial para
recorréncia ou falha do tratamento. Muitos pacientes de cancro
sofrem debilitacdes fisicas apds o) tratamento. Muitos

pacientes de cancro sofrem uma recorréncia.

Em todo o mundo, o cancro da prdéstata € o guarto cancro
mais prevalecente nos homens. Na América do Norte e na Europa
do Norte, é de longe o mais comum cancro no sexo masculino e é
a segunda principal causa de morte por cancro nos homens. Sé
nos Estados Unidos, bem mais de 40 000 homens morrem
anualmente desta doenca - secunddria apenas ao cancro do
pulmdo. Apesar da magnitude destes numeros, nao existe ainda
nenhum tratamento eficaz para o) cancro da préstata
metastatico. A  prostatectomia cirurgica, a terapia de
radiacao, a terapia de ablacdao hormonal e a quimioterapia
continuam a ser as principais modalidades de tratamento.
Infelizmente, estes tratamentos sao ineficazes para muitos e

estdao frequentemente associados a consequéncias indesejaveis.

Na frente do diagndstico, a falta de um marcador do tumor
da préstata que possa detectar com precisao tumores
localizados em estdadio inicial, permanece uma limitacéo
significativa na gestdao desta doenca. Embora o ensaio do PSA
sérico tenha sido uma ferramenta muito util, a sua
especificidade e utilidade geral sdo amplamente consideradas
ausentes em muitos aspectos importantes.

O progresso na i1dentificacdao de marcadores especificos
adicionais para o cancro da préstata fol melhorado através da
geragao de xenoenxertos de cancro da prdstata que podem
recapitular diferentes estéddios da doenca em ratinhos. Os
xenoenxertos LAPC (do 1inglés “Los Angeles Prostate Cancer”,
cancro da préstata de Los Angeles) sao xenoenxertos de cancro
da prdéstata que sobreviveram a passagem em ratinhos
deficientes imunitdrios combinados graves (SCID, do 1inglés
“severe combined immune deficient”) e exibiram a capacidade de
imitar a progressao da doenca, incluindo a transicao de
dependéncia de androgénios para independéncia de androgénios e

e} desenvolvimento de lesdbes metastaticas (Patente
U.S. 6107540; Klein et al., 1997, Nat. Med. 3:402). Os
marcadores de cancro da préstata mais recentemente

identificados incluem PCTA-1 (Su et al., 1996, Proc. Natl.
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Acad. Sci. USA 93: 7252), o antigénio de células estaminais da
préstata (PSCA) (Reiter et al., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 95: 1735), e STEAP (Hubert et al., 1999, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 96: 14523).

Embora os marcadores anteriormente identificados tais
como PSA, PSM, PCTA e PSCA, tenham facilitado os esforcgos para
diagnosticar e tratar o cancro da probéstata, existe a
necessidade da identificacéao de marcadores e alvos
terapéuticos adicionais para o cancro da prdéstata e cancros
relacionados de modo a melhorar mais o diagnéstico e a
terapia.

SUMARIO DA INVENCAO

A invencgado é como definida nas reivindicag¢des anexas.

A presente divulgacgdo refere-se a uma nova familia de
antigénios transmembranares em serpentina da superficie
celular. Duas das proteinas desta familia sdo exclusiva ou
predominantemente expressas na prdstata, assim como no cancro
da proéstata, e assim, os membros desta familia foram
denominados "STEAP" (do inglés “Six Transmembrane Epithelial
Antigen of the Prostate”, antigénio epitelial de seis dominios
transmembranares da proéstata). Quatro STEAP humanos em
particular sao aqui descritos e caracterizados. O0Os STEAP
humanos exibem um grau elevado de conservagao estrutural entre
si mas nao apresentam homologia estrutural significativa com
quaisquer proteinas humanas conhecidas.

0 membro protdétipo da familia STEAP, STEAP-1, parece ser
uma proteina membranar de tipo IIIa expressa predominantemente
em células da préstata em tecidos humanos normais.
Estruturalmente, a STEAP-1 €& uma proteina de 339 aminodcidos
caracterizada por uma topologia molecular de seis dominios
transmembranares e terminais N e C intracelulares, sugerindo
que se dobra numa "serpentina" em trés voltas extracelulares e
duas intracelulares. A expressao da proteina STEAP-1 € mantida
em niveis elevados ao longo de varios estdgios do cancro da
préstata. Adicionalmente, a STEAP-1 €& altamente sobre-—-expressa
em determinados outros cancros humanos. Em particular, a

expressao na superficie celular de STEAP-1 foi definitivamente
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confirmada numa variedade de células da préstata e de cancro
da préstata, cancro do pulmédo, células de cancro da bexiga e
células de cancro do cdlon. Estas caracteristicas indicam que
a STEAP-1 ¢é um antigénio tumoral da superficie celular
especifico expresso em niveis elevados nos cancros da

préstata, da bexiga, do cdlon e em outros cancros.

Um segundo membro da familia, STEAP-2, é uma proteina de
454 aminodcidos com uma topologia molecular prevista similar a
da STEAP-1. A STEAP-2, como a STEAP-1, €& especifica da
prdéstata em tecidos humanos normais e é também expressa no
cancro da prodstata. O alinhamento dos ORF de STEAP-2 e de
STEAP-1 apresenta 54,9% de identidade ao 1longo de uma
sobreposicdo de 237 residuos de aminodcido, e as localizacdes
dos seils dominios transmembranares putativos em STEAP-2
coincidem com as localizacgdes dos dominios transmembranares em
STEAP-1 (FIG.11A-B).

A STEAP-3 e a STEAP-4 sao também aqui descritas. Estas
sdo também estruturalmente relacionadas, e apresentam perfis
de expressdo uUnicos. Em particular, a STEAP-3 e a STEAP-4
parecem apresentar padrdes de restricdo em tecidos diferentes.
Um alinhamento das sequéncias de aminodcidos de todas as
quatro STEAP é apresentado na FIG. 11A-B.

A invencgao proporciona polinucledétidos correspondentes ou
complementares a totalidade ou a parte do gene de STEAP-2 como
aqui descrito, ARNm e/ou sequéncias de codificacao,
preferivelmente numa forma isolada, incluindo polinucledtidos
que codificam proteinas STEAP-2 e seus fragmentos, ADN, ARN,
hibrido de ADN/ARN e moléculas relacionadas, polinucledtidos
ou oligonucledtidos complementares ao gene de STEAP-2 ou
sequéncias de ARNm ou suas partes, e polinucledétidos ou
oligonucledétidos que hibridam com o gene de STEAP-2, ARNm ou
com polinucledtidos que codificam STEAP-2. S&do igualmente
proporcionados meios para o isolamento de ADNc e dos genes que
codificam STEAP-2. S&do igualmente proporcionadas moléculas de
ADN recombinante contendo polinucledétidos de STEAP-2, células
transformadas ou transduzidas com estas moléculas, e sistemas
vector-hospedeiro para a expressao de produtos do gene de
STEAP-2.
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A invencgao proporciona proteinas STEAP-2 e seus
fragmentos polipeptidicos. A invengdao proporciona ainda
anticorpos que se ligam a proteinas STEAP como reivindicado e
seus fragmentos polipeptidicos, incluindo anticorpos
policlonais e monoclonais, anticorpos murinos e de outros
mamiferos, anticorpos quiméricos, anticorpos humanizados e
completamente humanos e anticorpos marcados com um marcador
detectavel, e anticorpos conjugados com radionuclidos/
radioisdtopos, toxinas ou outras composicdes terapéuticas. A
invencao proporciona ainda métodos para a detecgcao da presencga
de polinucledétidos de STEAP-2 e proteinas STEAP-2 em varias
amostras bioldgicas, assim como métodos para a identificacao
de células que expressam uma STEAP-2. A invengdo proporciona
ainda varias composicdes e estratégias terapéuticas para o
tratamento de cancros da préstata e outros cancros, incluindo
particularmente, terapia com anticorpos, vacinas e moléculas
pequenas.

A invencgao proporciona ainda métodos para a detecgao da
presenca de polinucledtidos de STEAP-2 e proteinas STEAP-2 em
vadrias amostras Dbioldgicas, assim como métodos para a
identificacdo de células que expressam STEAP-2. A invencao
proporciona ainda varias composicdes e estratégias
terapéuticas, incluindo particularmente, terapia com
anticorpos, vacinas e moléculas pequenas, para o tratamento de
cancros da prdstata. A natureza extracelular desta proteina
apresenta um numero de abordagens terapéuticas utilizando
moléculas que tém como alvo a STEAP-2 e a sua fungdo, assim
como moléculas que tém como alvo outras proteinas, factores e
ligandos que interactuam com a STEAP-2. Estas abordagens
terapéuticas incluem terapia com anticorpos com anticorpos
anti-STEAP-2, terapias com moléculas pequenas e terapias com
vacinas. Em adicdao, dada a sua expressao supra-regulada no
cancro da préstata, a STEAP-2 é 0til como um marcador de
diagndéstico, da determinacdo do estdgio e/ou do progndstico
para o cancro da préstata e, similarmente, pode ser um
marcador para outros cancros Jgue expressam esta proteina. A
STEAP-1 proporciona também um excelente marcador para a
identificacdo de metédstases do cancro da prdstata.
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BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

FIG. 1. Estrutura de STEAP-1. 1A-B: Sequéncias de
nucledétidos e de aminodcidos deduzida do ADNc do clone 10 de
STEAP-1 (8P1B4) (SEQ ID NO:1 e 2, respectivamente). A
metionina de partida estd indicada a negrito na posicdo de
residuo de aminocdcido 1 e seis dominios transmembranares
putativos estdo indicados a negrito e estdo sublinhados. 1C:
Representacdo esquemdtica da orientacdo transmembranar de
STEAP-1; residuos de aminodcido que fazem fronteira com os
dominios extracelulares previstos estao indicados e
correspondem ao esqguema de numeracao da FIG. 1A-B. 1D:
sequéncia nado codificante a 5' rica em G/C do gene de STEAP-1
(SEQ ID NO:3) como determinada por sobreposicao de sequéncias
do clone 10 e do clone 3.

FIG. 2. Expressao predominante de STEAP-1 em tecido da
préstata. O ADNc da primeira cadeia foil preparado a partir de
16 tecidos normais, dos xenoenxertos LAPC (4AD, 4AI e 9AD) e
de células Hela. A normalizacadao foili realizada por PCR
utilizando iniciadores para actina e GAPDH. A PCR semi-
quantitativa, wutilizando iniciadores derivados de ADNc de
STEAP-1 (8P1D4) (FIG. 1A-B), mostra a expressao predominante
de STEAP-1 em préstata normal e nos xenoenxertos LAPC.
Utilizaram-se ofs seguintes iniciadores para amplificar
STEAP-1:

8P1D4.1 5' ACTTTGITGATGACCAGGATTGGA 3' (SEQ ID NO:4)
8P1D4.2 5' CAGAACTTCAGCACACACAGGAAC 3' (SEQ ID NO:5).

FIG. 2A. As pistas sao como se segue: 1 cérebro;
2 préstata; 3 LAPC-4 AD; 4 LAPC-4 AI; 5 LAPC-9 AD; 6 Hela;
7 ADNc murino; 8 controlo negativo.

FIG. 2B. As pistas sdao como se segue: 1 cérebro;
coracgdo; 3 rim; 4 figado; 5 pulmdo; 6 péncreas; 7 placenta;
8 musculo esquelético.

FIG. 2C. As pistas sdo como se seqgue: 1 cdlon; 2 ovario;
leucdécitos; 4 préstata; 5 intestino delgado; 6  baco;
testiculos; 8 timo.
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FIG. 3. Andlises Northern blot da expressdo de STEAP-1 em
vadrios tecidos humanos normais e xenoenxertos de cancro da
prostata, apresentando expressdao predominante de STEAP-1 em
tecido da préstata.

FIG. 3A: Dois Northern blots (Clontech) de multiplos
tecidos sondados com um ADNc do clone 10 de STEAP de
comprimento completo (FIG. 1A-B). Padrdes de tamanho em
quilobases (kb) estdao indicados de lado. Cada pista contém
2 ng de ARNm que foi normalizado utilizando uma sonda de
R-actina. Al cérebro; A2 amigdala; A3 nucleo caudato;
A4 cerebelo; A5 coértex cerebral; A6 1lébulo frontal;
A7 hipocampo; A8 medula oblonga; Bl lébulo occipital;
B2 putamen; B3 substéncia negra; B4 ldébulo temporal;
B5 talamo; B6 nucleo sub-talé&mico; B7 medula espinal;
Cl coracao; C2 aorta; C3 muasculo-esquelético; C4 cdlon;
C5 bexiga; C6 utero; C7 prdstata; C8 estdbmago; D1 testiculos;
D2 ovédrio; D3 péancreas; D4 glandula pituitaria; D5 gléandula
supra-renal; D6 glandula tirdide; D7 glandula salivar;
D8 glédndula mamdria; E1 rim; E2 figado; E3 intestino delgado;
E4 baco; E5 timo; E6 leucdcitos periféricos; E7 ndéddulo
linfatico; ES8 medula 6ssea; Fl apéndice; F2 pulmao;
F3 traqueia; F4 placenta; Gl cérebro fetal; G2 coracgao fetal;
G3 rim fetal; G4 figado fetal; G5 baco fetal; G6 timo fetal;
G7 pulmdo fetal.

FIG. 3B: Dot blot de ARN de multiplos tecidos (Clontech,
Human Master Blot n.° de cat. 7770-1) sondado com ADNc do
clone 10 de STEAP-1 (FIG. 1A-B), apresentando aproximadamente
cinco vezes mais expressdo na préstata relativamente a outros
tecidos com expressao detectdvel significativa.

FIG. 4A-B. Sequéncia de nucledtidos (SEQ ID NO:6) do
clone GTH9 de STEAP-1 correspondente a mensagem de 4 kb em
Northern blots (FIG. 3A). A sequéncia contém um intrdo de
2399 pares de Dbases relativo a sequéncia do clone 10 de
STEAP-1 da FIG. 1A-B; as regides de codificacdao sao os
nucledétidos 96-857 e 3257-3510 (indicados a negrito). O ATG de
iniciacdo estd a negrito e sublinhado, o codao STOP esta a
negrito e sublinhado, e as fronteiras intrdao-exdao estao
sublinhadas.
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FIG. 5. Expressdo de STEAP-1 em linhas celulares da
prdstata e de mualtiplos cancros e xenoenxertos de cancro da
prostata. O xenoenxerto e os filtros de linhas celulares foram
preparados com 10 pg de ARN total por pista. Os blots foram
analisados utilizando o clone 10 de STEAP-1 como sonda. Todas
as amostras de ARN foram normalizadas por coloracgcao com
brometo de etidio e subsequente andlise com uma sonda de
B-actina. FIG. 5A: Expressdao em varias linhas celulares de
cancro e xenoenxertos e prdstata. As pistas sao como se segue:
(1) células PrEC, (2) tecido normal da prostata,
(3) xenoenxerto LAPC-4 AD, (4) xenoenxerto LAPC-4 AT,
(5) xenoenxerto LAPC-9 AD, (6) xenoenxerto LAPC-9 AT,
(7) células LNCaP, (8) células PC-3, (9) células DULl45,
(10) células PANC-1, (11) células BxPC-3, (12) células HPAC,
(13) células Capan-1, (14) células CACO-2, (15) células LOVO,
(16) células T84, (17) células COLO-205, (18) células KCL-22
(leucemia linfocitica aguda, LLA), (19) células HT1197,
(20) células SCABER, (21) células UM-UC-3, (22) células
TCCSUP, (23) células J82, (24) células 5637, (25) células
RD-ES (sarcoma de Ewing, EWS), (26) células CAMA-1,
(27) células DU4475, (28) células MCF-7, (29) células MDA-MB-
435s, (30) células NTERA-2, (31) células NCCIT, (32) células
TERRA-1, (33) células TERA-2, (34) células A431, (35) células
Hela, (36) células 0OvVv-1063, (37) células PA-1, (38) células SW
626, (39) células CAOV-3. FIG. 5B: A expressdao de STEAP-1 em
xenoenxertos LAPC crescidos subcutaneamente (sc) comparada com
a expressdao em xenoenxertos LAPC-4 e LAPC-9 crescidos na tibia
(it) de ratinhos.

FIG. 6A-B. Andlise Western blot da expressido de proteina
STEAP-1 em tecidos e multiplas linhas celulares. Sondaram-se
Western blots de lisados celulares preparados a partir de
xenoenxertos e linhas celulares de cancro da prdstata com uma
preparacdo de anticorpo policlonal anti-STEAP-1. As amostras
contém 20 pg de proteina e foram normalizadas com sondagem
anti-Grb-2 dos Western blots.

FIG. 7A-B. Biotinilacdo da superficie celular de STEAP-1.
FIG. 7A: Biotinilacdo da superficie celular de células 293T
transfectadas com apenas vector ou com vector contendo ADNc
que codifica STEAP-1 marcada com 6His. 0Os lisados celulares
foram imunoprecipitados com anticorpos especificos,
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transferidos para uma membrana e sondados com estreptavidina
conjugada com peroxidase de radbano. As pistas 1-4 e 6
correspondem a imunoprecipitados de 1lisados preparados a
partir de células 293T que expressam STEAP-1. As pistas 5 e 7
sao imunoprecipitados de células transfectadas com vector. As
imunoprecipitag¢des foram realizadas wutilizando os seguintes
anticorpos: (1) de ovelha nao imune, (2) anti-antigénio T
grande, (3) anti-CD71 (receptor da transferrina),
(4) anti-His, (5) anti-His, (6) anti-STEAP-1, (7) anti-
STEAP-1. FIG. 7B: Linhas <celulares de cancro da prodstata
(LNCaP, PC-3, DU145), cancro da bexiga (UM-UC-3, TCCSUP) e
cancro do cdélon (LOVO, COLO) foram (+) ou nao (-) biotiniladas
antes da lise. Os Western blots de proteinas purificadas em
gel com estreptavidina foram sondadas com anticorpos anti-
STEAP-1. Os marcadores de peso molecular estdao indicados em
quilodaltons (kD).

FIG. 8. Andlise imuno-histoquimica da expressado de
STEAP-1 utilizando anticorpo policlonal anti-STEAP-1.
Fixaram-se os tecidos em formalina a 10% e embeberam-se em
parafina. Coraram-se secgdes de tecido utilizando anticorpos
policlonais anti-STEAP-1 dirigidos no sentido do péptido
N-terminal. FIG. 8A: Células LNCaP sondadas na presenca de
péptido 1 N-terminal de STEAP-1, FIG. 8B: LNCaP mais um
péptido 2 especifico, FIG. 8C: tecido normal da préstata, FIG.
8D: carcinoma da prdstata de grau 3, FIG. 8E: carcinoma da
prostata de grau 2, Gleason 7, FIG. 8F: xenoenxerto LAPC-9 AD,
FIG. 8G: bexiga normal, FIG. 8H: cdlon normal. Todas as
imagens tém 400x de ampliacao.

FIG. 9A-D. Sequéncias de nucledtidos (SEQ ID NO:7) e de
aminoadcidos deduzida (SEQ ID NO:8) de ADNc do clone GTD3 de
STEAP-2 (98P4B6). A metionina de iniciacdo e a sequéncia de
Kozak estao indicadas a negrito, e 0s dominios
transmembranares putativos estdo sublinhados a negrito. O UTR
a 5' exibe um teor elevado de GC de 72%.

FIG. 10A-E. Sequéncias de nucledétidos (SEQ ID NO:9) e de
aminodcidos deduzida (SEQ ID NO:10) de STEAP-3. A regiao Kozak
estd a negrito.



EP 1 244 705/PT
10

FIG. 10F. Sequéncias de nucledtidos (SEQ ID NOS:11-14,
respectivamente) de entradas na base de dados dbEST
correspondentes a membros adicionais da familia STEAP obtidos
por pesquisa com a sequéncia proteinica de STEAP-1.

FIG. 11. Comparag¢des estruturais primarias de proteinas
da familia STEAP:

FIG. 11A-B. Alinhamento de sequéncias de aminodcidos das
STEAP 1-4 (SEQ ID NOS: 2, 8, 10 e 15, respectivamente)
utilizando o programa PIMA (programa PIMA 1.4 no endereco de
Internet:<http:\\dot.imgen.bcm.tmc.edu:9331\multi-align\multi-
align.html>); dominios transmembranares identificados pelo
programa SOSUI (disponivel no endereco de Internet
www.tuat.ac.jp\ mitakuladv_sosiulsubmit.html) estdo a negrito.
Estdo mostrados os resultados do agrupamento de ligagcdo maxima
de PIMA; residuos idénticos apresentados a negrito.

FIG. 11C. Alinhamento de sequéncias de aminocdcido das
sequéncias STEAP-1 (8P1D4 clone 10; SEQ ID NO:2) e STEAP-2
(98P4B6 clone GTD3; SEQ ID NO:8). O alinhamento foil realizado
utilizando o programa de alinhamento SIM do website do Baylor
College of Medicine Search Launcher. Os dominios
transmembranares estdao indicados a negrito. O0Os resultados
mostram uma identidade de 54,9% numa sobreposicdo de
237 residuos (Pontuacédo: 717.0; fregquéncia de hiatos: 0,0%).

FIG. 11D. Alinhamento de sequéncias de aminodcidos das
sequéncias de STEAP-1 (SEQ ID NO:2) e de STEAP-3 (98P4B6 clone

GTD3; SEQ ID NO:10). Os residuos idénticos estdo indicados com
asteriscos. Resultados SIM: 40,9% de identidade na

sobreposicao de 264 residuos; Pontuacao: 625,0; Frequéncia de
hiatos: 0,0%.

FIG. 11E. Alinhamento de sequéncias de aminocdcidos das
sequéncias de STEAP-2 (SEQ ID NO:8) e de STEAP-3 (98P4B6 clone

GTD3; SEQ ID NO:10). Os residuos idénticos estao indicados com
asteriscos. Resultados SIM: 47,8% de identidade na

sobreposicao de 416 residuos; Pontuacao: 1075,0; Frequéncia de
hiatos: 0,2%.
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FIG. 12. Expressao de ARNm de STEAP-3 em tecidos normais
por Northern blot (FIG. 12A-B) e RT-PCR (FIG. 12B). Para a
andlise por RT-PCR, preparou-se ADNc da primeira cadeilia a
partir de 16 tecidos normais. A normalizacdo foi realizada por
PCR utilizando iniciadores para actina e GAPDH. A PCR semi-
quantitativa, wutilizando iniciadores para AI139607, mostra
expressao predominante de AI139607 em placenta e prdstata apds
25 ciclos de amplificacao. Utilizaram-se 0s seguintes
iniciadores para amplificar AI139607:

AT139607.1 5'TTAGGACAACTTGATCACCAGCA 3' (SEQ ID NO:16)
AT139607.2 5'TGTCCAGTCCAAACTGGGTTATTT 3' (SEQ ID NO:17).

FIG. 12A. As pistas sdo como se segue (da esquerda para a
direita): Painel 1: coracgao, cérebro, placenta, pulmao,
figado, musculo-esquelético, rim e péancreas; Painel 2: Dbaco,
timo, prdéstata, testiculos, ovario, intestino delgado, cdlon e
glébulos brancos do sangue.

FIG. 12B. As pistas sdo como se segue: 1 cérebro;
2 coracdo; 3 rim; 4 figado; 5 pulmdo; 6 péncreas; 7 placenta;
8 musculo-esquelético.

FIG. 12C. As pistas sdo como se segue: 1 cdlon; 2 ovario;
3 leucdcitos; 4 prédstata; 5 dintestino delgado; 6 baco;
7 testiculos; 8 timo.

FIG. 13. Expressao predominante de STEAP-4/R80991 no
figado. Preparou-se o ADNc da primeira cadeia a partir de
16 tecidos normais. A normalizagdo foi realizada por PCR
utilizando iniciadores para actina e GAPDH. A PCR semi-
quantitativa, wutilizando iniciadores para R80991, mostra
expressao predominante de R80991 no figado apds 25 ciclos de
amplificacdao. Utilizaram-se o0s seguintes iniciadores para
amplificar R80991:

R80991.1 5" AGGGAGTITCAGCTTCGITCAGIC 3' (SEQ ID NO:18)
R80991.2 5' GGTAGAACTTIGTAGCGGCTCTCCT 3' (SEQ ID NO:19).

FIG. 13A. As pistas sdo como se segue: 1 cérebro;
2 coracdo; 3 rim; 4 figado; 5 pulmdo; 6 péncreas; 7 placenta;
8 musculo-esquelético.



EP 1 244 705/PT
12

FIG. 13B. As pistas sdo como se segue: 1 cdlon; 2 ovario;
3 leucédcitos; 4 proéstata; 5 intestino delgado; 6 baco;
7 testiculos; 8 timo.

FIG. 14. Expressadao predominante de STEAP-2 (98P4B6) em
tecido da préstata. Preparou-se o ADNc da primeira cadeia a
partir de 8 tecidos normais, dos xenoenxertos LAPC (4AD, 4ATI e
9AD) e células HelLa. A normalizacgdo foi realizada por PCR
utilizando iniciadores para actina e GAPDH. A PCR semi-
quantitativa, utilizando iniciadores para 98P4B6, mostra
expressao predominante de 98P4B6 em prdstata normal e nos
xenoenxertos LAPC. Utilizaram-se os seguintes iniciadores para
amplificar STEAP II:

98P4BG.1 5' GACTGAGCTGGAACTGGAATTTGT 3' (SEQ ID NO:20)
98P4B6.2 5' TTTGAGGAGACTTCATCTCACTIGG 3' (SEQ ID NO:21).

FIG. 14A. As pistas sao como se segue: 1 cérebro;
2 proéstata; 3 LAPC-4 AD; 4 LAPC-4 AI; 5 LAPC-9 AD; 6 Hela;
7 ADNc murino; 8 controlo negativo.

FIG. 14B. As pistas sdo como se segue: 1 cdlon; 2 ovario;
3 leucdcitos; 4 proéstata; 5 dintestino delgado; 6 baco;
7 testiculos; 8 timo.

FIG. 15. Expressadao do gene de STEAP-2/98P4B6 especifico
da préstata em tecidos normais e em xenoenxertos de cancro da
préstata determinada por andlise Northern blot. Obtiveram-se
filtros de tecido humano normal (A e B) da CLONTECH gue contém
2 ug de ARNm por pista. Preparou-se o filtro do
xenoenxerto (C) com 10 pg de ARN total por pista. As
transferéncias foram analisadas utilizando o clone 98P4B6
derivado por SSH como sonda. Todas as amostras de ARN foram
normalizadas por coloracdo com brometo de etidio.

FIG. 15A. As pistas sao como S8e segue: 1 coracao;
2 cérebro; 3 placenta; 4 pulmao; 5 figado; 6 musculo-
esquelético; 7 rim; 8 péncreas.
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FIG. 15B. As pistas s&o como se segue: 1 baco; 2 timo;
3 préstata; 4 testiculos; 5 ovario; 6 intestino delgado;
7 cdlon; 8 leucdcitos.

FIG. 15C. As pistas sdao como se segue: 1 prdstata;
2 LAPC-4 AD; 3 LAPC-4 AI; 4 LAPC-9 AD; LAPC-9ATI.

FIG. 16. Expressao de STEAP-2 na prdéstata e em linhas
celulares cancerosas seleccionadas como determinada por
andlise Northern blot. Prepararam-se os filtros de xenoenxerto
e das linhas celulares com 10 pg de ARN total por pista. As
transferéncias foram analisadas wutilizando um clone 98P4B6
derivado por SSH como sonda. Todas as amostras de ARN foram
normalizadas por coloracgao com brometo de etidio.

As pistas sdo como se segue: 1 préstata; 2 LAPC-4 AD;
3 LAPC-4 AI; 4 LAPC-9 AD; 5 LAPC-9 AI; 6 TsuPrl; 7 DUl45;
8 LNCaP; 9 PC-3; 10 LAPC-4 CL; 11 PrEC; 12 HT1197; 13 SCaBER;
14 UM-UC-3; 15 TCCSUP; 16 J82;17 5637;18 RD-ES; 19 293T;
20 PANC-1; 21 BxPC-3; 22  HPAC; 23 Capan-1; 24 LS180;
25 SK-CO-1; 26 CaCo-2; 27 LoVo; 28 T84; 29 Colo-205; 30 BT-20;
31 CAMA-1; 32 DuU4475; 33 MCF-7; 34 MDA-MB-435s; 35 NTERA-2;
36 NCCIT; 37 TERA-1; 38 TERA-2; 39 A431; 40 HeLa; 41 0V-1063;
42 PA-1; 43 SW626; 44 CAOV-3.

FIG. 17. Localizacdao cromossdmica de membros da familia
STEAP. As localizacdes cromossémicas dos genes de STEAP aqui
descritos foram determinadas utilizando o painel de hibridos
de radiacadao GeneBridge4 (Research Genetics, Huntsville Al). O
mapeamento para STEAP-2 e ATI139607 foi realizado utilizando o
painel de hibridos de radiagao Stanford G3 (Research Genetics,
Huntsville Al).

FIG. 18. Representacdo esquematica das fronteiras Intrao-
Exdo no interior do ORF do gene de STEAP-1 humana.
Identificaram-se um total de 3 intrdes (i) e 4 exdes (e).

FIG. 19. Andlise Zooblot southern do gene de STEAP-1 em
varias espécies. Preparou-se AND gendmico a partir de varios
organismos diferentes incluindo o ser humano, macaco, cao,
ratinho, galinha e Drosophila. Digeriram-se dez microgramas de
cada amostra de ADN com EcoRT, transferiram-se para
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nitrocelulose e sondaram-se com uma sonda de STEAP-1. Os
padrdes de tamanho estdo indicados de lado em quilobases (kb).

FIG. 20. Andlise Southern blot de BAC de ratinho com uma
sonda de STEAP-1. Preparou-se o ADN a partir de células
humanas para isolar ADN gendmico e a partir de um clone de BAC
de ratinho (12P11) que contém o gene de STEAP de ratinho.
Digeriu-se cada amostra de ADN com EcoRI, transferiu-se para
nitrocelulose e sondou-se. Compararam—-se o0ito microgramas de
ADN gendmico com 250 ng de ADN de BAC de ratinho.

As pistas sdo como se segue: (1) escada de 1 kb; (2)
gendmico humano feminino; (3) 12P11 BAC mus; (4) gendmico
humano feminino; (5) 12P11 BAC mus; (6) 3T3.

FIG. 21A. Coloragédo imuno-histoquimica wutilizando um
anticorpo policlonal de ovelha dirigido contra STEAP-1 e
apresentando coloracao pericelular num espécime de cancro da
bexiga.

FIG. 21B. Coloragdo imuno-histoquimica wutilizando um
anticorpo policlonal de ovelha dirigido contra STEAP-1 e
apresentando coloracao pericelular num segundo espécime de
cancro da bexiga.

FIG. 21C. Coloragédo imuno-histoquimica wutilizando um
anticorpo policlonal de ovelha dirigido contra STEAP-1 e
apresentando coloracao pericelular num espécime de cancro do
pulmao.

FIG. 21D. Coloragédo imuno-histoquimica wutilizando um
anticorpo policlonal de ovelha dirigido contra STEAP-1 e
apresentando coloracao pericelular num segundo espécime de
cancro do pulmao.

FIG. 22A. Expressao de STEAP-2 em prdstata normal
apresentada por hibridacdo de ARN in situ com uma sonda anti-
sentido.

FIG. 22B. Expressadao de STEAP-2 em prdstata normal por
hibridagao de ARN in situ utilizando uma sonda de sentido
directo como controlo.
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FIG. 23A. Expressao de STEAP-2 no cancro da prdstata
apresentada por hibridacdo de ARN in situ com uma sonda anti-
sentido.

FIG. 23B. Expressao de STEAP-2 no cancro da prodstata de
controlo para Hibridagao de ARN in situ utilizando uma sonda
de sentido directo.

FIG. 24. Expressao de STEAP-2 em varios tecidos de cancro
como examinado utilizando RT-PCR. A pista 1 representa uma
amostra de um xenoenxerto LAPC4 AD; a pista 2 é xenoenxerto
LAPCY9 AD; a pista 3 é xenoenxerto LAPC9 AD? (crescido com
explante de osso humano); a pista 4 é LAPCY9 AD IT (crescido
intratibialmente); a pista 5 é tecido reunido de pacientes de
cancro do cdélon; a pista 6 é tecido reunido de pacientes de
cancro do pulmdo; M representa uma pista marcadora; a pista 7
é tecido da préstata normal de um paciente; a pista 8 €& tecido
da cancro da prdéstata de um paciente; a pista 9 ¢é tecido
reunido de pacientes de cancro do rim; a pista 10 & tecido
reunido de pacientes de cancro da bexiga; a pista 11 é células
Hela; e a pista 12 é um branco de agua.

FIG. 25. Andlise dot blot de ARN da expressao de STEAP-2
em 76 tecidos normais, apresentando expressao especifica da
préstata. Fontes de tecido de ARN: Al cérebro completo;
A2 cerebelo, esquerdo; A3 substédncia negra; A4 coracdo;
A5 esdfago; A6 cdlon, transverso; A7 rim; A8 pulméao;
A9 figado; Al0 HL60, leucemia; All cérebro fetal; Bl cértex
cerebral; B2 cerebelo, direito; B3 nucleus accumbens;
B4 aorta; BS5 estdmago; B6 cdbdlon, descendente; B7 musculo-
esquelético; B8 placenta; B9 péncreas; B10 Hela, S3;
B11l coracao fetal; Cl 16bulo frontal; C2 corpo caloso;
C3 tédlamo; C4 auricula, esquerda; C5 duodeno; C6 recto;
C7 baco; C8 Dbexiga; C9 glandula supra-renal; C1l0 Kb562,
leucemia; Cl1 rim fetal; D1 1débulo parietal; D2 amigdala;
D3 glédndula pituitdria; D4 auricula, direita; D5 jejuno;
D6 branco; D7 timo; D8 utero; D9 glandula tirdide; D10 MOLT-4,
leucemia; D11 figado fetal; E1 1lébulo occipital; E2 nucleo
caudado; E3 medula espinal; E4 ventriculo, esquerdo; E5 ilio;
E6 branco; E7 leucdcitos; E8 prdstata; E9 gladndula salivar;
E10 RAJI, linfoma; E11 Dbaco fetal; F1 1débulo temporal;
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F2 hipocampo; F3 branco; F4 ventriculo, direito; F5 ilio-cego;
F6 branco; F7 ndédulo linfatico; F8 testiculos; F9 glandula
mamdria; F10 DAUDI, linfoma; F1ll timo fetal; Gl circunvolucao
paracentral; G2 medula oblonga; G3 branco; G4 septo
interventricular; G5 apéndice; G6 Dbranco; G7 medula &ssea;
G8 ovéario; G9 branco; G10 SW480, cancro do cdédlon; Gll pulméo
fetal; H1l ponte de Valdrio; H2 putédmen; H3 branco; H4 &apice do
coragao; H5 cdlon, ascendente; H6 Dbranco; H7 traqueia; HS
branco; H9 branco; H10 A549, cancro do pulmao; H11l branco.

FIG. 26. Western blot com anti-fosfotirosina (mAb 4G10)
gque mostra que a expressao de STEAP-2 em células PC3 é
suficiente para induzir a fosforilacdo de varias proteinas em
residuos de tirosina, incluindo pl50, pl20 e ©p75. Uma
sobreposicdo utilizando Ab anti-Grb2 mostra que o gel estava

igualmente carregado.

FIG. 27A. Western blot utilizando anti-fosfo-p38 que
mostra que a expressao de STEAP-1 ou STEAP-2 em células PC3
activa a quinase p38, em comparacao com controlos PC3-neo.
TNF-NaSal e NaSal, activadores conhecidos de p38, serviram
como controlos positivos.

FIG. 27B. Western blot, como na FIG. 27A, utilizando
anti-p38 para demonstrar o igual carregamento de proteina nos
géis.

FIG. 28A. Western blot wutilizando anti-fosfo-ERK para
examinar a activacgdo da via da ERK em FBS a 1%. Células PC3
que expressam Ras (controlo positivo), STEAP-1, STEAP-2 ou neo
(controlo negativo), foram crescidas em FBS a 1%. Os
resultados mostram que, enquanto a expressao do gene de
controlo neo nao teve efeito sobre a fosforilagdo de ERK, a
expressado de STEAP-1 e de STEAP-2 induz fosforilagao de ERK.
Utilizou-se um anticorpo anti-ERK para confirmar a presenca de
ERK em todas as pistas.

FIG. 28B. Western blot wutilizando anti-fosfo-ERK para
examinar a activacdo da via da ERK em FBS a 0,1% e 10%.
Células PC3 que expressam STEAP-1 ou neo (controlo negativo)
foram crescidas em FBS a 0,1% ou a 10%. O0Os resultados
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confirmam que a expressdo de STEAP-1 é suficiente para induzir
a activacao da cascata de sinalizacgao de ERK.

FIG. 29. Sinalizagdo em células PC3-STEAP-1 mediada por
odorantes.

FIG. 29A. Western blot anti-fosfotirosina de células PC3,
que expressam de forma estavel neo, foram crescidas durante a
noite em FBS a 0,1% para permitir a ocupacdo dos receptores, e
depois foram tratadas com citralva, etilvanilina ou IBMP. O
tratamento com FBS a 10% foi utilizado como controlo.

FIG. 29B. Western blot anti-fosfotirosina de células PC3,
que expressam de forma estdvel STEAP-1, foram tratadas como
descrito para a FIG. 29A. Os resultados mostram que citralva e
etilvanilina induzem especificamente a fosforilacdo de pl36-
140 em células PC3-STEAP-1. Em adigadao, a citralva induz a
fosforilagdao de novo de uma proteina a 160-200kDa.

FIG. 30. Activagcdao da cascata da ERK por odorantes.
Western blot anti-ERK de células PC3, que expressam de forma
estdvel neo ou STEAP-1, foram crescidas durante a noite em FBS
a 0,1%. As células foram entao tratadas com citralva durante
5 min. O tratamento com FBS a 10% foi utilizado como controlo.
Analisaram-se lisados de células completas utilizando anti-
fosfo-ERK. Os resultados mostram que a citralva induz a
fosforilacdo de ERK, e portanto a activacao da via da ERK, de
uma maneira especifica de STEAP-1.

FIG. 31A. Andlise imuno-histoquimica anti-STEAP-1 no
tumor de cancro da préstata ortotdépico LAPC-9 (ampliacao de
200X). As células qgue expressam STEAP-1 apresentam coloracao

perinuclear.

FIG. 31B. Andlise imuno-histoquimica anti-STEAP-1 na
metédstase de nédulos linfaticos LAPC-9 (ampliacgdo de 400X). As
células que expressam STEAP-1 apresentam coloracao

perinuclear.

FIG. 31C-D. Andlise imuno-histoquimica anti-STEAP-1 na
metdstase do pulmido LAPC-9 (ampliacdo de 800X). As células que
expressam STEAP-1 apresentam coloracdo perinuclear.
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FIG. 31E-F. Andlise imuno-histoquimica anti-PSA numa
micrometdstase do pulmdo de cancro da prdéstata LAPC-9
(ampliacdo de 800X). As células que expressam PSA apresentam
coloracao perinuclear.

FIG. 32A. Deteccgéo imuno-histoquimica de STEAP-1
apresentando intensa coloracdo pericelular em metdstase de

nédulos linfaticos de um paciente humano.

FIG. 32B. Deteccgéo imuno-histoquimica de STEAP-1
apresentando intensa coloracdo pericelular em metdstase do
0sso de um paciente humano.

FIG. 33. Western blot que mostra que pAb murino anti-
STEAP-1 reconhece a proteina STEAP-1 em linhas celulares
manipuladas e proteina STEAP-1 enddgena em células LNCaP.
Lisados de células LNCaP e células 293T transfectadas com
PCDNA3.1 MYC/STEAP-1 marcada com HIS ou vector vazio de neo, e
células RAT1 manipuladas para expressar STEAP-1 ou um gene neo
de controlo, foram separados por SDS-PAGE e transferidos para
nitrocelulose. A transferéncia foi depois submetida a analise
de Western anti-STEAP utilizando uma diluicdo de 1:1000 de
soro de ratinhos imunizados com uma proteina de fusdo GST-
STEAP-1.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente divulgacgdo refere-se a uma nova familia de
antigénios transmembranares em serpentina da superficie
celular. Duas das proteinas desta familia sado exclusiva ou
predominantemente expressas na prdstata, assim como no cancro
da préstata, e portanto os membros desta familia foram
denominados "STEAP" (do inglés Six Transmembrane Epithelial
Antigen of the Prostate, antigénio epitelial de seis dominios
transmembranares da proéstata). Quatro STEAP humanas em
particular sdo aqui descritas e caracterizadas. As STEAP
humanas exibem um elevado grau de conservacao estrutural entre
si mas nao apresentam homologia estrutural significativa com
nenhumas proteinas humanas conhecidas. A presente divulgacéo
refere-se a métodos e composicdes para o diagndstico e terapia
de cancros da prdstata e outros cancros, métodos estes que



EP 1 244 705/PT
19

utilizam polinucledétidos isolados correspondentes a genes de
STEAP humanos, proteinas codificadas pelos genes de STEAP e
seus fragmentos, e anticorpos capazes de reconhecer e ligar-se
especificamente a proteinas STEAP.

A menos que definido em contrdario, pretende-se que todos
os termos da especialidade, notagdes e outra terminologia
cientifica aqui wutilizada tenha os significados wvulgarmente
entendidos pelos peritos na especialidade a qual este invento
se refere. Em alguns casos, ©0s termos com significados
vulgarmente entendidos sdo aqui definidos para clareza e/ou
para facil referéncia e a inclusdo destas definig¢des aqui néo
deve ser necessariamente entendida como representando uma
substancial diferenca em relacdao ao que € geralmente entendido
na especialidade. As técnicas e procedimentos aqui descritos
ou referidos sao geralmente bem entendidos e vulgarmente
empregues utilizando metodologia convencional pelos peritos na
especialidade, tais como, por exemplo, as metodologias de
clonagem molecular amplamente utilizadas descritas em Sambrook
et al., *"Molecular Cloning: A Laboratory Manual” 2nd. Edition
(1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y. Consoante apropriado, 0os procedimentos que
envolvem a utilizacdo de kits e reagentes comercialmente
disponiveils sdao geralmente realizados de acordo com protocolos
e/ou parametros definidos ©pelo fabricante a menos qgue
observado em contrario.

Tal como aqui se utiliza, os termos “cancro da prdstata
avancado’”, “cancro da préstata localmente avancado”, *“doenca
avancada” e “doencga localmente avancada” significam cancros da
prdostata que se tenham estendido através da céapsula da
préstata e pretende-se que incluam doenca em estadio C segundo
0 sistema da American Urological Association (AUA), doenca em
estddio Cl1-C2 segundo o sistema Whitmore-Jewett e doenga em
estddio T3-T4 e N+ segundo o sistema TNM (tumor, nddulo,
metédstase). Em geral, nado ¢é recomendada <cirurgia ©para
pacientes com doenca localmente avancada, e estes pacientes
tém desfechos substancialmente menos favoraveis em comparacao
com pacientes com cancro da préstata clinicamente localizado
(confinado ao érgao) . A doenca localmente avancada é
clinicamente identificada através de evidéncia palpdvel de
induracdo para além do limite lateral da préstata, ou
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assimetria ou induracdao acima da base da préstata. O cancro da
préstata localmente avancado ¢é actualmente diagnosticado
patologicamente apds prostatectomia radical se o tumor invadir
ou penetrar a capsula prostdtica, se estender para a margem
cirdrgica ou invadir as vesiculas seminais.

Tal como aqui se utilizam, os termos “cancro da préstata
metastatico” e “doenca metastdtica” significam cancros da
prdéstata que se tenham espalhado para nddulos linfaticos
regionais ou para locals distantes e pretende-se que incluam
doenca em estddio D segundo o sistema AUA e estdadio TxNxM+
segundo o sistema TNM. Tal como é o caso com cancro da
préstata localmente avangado, a cirurgia nédo ¢é geralmente
indicada para pacientes com doenca metastdatica e a terapia
hormonal (ablacao de androgénios) é a modalidade de tratamento
preferida. Os pacientes com cancro da prdstata metastatico
desenvolvem eventualmente um estado refractéario aos
androgénios em 12 a 18 meses apds o inicio do tratamento e
aproximadamente metade destes pacientes morre em 6 meses a
partir dai. O local mais vulgar para as metédstases do cancro
da préstata é o o0sso. As metdstases osseas de cancro da

prbéstata sao, no equilibrio, caracteristicamente
osteoblédsticas em vez de osteoliticas (i.e., resultam em
formacdo déssea liquida). Verifica-se que muito frequentemente

as metdstases O6sseas sdao na coluna vertebral, seguida do
fémur, da pélvis, da caixa tordcica, do crédnio e do umero.
Outros locals comuns para metdstases incluem os nodédulos
linfaticos, o pulmdo, o figado e o cérebro. O cancro da
préstata metastdtico é tipicamente diagnosticado através de
linfadenectomia pélvica aberta ou laparoscédpica, varrimento de
corpo inteiro com radionuclidos, radiografia esquelética e/ou
bidpsia de lesdes Osseas.

Tal como aqui se utiliza, o termo “polinucledtido”
significa uma forma polimérica de nucledétidos com pelo menos
10 bases ou pares de bases de comprimento, ribonucledtidos ou
desoxinucledétidos ou uma forma modificada de um dos tipos de
nucledétidos, e pretende incluir formas de ADN de cadeia
simples e dupla.

Tal como aqui se utiliza, o termo “polipéptido” significa
um polimero com pelo menos 10 aminocdcidos. Ao longo de todo ©
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fasciculo, sdo utilizadas as designacdes padrdo de trés letras
ou de uma letra para os aminodacidos.

Tal como aqui se utiliza, 0s termos “hibridam”,
“hibridando”, *“hibrida” e semelhantes, utilizados no contexto
de polinucleétidos, pretendem referir-se a condicgdes de
hibridac¢ao convencionais, de preferéncia tais como hibridacao
em formamida a 50%/SSC 6x/SDS a 0,1%/100 upg/ml de ADNcs, em
que as temperaturas para hibridacdo sdao acima dos 37 graus C e
as temperaturas para lavagem com SSC 0,1x/SDS a 0,1% sdo acima
dos 55°C, e com maior preferéncia a condigdes de hibridacao
rigorosas.

O "rigor" de reacgdes de hibridacao ¢é prontamente
determindvel por uma pessoa competente na matéria, e
geralmente € um cdlculo empirico dependente do comprimento da
sonda, das temperaturas de lavagem e da concentragdo salina.
Em geral, sondas mais longas requerem temperaturas mais
elevadas para uma hibridacao correcta, engquanto sondas mais
curtas necessitam de menores temperaturas. A hibridacéao
depende geralmente da capacidade de ADN desnaturado voltar a
hibridar quando estdo presentes cadeias complementares num
ambiente abaixo da sua temperatura de fusdao. Quanto mais
elevado o grau de homologia desejado entre a sonda e a
sequéncia hibriddvel, maior a temperatura relativa que pode
ser utilizada. Em resultado, segue-se que temperaturas
relativas mais elevadas tenderdo a tornar as condicgdes
reaccionais mais rigorosas, enquanto temperaturas mais baixas,
menos rigorosas. Para detalhes adicionais e explicacao sobre o
rigor de reacgdes de hibridacgcao, veja-se Ausubel et al.,
Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience
Publishers, (1995).

As "condigbes rigorosas" ou "condigdes de rigor elevado",
como definido aqui, podem ser identificadas como aguelas que:
(1) empregam baixa forca idénica e temperatura elevada para a
lavagem, por exemplo cloreto de sdédio 0,015 M/citrato de sdédio
0,0015 M/dodecilsulfato de sdédio a 0,1% a 50°C; (2) empregam
durante a hibridacdo um agente desnaturante, tal como
formamida, por exemplo, formamida a 50% (v/v) com albumina
sérica bovina a 0,1%/Ficoll a 0,1%/polivinilpirrolidona a
0,1%/ tampdo de fosfato de sdédio 50mM a pH 6,5 com cloreto de
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sédio 750 mM, citrato de sddio 75 mM a 42°C; ou (3) empregam
formamida a 50%, SSC b5x (NaCl 0,75 M, citrato de sdédio
0,075 M), fosfato de sdédio 50 mM (pH 6,8), pirofosfato de
sédio a 0,1%, solucdao de Denhardt 5x, ADN de esperma de salmao
tratado com ultra-sons (50 npg/ml), SDS a 0,1% e sulfato de
dextrano a 10% a 42°C, com lavagens a 42°C com SSC 0,2x
(cloreto de sédio/citrato de sddio) e formamida a 50% a 55°C,
seguidos de lavagem muito rigorosa consistindo em SSC 0,1x
contendo EDTA a 55°C.

As "condicgdes moderadamente rigorosas" podem ser
identificadas como descrito por Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual New York: Cold Spring Harbor

Press, 1989, e incluem a utilizacdo de solugcdao de lavagem e
condigdes de hibridacgao (e.g., temperaturas, forca idnica e %
de SDS) menos rigorosas do que as descritas acima. Um exemplo
de condig¢des moderadamente rigorosas ¢é incubacdo durante a
noite a 37°C numa solucao compreendendo formamida a 20%, SSC
5x (NaCl 150 mM, citrato trissdédico 15 mM), fosfato de sdédio
50 mM (pH 7,6), solucdo de Denhardt 5x, sulfato de dextrano a
10% e ADN de esperma de salmao desnaturado por corte a
20 mg/ml, seguida por lavagem dos filtros com SSC 1x a cerca
de 37-50°C. O perito saberd como ajustar a temperatura, a
forca idénica, etc., conforme necessdrio para acomodar factores

tais como o comprimento da sonda e similares.

No contexto das comparacdes de sequéncias de aminodacidos,
o termo “identidade” é utilizado para expressar a percentagem
de residuos de aminodcido nas mesmas posicgdes relativas que
sdo i1guais. Também neste contexto, o termo “homologia” ¢é
utilizado para expressar a percentagem de residuos de
aminodcido nas mesmas posicdes relativas que sao idénticos ou
semelhantes, utilizando 0s critérios de aminodcidos
conservados da andlise BLAST, tal como é€ geralmente entendido

°

na especialidade. Por exemplo, os valores de % de identidade
podem ser gerados por WU-BLAST-2 (Altschul et al., Methods in

Enzymology, 266 460-480 (1996) : http://blast
wustl/edu/blast/READMEhtml) .Mais detalhes em relacao a
substituicdes de aminodcidos, que sao consideradas

conservativas segundo estes critérios, sdo proporcionados
abaixo.
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Sao proporcionadas definigdes adicionais ao longo de
todas as subsecgdes que se seguemn.

POLINUCLEOTIDOS DE STEAP

Sao aqui divulgados polinucledétidos correspondentes ou
complementares a totalidade ou a parte de um gene, um ARNm
e/ou uma sequéncia de codificacdo de STEAP-2, preferivelmente
uma forma isolada, incluindo polinucledétidos que codificam uma
proteina STEAP-2 e seus fragmentos, ADN, ARN, hibrido de
ADN/ARN, e moléculas relacionadas, polinucleétidos ou
oligonucledétidos complementares a um gene ou uma sequéncia de
ARNm de STEAP-2 ou uma sua parte, e polinucleétidos ou
oligonucledétidos que hibridam com um gene de STEAP-2, um ARNm
ou a polinucledtidos que codificam STEAP-2 (colectivamente,
"polinucledétidos de STEAP-2"). Como aqui utilizado, genes e
proteinas STEAP incluem o8 genes e proteinas STEAP-1, STEAP-2
e STRAP-3, e 0 gene e a proteina correspondentes ao numero de
acesso no GenBank R80991 (STEAP-4), e o0s genes e proteinas
correspondentes a outras proteinas STEAP e variantes
estruturalmente similares dos anteriores. Estas outras
proteinas STEAP e variantes terao geralmente sequéncias de
codificacdo que sdo altamente homdélogas a sequéncia de
codificagcdo de STEAP, e preferivelmente partilhardo pelo menos
cerca de 50% de identidade de aminodcidos e pelo menos cerca
de 60% de homologia de aminocdcidos (utilizando critérios
BLAST), mais preferivelmente partilhando 70% ou mais de
homologia (utilizando critérios BLAST).

As sequéncias génicas de membros da familia STEAP aqui
descritas codificam proteinas STEAP que partilham dominios
unicos de sequéncias de aminodcidos altamente conservadas gque
as distinguem de outras proteinas. As proteinas que incluem um
ou mais destes dominios uUnicos altamente conservados podem
estar relacionadas com os membros da familia STEAP ou podem
representar novas proteinas STEAP. Com referéncia a FIG. 11A-
B, que ¢ um alinhamento de sequéncias de aminodcidos das
sequéncias completas de proteinas STEAP-1, STEAP-2 e STEAP-3
assim como da sequéncia parcial de STEAP-4, é evidente que as
STEAP estdo estreitamente relacionadas ao nivel estrutural.
Com referéncia a FIG. 11C, que é um alinhamento de sequéncias
de aminodcidos das sequéncias completas das proteinas STEAP-1
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e STEAP-2, é evidente uma estreita conservacdo estrutural,
particularmente nos dominios transmembranares previstos. As
sequéncias de STEAP-1 e STEAP-2 partilham 54,9% de identidade
ao longo de uma sobreposicdo de 237 aminodcidos. Estao
apresentados nas FIGS. 11D e 11E alinhamentos de sequéncias de
aminodcidos adicionais entre as STEAP. Estes alinhamentos
mostram que a STEAP-1 e a STEAP-3 sédo 40,9% idénticas ao longo
de uma regido de 264 aminocdcidos, enquanto a STEAP-2 e a
STEAP-3 sao 47,8% idénticas ao longo de uma regiao de
416 aminoacidos.

Um polinucleétido de STEAP pode compreender um
polinucledétido possuindo a sequéncia de nucledtidos de STEAP-1
humana como mostrado na FIG. 1A-B, a seqgquéncia de nucledtidos
de STEAP-2 humana como mostrado na FIG. 9A-D, a sequéncia de
nucledétidos de STEAP-3 humana como mostrado na FIG. 10A-E, ou
a sequéncia de nucledtidos de STEAP-4 como mostrado na
FIG. 10F, ou uma sequéncia sua complementar, ou um fragmento
polinucleotidico de quaisquer dos anteriores. Outra
concretizacdao compreende um polinucledétido que codifica as
sequéncias de aminodcidos das proteinas STEAP-1, STEAP-2,
STEAP-3 ou STEAP-4 humanas, uma sequéncia sua complementar, ou
um fragmento polinucleotidico de quaisquer dos anteriores.
Outra concretizagcao compreende um polinucledétido que é capaz
de hibridar sob condigdes de hibridacdo rigorosas com o ADNc
de STEAP-1 humana apresentado na FIG. 1A-B, o ADNc de STEAP-2
humana apresentado na FIG. 9A-D, o ADNc de STEAP-3 humana
apresentado na FIG. 10A-E, ou da STEAP-4 como mostrado na
FIG. 10F, ou a um seu fragmento polinucleotidico.

Concretizacdes tipicas aqui divulgadas incluem
polinucledétidos de STEAP-2 que codificam porcgdes especificas
de uma sequéncia de ARNm de STEAP-2 tais como os que codificam
a proteina e seus fragmentos. Sao aqui divulgados
polinucledtidos que codificam de cerca do aminodcido 1 a cerca
do aminodcido 10 de uma proteina STEAP apresentada na
Figura 11A-B, polinucledétidos que codificam de <cerca do
aminodcido 20 a cerca do aminoadcido 30 de uma proteina STEAP
apresentada na Figura 11A-B, polinucledétidos que codificam de
cerca do aminodcido 30 a cerca do aminodcido 40 de uma
proteina STEAP apresentada na Figura 11A-B, polinucledtidos
que codificam de <cerca do aminoacido 40 a cerca do
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aminodcido 50 de uma proteina STEAP apresentada na Figura 11A-
B, polinucledtidos que codificam de cerca do aminodcido 50 a
cerca do aminodcido 60 de uma proteina STEAP apresentada na
Figura 11A-B, polinucledétidos que codificam de <cerca do
aminodcido 60 a cerca do aminodcido 70 de uma proteina STEAP
apresentada na Figura 11A-B, polinucledétidos que codificam de
cerca do aminodcido 70 a cerca do aminodcido 80 de uma
proteina STEAP apresentada na Figura 11A-B, polinucledétidos
que codificam de <cerca do aminoadcido 80 a cerca do
aminodcido 90 de uma proteina STEAP apresentada na Figura 11A-
B e polinucledétidos que codificam de cerca do aminodacido 90 a
cerca do aminocdcido 100 de uma proteina STEAP apresentada na
Figura 11A-B, etc. Seguindo este esquema, sao aqui descritos
polinucledétidos (de pelo menos 10 nucledtidos) que codificam
outras porcdes da sequéncia de aminodcidos de uma proteina
STEAP. Estas porgdes de uma proteina STEAP incluem 0s
aminodcidos 100-339 de uma proteina STEAP-1 apresentada na
Figura 11A-B, ou os aminoadcidos 100-454 de uma proteina
STEAP-2 apresentada na Figura 11A-B, ou os aminodcidos 100-459
de uma proteina STEAP-3 apresentada na Figura 11A-B, e o0s
aminodcidos 100-133 de uma proteina STEAP-4 apresentada na
Figura 11A-B. Polinucledtidos que codificam porc¢des maiores da
proteina STEAP estao também contemplados. Por exemplo,
polinucledétidos que codificam de cerca do aminodcido 1 (ou 20
ou 30 ou 40 etc.) a cerca do aminocdcido 20, (ou 30, ou 40 ou
50 etc.) de uma proteina STEAP apresentada na Figura 11A-B
podem ser gerados através de uma variedade de técnicas bem
conhecidas na especialidade.

Concretizacdes ilustrativas adicionais aqui divulgadas
incluem fragmentos polinucleotidicos de STEAP-2 que codificam
um ou mais dos motivos bioldgicos contidos no interior da
sequéncia da proteina STEAP-2. Os fragmentos polinucleotidicos
aqui descritos podem codificar uma ou mais das regides de
STEAP que exibem homologia com outros membros da familia
STEAP, tais como um ou mais dos dominios transmembranares. Os
fragmentos polinucleotidicos aqui descritos podem codificar
sequéncias que sao Unicas para uma ou mais variantes de
splicing alternativo de STEAP. Os fragmentos polinucleotidicos
aqui descritos podem codificar uma porcgdo imunogénica de uma
proteina STEAP. Um exemplo de uma porgao imunogénica de
proteina STEAP é a dos residuos de aminodcido 14 a 28 da
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sequéncia de aminodcidos de STEAP-1 como mostrado na FIG. 1A-B
(WKMKPRRNLEEDYL; SEQ ID NO:22).

Os polinucledtidos dos pardgrafos precedentes tém varias
utilizacgdes especificas diferentes. Como as STEAP sao
expressas diferencialmente no cancro da prdstata e em outros
cancros, estes polinucledétidos podem ser utilizados em métodos
para avaliar o estado de produtos de genes de STEAP em tecidos
normais versus cancerosos. Tipicamente, os polinucledtidos que
codificam regides especificas de uma proteina STEAP podem ser
utilizados para avaliar a presenca de perturbacdes (tais como
delecdes, insercgdes, mutacgdes pontuais, etc.) em regides
especificas dos produtos do gene de STEAP. Exemplos de ensaios
incluem tanto ensaios por RT-PCR assim como a andlise de
polimorfismo conformacional em cadeia simples (SSCP) (veja-se
e.g. Marrogi et al., J. Cutan. Pathol. 26(8): 369-378 (1999),
em que ambos utilizam polinucledétidos que codificam regides

egspecificas de uma proteina para examinar essas regides no
interior da proteina. Estdo também disponiveis ensaios e
métodos para a analise de sequéncias para detectar
polimorfismos de nucledétidos simples (Irizarry, et al., 2000,
Nature Genetics 26(2):223-236.

Outras concretizagdes especificamente contempladas aqui
divulgadas sdo moléculas de ADN gendmico, ADNc, ribozimas e
anti-sentido, i1ncluindo moléculas anti-sentido de morfolina,
assim como moléculas de &dcido nucleico baseadas num esqueleto
alternativo ou incluindo bases alternativas, quer derivadas de
fontes naturais quer sintetizadas. Por exemplo, as moléculas
anti-sentido podem ser ARN ou outras moléculas, incluindo
dcidos nucleicos peptidicos (PNA) ou moléculas que nao de
dcido nucleico tais como derivados fosforotiocato, que se ligam
especificamente a ADN ou ARN de uma maneira dependente do
emparelhamento de bases. Um perito pode facilmente obter estas
classes de moléculas de 4acido nucleico utilizando os
polinucledétidos e sequéncias polinucleotidicas de STEAP aqui
revelados.

A tecnologia anti-sentido implica a administracado de
oligonucledétidos exdgenos que se ligam a um polinucledtido
alvo localizado no interior das células. O termo M"anti-
sentido" refere-se ao facto de esses oligonucledtidos serem
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complementares aos seus alvos intracelulares, e.g., STEAP.
Veja—-se por exemplo, Jack Cohen, OLIGODEOXYNUCLEOTIDES, Anti-
sense Inhibitors of Gene Expression, CRC Press, 1989;

e Synthesis 1:1-5 (1988). Os oligonucledétidos anti-sentido de
STEAP aqui descritos incluem derivados tais como S—
oligonucledtidos (derivados fosforotioato ou S-oligos,
veja-se, Jack Cohen, supra), gque exibem acc¢dao inibidora do
crescimento de células cancerosas melhorada. Os S-oligos
(nucledsido-fosforotioatos) sao andlogos isoelectrdnicos de um
oligonucledétido (O-oligo) em gue um atomo de oxigénio que nao
em ponte do grupo fosfato estd substituido por um &tomo de
enxofre. 0Os S-oligos agui descritos podem ser preparados por
tratamento dos O-oligos correspondentes com 3H-1,2-
benzoditiol-3-ona-1,1-didéxido, que é um reagente de
transferéncia de enxofre. Veja-se Iyer, R.P. et al., J. Org.
Chem. 55:4693-4698 (1990); e Iyer, R.P. et al., J. Am. Chem.
Soc. 112: 1253-1254 (1990). Oligonucledtidos anti-sentido de

STEAP adicionais incluem oligonucledtidos anti-sentido de

morfolina conhecidos na especialidade (veja-se e.g. Partridge
et al., 1996, Anti-sense & Nucleic Acid Drug Development 6:
169-175) .

Os oligonucledétidos anti-sentido de STEAP aqui descritos
podem tipicamente ser ARN ou ADN gque ¢é complementar a, e
hibrida de forma estdvel com o8 primeiros 100 coddes N-
terminais ou os ultimos 100 coddes C-terminais, ou se sobrepde
com o local de iniciacdao ATG, do genoma de STEAP ou o ARNm
correspondente. Embora nao seja necesséaria uma
complementaridade absoluta, sao preferidos graus elevados de
complementaridade. A utilizacao de um oligonucledtido
complementar com esta regido permite a hibridacdo selectiva
com ARNm de STEAP e ndao com ARNm que especifica outras
subunidades reguladoras de proteina-quinase. Preferivelmente,
os oligonucledtidos anti-sentido de STEAP sao um fragmento 15-
mero a 30-mero da molécula de ADN anti-sentido possuindo uma
sequéncia gque hibrida com ARNm de STEAP. Opcionalmente, o
oligonucledétido anti-sentido de STEAP é um oligonucledtido 30-
mero gque € complementar com a regido nos primeiros 10 coddes
N-terminais e Ultimos 10 coddes C-terminais de STEAP.
Alternativamente, as moléculas anti-sentido sdo modificadas
para empregar ribozimas na inibicdo da expressao de



EP 1 244 705/PT
28

STEAP. L.A. Couture & D.T. Stinchcomb; Trends Genet 12: 510-
515 (1996).

Outras concretizacgdes especificas incluem iniciadores e
pares de iniciadores, que permitem a amplificacdao especifica
dos polinucledtidos da invencdao ou de qguaisgquer suas partes
especificas, e sondas que hibridam selectiva ou
especificamente com moléculas de acido nucleico da invengdo ou
com guaisquer suas partes. As sondas podem ser marcadas com um
marcador detectavel, tal como, por exemplo, um radioisdtopo,
um composto fluorescente, um composto bioluminescente, um
composto quimioluminescente, um quelante de metais ou uma
enzima. Estas sondas e iniciadores podem ser utilizados para
detectar a presenca de um polinucledtido de STEAP numa amostra
e como meio para detectar uma célula que expressa uma proteina
STEAP. Os exemplos destas sondas incluem polinucledtidos
compreendendo a totalidade ou parte de uma sequéncia de ADNc
de STEAP humana apresentada na Fig. 1A-B (SEQ ID NO:1),
FIG. 9A-D (SEQ ID NO:7) ou Fig. 10A-E (SEQ 1ID ©NO:9). Os
exemplos de pares de 1iniciadores <capazes de amplificar
especificamente ARN de STEAP estao também descritos nos
Exemplos que se seguem. Como serd entendido pelo perito, podem
ser preparados muitos diferentes iniciadores e sondas com base
nas sequéncias aqui proporcionadas e utilizadas eficazmente
para amplificar e/ou detectar um ARNm de STEAP.

Como aqui se utiliza, um polinucledtido diz-se "isolado"
quando esta substancialmente separado de polinucledtidos
contaminantes que correspondem ou Ssao complementares a genes
outros que nado o gene STEAP ou que codificam polipéptidos
outros que nao o produto do gene de STEAP ou seus fragmentos.
Um perito pode facilmente empregar procedimentos de isolamento
de &cido nucleico para obter um polinucledétido de STEAP
isolado.

Os polinucledétidos de STEAP aqui descritos sdo uteis para
uma variedade de finalidades, incluindo, mas nao se lhes
limitando, a sua utilizacdo como sondas e iniciadores para a
amplificacdo e/ou deteccdo do(s) gene(s), ARNm(s) de STEAP ou
seus fragmentos; como reagentes para o diagndstico e/ou
prognéstico de cancro da préstata e outros cancros; como
ferramentas para a identificacdo de moléculas que inibem a
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entrada de calcio especificamente nas células da prébstata;
como sequéncias de codificacdo capazes de dirigir a expressao
de polipéptidos de STEAP; como ferramentas para a modulagao ou
inibicdo da expressdo do(s) gene(s) de STEAP e/ou a traducao
do(s) transcrito(s) de STEAP; e como agentes terapéuticos.

CARACTERISTICAS MOLECULARES E BIOQUfMICAS DAS STEAP

O presente 1invento refere-se a uma nova familia de
proteinas, designadas STEAP. Sao aqgui descritas
especificamente quatro STEAP por meio de caracteristicas
estruturais, moleculares e bioquimicas. Tal como
adicionalmente descrito nos Exemplos que se seguem, as STEAP
foram caracterizadas de varios modos. Por exemplo, foram
conduzidas andlises de sequéncias de nucledtidos codificantes
e de aminocdcidos de modo a identificar elementos estruturais
conservados dentro da familia STEAP. Foram conduzidas andlises
extensas de RT-PCR e Northern blot da expressao do ARNm de
STEAP para estabelecer a gama de tecidos normais e cancerosos
gue expressam as varias mensagens das STEAP. Foram conduzidas
andlises Western blot, imuno-histogquimicas e citométricas de
fluxo da expressao das proteinas STEAP para determinar os
perfis de expressao proteica, a localizacdao na superficie
celular e a topologia molecular grosseira das STEAP.

0O membro protdétipo da familia STEAP, a STEAP-1, ¢é uma
proteina da superficie celular de seis dominios
transmembranares com 339 aminoacidos sem homologia
identificdvel com qualgquer proteina humana conhecida. As
sequéncias nucleotidica de ADNc e de aminodcidos deduzida da
STEAP-1 humana sao mostradas na FIG. 1A-B. Um esquema
topoldgico grosseiro da proteina STEAP-1 integrada na membrana
celular é mostrado na FIG. 1B. A expressao de STEAP-1 ¢&
predominantemente especifica da prdstata em tecidos normais.
Especificamente, andlise extensiva da expressdo do ARNm e da
proteina STEAP-1 em tecidos humanos normais mostra que a

-

proteina STEAP-1 é predominantemente expressa na prdstata e,
numa extensao muito menor, na bexiga. O ARNm de STEAP-1 &
também relativamente especifico da prdstata, com apenas um
nivel de expressao muito baixo detectado nalguns outros
tecidos normais. No cancro, o ARNm e a proteina STEAP-1 séo

consistentemente expressos em niveis elevados em cancro da
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préstata (incluindo tumores dependentes de androgénio e
independentes de androgénio) e durante todos os estadios da
doenca. A STEAP-1 é também expressa noutros cancros.
Especificamente, o ARNm de STEAP-1 é expresso em niveis muito
elevados em cancro da bexiga, do cdlon, pancreadatico e dos
ovarios (bem como outros cancros). Adicionalmente, a expressao
na superficie celular da proteina STEAP-1 foi estabelecida em
cancros da préstata, da bexiga, do pulmdo e do cédlon. Por essa
razao, a STEAP-1 tem todas as caracteristicas distintivas de
um excelente alvo terapéutico e de diagndéstico para o
tratamento de certos cancros, incluindo particularmente
carcinomas da prdstata, do cdlon e da bexiga.

Um segundo membro da familia, a STEAP-2, é uma proteina
de 454 aminodcidos codificada por um gene distinto e possuindo
uma topologia molecular prevista similar a de STEAP-1. As
sequéncias de nucledétidos do ADNc e de aminodcidos deduzida de
STEAP-2 estao apresentadas na FIG. 9A-D. O alinhamento de
aminodcidos das sequéncias de STEAP-1 e STEAP-2 apresenta um
elevado grau de conservagao estrutural (54,9% de identidade ao
longo de uma sobreposicdo de 237 residuos de aminodcido, e as
localizagdbes dos seis dominios transmembranares putativos em
STEAP-1 e STEAP-2 coincidem (FIGS. 11A-B, 11C). A homologia
estrutural entre estas STEAP-1 e STEAP-2 é maior nas regides
que se estendem desde a primeira volta extracelular putativa
até ao quinto dominio transmembranar. Contudo, sdo evidentes
algumas diferencas estruturais significativas entre STEAP-1 e
STEAP-2. Por exemplo, a STEAP-2 exibe um terminal N
intracelular longo de 205 a.a. (comparativamente com 69 a.a.
em STEAP-1) e um terminal C intracelular curto de 4 a.a.
(comparativamente com 26 a.a. em STEAP-1). Em adicao, ambos os
genes de STEAP-1 e STEAP-2 estdo localizados no cromossoma 7,
mas em bracgos diferentes. Estas diferencas podem implicar
diferencgas significativas em funcgcdo e/ou interacgdo com vias
de sinalizacdo intracelulares.

A STEAP-2 € expressa apenas em prdstata normal entre os
tecidos humanos testados (FIGS. 14 e 15) e & também expressa
no cancro da préstata (FIG. 15), e portanto apresenta alguma
similaridade no perfil de expressdo com STEAP-1. Contudo, a
STEAP-2 exibe um perfil de expressao de ARNm diferente
relativamente a STEAP-1 em amostras de cancro da préstata
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(comparem-se as FIGS. 3 e 15) e em outros cancros gue nao da
préstata testados (comparem-se as FIGS. 5 e 16). Estas
diferencas nos perfis de expressao de STEAP-1 e STEAP-2
sugerem que estas sao diferencialmente reguladas.

A STEAP-3 e a STEAP-4 parecem ser estreitamente
relacionadas tanto com STEAP-1 como com STEAP-2 ao nivel
estrutural, e ambas parecem ser também proteinas
transmembranares. A STEAP-3 € mais relacionada com STEAP-2
(47, 8% de identidade) do que com STEAP-1 (40, 9% de
identidade). A STEAP-3 e a STEAP-4 apresentam perfis de
expressao unicos. A STEAP-3, por exemplo, parece ter um padrao
de expressdao que estd predominantemente restringido a placenta
e, em menor grau, € observada expressdo na prdstata mas nao
noutros tecidos normais testados. A STEAP-4 ©parece ser
expressa predominantemente no figado por andlise por RT-PCR.
Nem a STEAP-3 nem a STEAP-4 parecem ser expressas em
xenoenxertos de cancro da préstata que exibem um nivel elevado
de expressao de STEAP-1 e STEAP-2.

As proteinas STEAP exibem caracteristicas de proteinas
envolvidas em vias de sinalizacdo celular. Especificamente, a
STEAP-1 e a STEAP-2, quando expressas em células PC3, activam
a fosforilagcao de p38, uma proteina envolvida na cascata de
sinalizagao da MAPK. Em adicgao, a expressao de STEAP-2 induz a
fosforilagcdo de tirosina, e a STEAP-1 medeia a activagao de
tirosina—-quinase em células tratadas com odorante. Estas
verificagdes suportam a utilizacao de moléculas relacionadas
com STEAP e células modificadas para expressar STEAP em
ensaios de elevado rendimento para identificar moléculas
capazes de alterar as vias de sinalizagao <celulares,
conduzindo a identificacdo de novos agentes terapéuticos. Numa
concretizacao, o ensaio identifica moléculas capazes de inibir
a funcdo de STEAP, moléculas estas que sao assim capazes de
modular a progressao do cancro ou de outra doenga associada a
crescimento celular desregulado.

Trés das quatro STEAP aqgqui descritas mapeiam-se no
cromossoma 7 humano (STEAP-1, -2 e -3). De forma interessante,
a STEAP-1 mapeia-se dentro de 7p22 (7p22.3), uma grande regiao
de ganho alélico relatada para cancros da prdstata primdrios e
recorrentes (Visakorpi et al., Cancer Res. 55: 342, 1995,




EP 1 244 705/PT
32

Nupponen et al., American J. Pathol. 153: 141, 1998),
sugerindo que a supra-regulacdo de STEAP-1 no cancro podera

incluir mecanismos gendmicos. Em adicdo, tanto a STEAP-2 como
a STEAP-3 localizam-se no cromossoma 7g2l, sugerindo que esses
dois genes surgiram por duplicacao génica.

Outras moléculas da superficie celular que contém seis
dominios transmembranares incluem canais i1énicos (Dolly e
Parcej, J. Bioenerg. Biomembr. 28: 231, 1996) e canais de &agua

ou aquaporinas (Reizer et al., Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol.

28: 235, 1993). Estudos estruturais mostram que ambos os tipos
de moléculas se montam em complexos tetraméricos para formar
canais funcionais (Christie, Clin. Exp. Pharmacol. Physiol.
22: 944, 1995, Walz et al., Nature 387: 624, 1997, Cheng et
al., Nature 387: 627, 1997). A coloracao imuno-histoquimica de

STEAP-1 na glandula da proéstata parece estar concentrada nos
limites célula-célula, com menos coloracado detectada no lado
luminal. Isto pode sugerir um papel para a STEAP-1 nas juncgdes
apertadas (zonulae occludens), junc¢des de hiato ou comunicacéao
e adesdo celular, ou como proteina transportadora.

Para testar estas possibilidades, odécitos de Xenopus (ou
outras células) que expressam STEAP podem ser analisados
utilizando experiéncias de medigdo de correntes idnicas -
voltage—-clamp e patch-clamp - para determinar se a STEAP
funciona como um canal iénico. Pode também ser medido o volume
celular dos odécitos para determinar se a STEAP exibe
propriedades de canal de &agua. Se as STEAP funcionarem como
proteinas de canal ou juncao de hiato, elas podem servir como
excelentes alvos para inibig¢ao wutilizando, ©por exemplo,
anticorpos, moléculas pequenas e polinucledétidos capazes de
inibir a expressao ou a funcdo. 0O padrdo de expressao
restringido em tecido normal e os niveis elevados de expressao
em tecido canceroso sugerem que a interferéncia com a funcéao
da STEAP pode matar selectivamente células cancerosas.

Uma vez que a familia de genes de STEAP é
predominantemente expressa em tecido epitelial, parece
possivel que as proteinas STEAP funcionem como canais idénicos,
proteinas transportadoras ou proteinas de juncdo de hiato na
fungcdo de células epiteliais. 0Os canais idénicos foram
implicados na proliferacdo e 1invasividade das células de
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cancro da proéstata (Lalani et al., Cancer Metastasis Rev. 16:

29, 1997). As células de cancro da prdstata tanto de rato como
humanas contém uma subpopulacao de c¢élulas com niveis de
expressdo mais elevados e mais baixos de canais de sdédio.
Niveis mais elevados de expressao de canais de sdédio
correlacionam-se com invasividade mais agressiva in vitro
(Smith et al., FEBS Lett. 423:19, 1998). De forma semelhante,
mostrou—-se que um bloqueio especifico de canais de sddio inibe

a invasividade de células PC-3 in vitro (Laniado et al., Am.
J. Pathol. 150:1213, 1997), enquanto a 1inibicdo especifica de

canals de potédssio em células LNCaP 1inibia a proliferacéo
celular (Skryma et al., Prostate 33:112, 1997). Estes
relatérios sugerem um papel para o0s canails idnicos no cancro
da préstata e demonstram também gque moléculas pequenas que
inibem a funcdo dos canais 1idnicos podem interferir com a
proliferacadao do cancro da proéstata.

ISOLAMENTO DE MOLECULAS DE ACIDO NUCLEICO QUE CODIFICAM STEAP

As sequéncias de ADNc de STEAP aqui descritas permitem o
isolamento de outros polinucledtidos que codificam produto(s)
génico(s) STEAP, bem como o isolamento de polinucledtidos que
codificam homdélogos de produtos génicos STEAP, isoformas de
splicing alternativo, variantes alélicas e formas mutantes do
produto génico STEAP. Varios métodos de clonagem molecular que
podem ser empregues para isolar ADNc de comprimento completo
que codificam um gene de STEAP sdo bem conhecidos (ver, por
exemplo, Sambrook, J. et al., “Molecular Cloning: A Laboratory
Manual”, 2nd edition, Cold Spring Harbor Press, New York,
1989; “Current Protocols in Molecular Biology’”, Ausubel et
al., Eds., Wiley and Sons, 1995). Por exemplo, metodologias de
clonagem de fago lambda podem ser convenientemente empregues,
utilizando sistemas de clonagem comercialmente disponiveis
(e.g., Lambda ZAP Express, Stratagene). Os clones féagicos
contendo ADNc de genes de STEAP podem ser identificados
através de sondagem com um ADNc de STEAP marcado ou um seu
fragmento. Por exemplo, numa concretizacgdo, o ADNc de STEAP ou
uma sua porgdo podem ser sintetizados e utilizados como sondas
para recuperar ADNc de comprimento completo e sobreponiveis
correspondentes a um gene de STEAP. O gene de STEAP pode, ele
préprio, ser isolado por rastreio de bibliotecas de ADN
gendmico, bibliotecas de cromossomas artificiais Dbacterianos
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(BAC), bibliotecas de cromossomas artificiais de levedura
(YAC) e semelhantes, com sondas ou iniciador de ADN de STEAP.

MOLECULAS DE ADN RECOMBINANTE E SISTEMAS HOSPEDEIRO-VECTOR

Sao aqui também divulgadas moléculas de ADN ou ARN
recombinantes contendo um polinucledétido de STEAP, incluindo,
mas nao se lhes limitando, fagos, plasmideos, fagemideos,
cosmideos, YAC, BAC, bem como varios vectores virals e nao
virais bem conhecidos na especialidade, e células
transformadas ou transfectadas com estas moléculas de ADN ou
ARN recombinantes. Tal como agqui se utiliza, uma molécula de
ADN ou ARN recombinante é uma molécula de ADN ou ARN que foi
submetida a manipulacdo molecular in vitro. Os métodos para
geracao destas moléculas sao bem conhecidos (ver, por exemplo,
Sambrook et al., 1989, supra).

E divulgado um sistema hospedeiro-vector compreendendo
uma molécula de ADN recombinante contendo um polinucledtido de
STEAP no interior de wuma célula procariota ou eucariota
adequada. Os exemplos de células hospedeiras eucariotas
adequadas incluem uma célula de levedura, uma célula vegetal
ou uma célula animal, tal como uma célula de mamifero ou uma
célula de insecto (e.g., uma célula gque possa ser infectada
por Dbaculovirus tal como uma célula Sf9). Os exemplos de
células de mamifero adequadas incluem varias linhas celulares
de cancro da préstata tais como LnCaP, PC-3, DUl45, LAPC-4,
TsuPrl, outras linhas celulares de cancro da prdstata
susceptiveis de transfeccdo ou transducdo, bem como varias
células de mamifero rotineiramente utilizadas para a expressao
de proteinas recombinantes (e.g., células COS, CHO, 293,
293T). Mais particularmente, um polinucledtido compreendendo a
sequéncia de codificacao de uma STEAP pode ser utilizado para
gerar proteinas STEAP ou seus fragmentos utilizando um
qualquer numero de sistemas hospedeiro-vector rotineiramente
utilizados e amplamente conhecidos na especialidade.

Estdo disponivel uma ampla variedade de sistemas
hospedeiro-vector adequados para a expressao de proteinas
STEAP ou seus fragmentos, ver por exemplo, Sambrook et al.,
supra, 1989; Current Protocols 1in Molecular Biology, 1995,

supra). 0s vectores preferidos para expressdao em mamiferos
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incluem, mas nao se lhes limitam, ©pcDNA 3.1 myc-His-tag
(Invitrogen) e o vector retroviral pSRatkneo (Muller et al.,
MCB 11: 1785, 1991). Utilizando estes vectores de expressao,
as STEAP podem ser preferencialmente expressas em varias
linhas celulares de cancro da proéostata e sem ser da prostata,
incluindo por exemplo 293, 293T, rat-1, 3T3, PC-3, LNCaP e
TsuPrl. Os sistemas hospedeiro-vector aqui descritos sao Uteis
para a produgdao de uma proteina STEAP ou seus fragmentos.
Estes sistemas hospedeiro-vector podem ser empregues para
estudar as propriedades funcionais das STEAP e mutagdes das
STEAP.

As proteinas codificadas pelos genes de STEAP, ou por
seus fragmentos, terao uma variedade de utilizacgdes,
incluindo, mas nao se lhes limitando, a criacgao de anticorpos
e em métodos para identificacdo de ligandos e outros agentes e
constituintes celulares que se ligam a um produto génico de
STEAP. Os anticorpos criados contra uma proteina STEAP ou um
seu fragmento podem ser Uteis em ensaios de diagndstico e
progndstico, metodologias de imagética (incluindo,
particularmente, imagética de cancro) e métodos terapéuticos
na gestado de cancros humanos caracterizados pela expressao de
uma proteina STEAP, incluindo, mas nao se lhe limitando, o
cancro da préstata. Estdo contemplados varios ensaios
imunoldgicos uteis para a deteccdo de proteinas STEAP,
incluindo, mas nado se lhes limitando, varios tipos de
radioimunoensaios, ensaios imunossorventes com enzima ligada
(ELISA), ensaios imunofluorescentes com enzima ligada (ELIFA),
métodos imunocitoquimicos e semelhantes. Estes anticorpos
podem ser marcados e utilizados como reagentes imunoldgicos de
imagética capazes de detectar células da prdéstata (e.g., em
métodos de imagética radiocintigraficos). As proteinas STEAP
pode também ser particularmente Util na criagcado de vacinas

contra o cancro, como adicionalmente descrito adiante.

PROTEINAS STEAP

Outro aspecto da presente invencdo proporciona varias
proteinas STEAP-2 e seus fragmentos polipeptidicos. Tal como
aqui se utiliza, uma proteina STEAP refere-se a uma proteina
que tem ou inclui a sequéncia de aminodcidos de STEAP-1 humana
tal como proporcionada na FIG. 1A-B, STEAP-2 humana como
proporcionada na FIG. 9A-D, STEAP-3 humana como proporcionada
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na FIG. 10A-E, a sequéncia de aminodcidos de outros homdlogos
de STEAP de mamifero (e.g., STEAP-4) e variantes, bem como
variantes alélicas e mutantes de substituicado conservativa
destas proteinas que tenham actividade bioldgica de STEAP, na
medida em que estas variantes e homdélogos possam ser
isolados/gerados e caracterizados sem demasiada experimentacdo
seguindo os métodos delineados adiante. Estdo também incluidas
proteinas de fusdo que combinam partes de diferentes proteinas
STEAP ou seus fragmentos, bem como proteinas de fusdo de uma
proteina STEAP e um polipéptido heterdlogo. Estas proteinas
STEAP serdo colectivamente referidas como as proteinas STEAP,
ou STEAP. Tal como aqui se utiliza, o termo “polipéptido de
STEAP” refere-se a um fragmento polipeptidico ou uma proteina
STEAP com pelo menos 10 aminodcidos, de preferéncia pelo menos
15 aminoacidos.

Uma concretizagcao especifica de uma proteina STEAP
compreende um polipéptido possuindo a sequéncia de aminodcidos
da STEAP-1 humana tal como mostrada na FIG. 1A-B. Outra
concretizacdao de uma proteina STEAP compreende um polipéptido
contendo a sequéncia de aminodcidos de STEAP-2 como mostrada
na FIG. 9A-D. Outra concretizagao compreende um polipéptido
contendo a sequéncia de aminodcidos de STEAP-3 como mostrada
na FIG. 10A-E. Ainda outra concretizacao compreende um
polipéptido contendo a sequéncia de aminoacidos parcial de
STEAP-4 mostrada na FIG. 11A-B.

Em geral, as variantes alélicas de ocorréncia natural de
STEAP humana partilhardo um elevado grau de identidade e
homologia estruturais (e.g., 90% ou mais de identidade).
Tipicamente, as variantes alélicas das ©proteinas STEAP
conterao substituicdes conservativas de aminoacidos no
interior das sequéncias de STEAP aqui descritas ou conterao
uma substituicao de um aminodcido de uma posicao
correspondente num homdélogo de STEAP. Uma classe de variantes
alélicas de STEAP serao proteinas que partilham um elevado
grau de homologia com pelo menos uma pequena regido de uma
sequéncia de aminodcidos de STEAP particular, mas conterdao
ainda um afastamento radical a sequéncia, tal como uma
substituicdo ndo conservativa, uma truncagem, uma insercao ou
um desvio de enquadramento.
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Podem ser frequentemente feitas substituicdes de
aminoacidos conservativas numa proteina sem alterar @ a
conformacdo ou a funcdao da proteina. Estas alteracdes incluem
a substituicdo de qualquer um entre isoleucina (I), valina (V)
e leucina (L) por qualquer outro destes aminodcidos
hidrdéfobos; 4&acido glutédmico (E) por 4&cido aspartico (D) e
vice-versa; asparagina (N) por glutamina (Q) e vice-versa; e
treonina (T) por serina (S) e vice-versa. Outras substituicgdes
podem também ser consideradas conservativas, dependendo do
ambiente do aminodcido particular e do seu papel na estrutura
tridimensional da proteina. Por exemplo, glicina (G) e
alanina (A) podem ser frequentemente trocadas entre si, tal
como alanina (A) e wvalina (V). A metionina (M), que ¢é&
relativamente hidrdéfoba, pode ser frequentemente trocada por
leucina e isoleucina e por vezes por valina. A lisina (K) e a
arginina (R) sdo freguentemente trocaveis entre si em
localizacgdes nas guals a caracteristica significativa do
residuo de aminodcido € a sua carga e os diferentes pK destes
dois residuos de aminodcidos nao sédo significativos. Ainda
outras alteracgdes podem ainda ser consideradas “conservativas”
em ambientes particulares.

As proteinas STEAP, incluindo variantes, compreendem pelo
menos um epitopo em comum com uma proteina STEAP possuindo uma
sequéncia de aminodcidos apresentada na Fig. 11A-B, tal que um
anticorpo que se liga especificamente a uma proteina STEAP ou
uma variante se 1irda também ligar especificamente a proteina
STEAP possuindo uma sequéncia de aminodcidos apresentada na
Fig. 11A-B. Uma classe de variantes de ©proteinas STEAP
partilha 90% ou mais de identidade com uma sequéncia de
aminodcidos da Fig. 11A-B. Uma classe mais especifica de
variantes de proteinas STEAP compreende um motivo SCP da
proteina extracelular como descrito acima. As variantes de
proteinas STEAP preferidas sao capazes de exibir uma ou mais
das funcgdes da defensina aqui descritas, incluindo, por
exemplo, a capacidade de induzir morte tumoral ou de
quimioatrair e/ou induzir a migracao de células.

As proteinas STEAP podem ser concretizadas de muitas
formas, de preferéncia na forma isolada. Tal como aqui se
utiliza, uma proteina diz-se “isolada” quando sao empregues
métodos fisicos, mecdnicos ou quimicos para remover a proteina
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STEAP dos constituintes celulares que estdo normalmente
associados a proteina. Um perito pode facilmente empregar
métodos padrao de purificacdo para obter uma proteina STEAP
isolada. Uma molécula de proteina STEAP purificada estaréd
substancialmente isenta de outras proteinas ou moléculas que
afectem a ligagdo de STEAP a um anticorpo ou outro ligando. A
natureza e o grau de isolamento e purificacdo dependerdo da
utilizacdo pretendida. Concretizacdes de uma proteina STEAP
incluem uma proteina STEAP purificada e uma proteina STEAP
funcional, soluvel. Numa forma, estas proteinas STEAP
funcionais, soluveis, ou seus fragmentos, retém a capacidade
para se ligarem a um anticorpo ou outro ligando.

Sao aqui também divulgados polipéptidos de STEAP
compreendendo fragmentos biologicamente activos da sequéncia
de aminoacidos de STEAP, tais como um polipéptido
correspondendo a parte das sequéncias de aminodcidos para
STEAP-1 como mostrada na FIG. 1A-B, STEAP-2 como mostrada na
FIG. 9A-D, STEAP-3 como mostrada na FIG. 10A-E ou STEAP-4 como
mostrada na FIG. 11A-B. Os polipéptidos da invencdo exibem
propriedades de uma proteina STEAP-2, tals como a capacidade
para eliciar a geragao de anticorpos que se ligam
especificamente a um epitopo associado a uma proteina STEAP-2.
Os polipéptidos compreendendo sequéncias de aminodcidos que
sdo uUnicas para a proteina STEAP particular (relativamente a
outras proteinas STEAP) podem ser wutilizados para gerar
anticorpos que reagirdo especificamente com essa proteina
STEAP particular. Por exemplo, em relagdo ao alinhamento de
aminodcidos das estruturas de STEAP mostrado nas FIGS. 11A-E,
o0 perito notard prontamente que cada molécula contém trechos
de sequéncia Unicos a sua estrutura. Estes trechos unicos
podem ser utilizados para gerar anticorpos especificos para
uma STEAP particular. Similarmente, regides de sequéncia
conservada podem ser utilizadas para gerar anticorpos que se
podem ligar a multiplas STEAP.

As concretizagdes da invencao aqui divulgadas incluem uma
ampla variedade de variantes de proteinas STEAP-2 aceites na
especialidade tais como polipéptidos possuindo insercgdes,
delecbes e substituicgdes de aminodcidos. As variantes de STEAP
podem ser preparadas utilizando métodos conhecidos na
especialidade tais como mutagénese dirigida ao local,
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varrimento de alaninas e mutagénese por PCR. A mutagénese
dirigida ao local [Carter et al., Nucl Acids Res., 13:4331
(1986); Zoller et al., Nucl. Acids Res., 10:6481 (1987)], a

mutagénese por cassetes [Wells et al., Gene, 34:315 (1985)], a
mutagénese por seleccao de restricao [Wells et al., Philos.
Trans. R. Soc. London SerA, 317:415 (1986)] ou outras técnicas

conhecidas podem ser realizadas com o ADN clonado para
produzir o ADN da variante de STEAP. A andlise de varrimento
de aminodcidos pode também ser empregue para identificar um ou
mais aminodcidos ao longo de uma sequéncia contigua. Entre os
aminodcidos preferidos para o varrimento encontram-se 0sS
aminodcidos neutros relativamente pequenos. Estes aminodcidos
incluem alanina, glicina, serina e cisteina. A alanina ¢
tipicamente um aminodcido preferido para varrimento entre este
grupo porque elimina a cadeia lateral para além do carbono
beta e é menos provavel que altere a conformacdo da cadeia
principal da variante. A alanina € também tipicamente
preferida porque € o aminodcido mais comum. Adicionalmente,
encontra—-se frequentemente tanto em posicgdes embutidas como
expostas [Creighton; The Proteins, (W.H. Freeman & Co., N.Y.);
Chothia, J. Mol. Biol., 150:1 (1976)]. Se a substituicao por
alanina nao originar quantidades adequadas de variante, pode

utilizar—-se um aminoacido isostérico.

Como discutido acima, as concretizacdes aqui divulgadas
incluem polipéptidos contendo menos que a sequéncia de
aminodcidos completa de uma proteina STEAP-2 apresentada na
Figura 11A-B. Por exemplo, concretizacgdes representativas aqui
divulgadas incluem polipéptidos consistindo de <cerca do
aminodcido 1 a cerca do aminodcido 10 de uma proteina STEAP
apresentada na Figura 11A-B, polipéptidos consistindo de cerca
do aminodacido 20 a cerca do aminoadcido 30 de uma proteina
STEAP apresentada na Figura 11A-B, polipéptidos consistindo de
cerca do aminodcido 30 a cerca do aminocdcido 40 de uma
proteina STEAP apresentada na Figura 11A-B, polipéptidos
consistindo de cerca do aminodcido 40 a cerca do aminodcido 50
de uma proteina STEAP apresentada na Figura 11A-B,
polipéptidos consistindo de cerca do aminodcido 50 a cerca do
aminodcido 60 de uma proteina STEAP apresentada na Figura 11A-
B, polipéptidos consistindo de cerca do aminodcido 60 a cerca
do aminodcido 70 de uma proteina STEAP apresentada na Figura
11A-B, polipéptidos consistindo de cerca do aminodcido 70 a
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cerca do aminodcido 80 de uma proteina STEAP apresentada na
Figura 11A-B, polipéptidos consistindo de cerca do aminoacido
80 a cerca do aminodcido 90 de uma proteina STEAP apresentada
na Figura 11A-B e ©polipéptidos consistindo de cerca do
aminodcido 90 a cerca do aminocdcido 100 de uma proteina STEAP
apresentada na Figura 11A-B, etc. Seguindo este esquema, sao
aqui descritos os polipéptidos consistindo em porgdes da
sequéncia de aminodcidos dos aminodcidos 100-339 de uma
proteina STEAP-1 apresentada na Figura 11A-B, ou dos
aminodcidos 100-454 de uma proteina STEAP-2 apresentada na
Figura 11A-B, ou dos aminodcidos 100-459 de uma proteina
STEAP-3 apresentada na Figura 11A-B, ou dos aminodcidos 100-
133 de wuma proteina STEAP-4 apresentada na Figura 11A-B.
Polipéptidos consistindo em porcdes maiores da proteina STEAP
estéao também contemplados. Por exemplo polipéptidos
consistindo de cerca do aminodcido 1 (ou 20 ou 30 ou 40 etc.)
a cerca do aminodcido 20, (ou 30, ou 40 ou 50 etc.) de uma
proteina STEAP apresentada na Figura 11A-B podem ser gerados
através de uma variedade de técnicas bem conhecidas na
especialidade.

Concretizagdes ilustrativas adicionais aqui divulgadas
incluem polipéptidos de STEAP contendo o0s residuos de
aminocdcido de um ou mais dos motivos bioldgicos contidos no
interior da sequéncia polipeptidica de STEAP-2 como mostrado
na FIG. 11A-B. Os polipéptidos de STEAP contendo um ou mais
destes motivos ou outras regides de interesse seleccionadas
aqui descritas incluirdo tipicamente um adicional de 5 a 25 ou
mais residuos de aminodcido da sequéncia de proteina STEAP
adjacente num ou em ambos 0s lados do (s) motivo(s)
seleccionado(s). Numa concretizacdo, polipéptidos tipicos da
invengao podem conter uma ou mais das regides de STEAP-2 que
exibem homologia com uma ou mais outras proteinas STEAP. Em
outra concretizacao, polipéptidos tipicos podem conter uma ou
mais porgdes imunogénicas de uma proteina STEAP-2. Um exemplo
de uma porcao imunogénica de uma proteina STEAP consiste nos
residuos de aminodcido 14 a 28 da sequéncia de aminodcidos de
STEAP-1 como mostrado na FIG. 1A-B (WKMKPRRNLEEDDYL; SEQ 1ID
NO:22). Os polipéptidos aqui descritos podem conter um ou mais
péptidos de ligagdao a HLA-A2 ©previstos tais como 0s
aminodcidos 165-173 de STEAP-1, o0s aminodcidos 86-94 de
STEAP-1, os aminodcidos 262-270 de STEAP-1, os aminoacidos
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302-310 de STEAP-1, os aminodcidos 158-166 de STEAP-1, os
aminodcidos 227-235 de STEAP-2, os aminodcidos 402-410 de
STEAP-2, os aminodcidos 307-315 de STEAP-2, os aminodcidos
306-314 de STEAP-2 e o0s aminodcidos 100-108 de STEAP-2. Noutra
concretizacao, os polipéptidos consistem na totalidade ou em
parte de um fragmento de STEAP-2, tal como os aminodcidos 1-
245, 2-204, 121-454,153-165, 182-454, 183-387, 276-453, 345-
358 ou 419-454 da proteina STEAP-2 apresentada na Fig. 8.
Concretizagdes relacionadas incluem polipéptidos contendo
combinag¢des dos diferentes motivos discutidos acima, sendo as
concretizacdes preferidas aquelas que nao contém insercdes,
delecdes ou substituig¢des nem no interior dos motivos nem nas
sequéncias intervenientes destes polipéptidos.

Os polipéptidos de STEAP podem ser gerados utilizando
tecnologia de sintese peptidica padrao ou utilizando métodos
de clivagem quimica bem conhecidos na especialidade com base
nas sequéncias de aminodcidos das proteinas STEAP humanas aqui
divulgadas. Alternativamente, podem ser utilizados métodos
recombinantes para gerar moléculas de 4dacido nucleico que
codifiquem um fragmento polipeptidico de uma proteina STEAP. A
este respeito, as moléculas de 4acido nucleico qgue codificam
STEAP aqui descritas proporcionam um meio para a criagdao de
fragmentos definidos de proteinas STEAP. Os polipéptidos de
STEAP sédo particularmente Uteis na geracdo e caracterizacdo de
anticorpos especificos para dominios (e.g., anticorpos gque
reconhecem um epitopo extracelular ou intracelular de uma
proteina STEAP), na identificacdo de agentes ou factores
celulares que se ligam a STEAP ou a um seu dominio estrutural
particular, e em varios contextos terapéuticos, incluindo, mas
ndao se lhe limitando, vacinas contra o cancro. 0s polipéptidos
de STEAP contendo estruturas particularmente interessantes
podem ser previstos e/ou identificados wutilizando varias
técnicas analiticas bem conhecidas na especialidade,
incluindo, por exemplo, os métodos de andlise de Chou-Fasman,
Garnier—-Robson, Kyte-Doolittle, Eisenberg, Karplus-Schultz ou
Jameson-Wolf, ou com base na imunogenicidade. Os fragmentos
contendo estas estruturas sao particularmente uUteis na criacéao
de anticorpos anti-STEAP especificos de subunidades ou na
identificacdo de factores celulares que se ligam a STEAP.



EP 1 244 705/PT
42

Numa concretizacao especifica descrita nos exemplos que
se seguem, uma forma segregada de STEAP pode ser
convenientemente expressa em células 293T transfectadas com um
vector de expressao conduzido por CMV que codifica STEAP com
um marcador C-terminal 6XHis e MYC (pcDNA3.1  /mycHIS,
Invitrogen). A STEAP marcada com HIS segregada no meio de
cultura pode ser purificada utilizando uma coluna de niquel e
técnicas padrdao. Alternativamente, pode ser utilizado um
sistema marcador AP. Estao descritas nos exemplos abaixo
vadrias construcdes para expressao de STEAP.

Estdao aqui descritas modificagdes de STEAP tais como
modificacgdes covalentes. Um tipo de modificacdo covalente
inclui a reaccdo de residuos de aminocdcido determinados de um
polipéptido de STEAP com um agente organico de derivatizacéao
que ¢é capaz de reagir com cadeias laterais seleccionadas ou
com o0s residuos N- ou C- terminais da STEAP. Outro tipo de
modificacdo covalente do polipéptido de STEAP compreende a
alteracdao do padrao de glicosilacdao nativo do polipéptido.
"Alteracgdo do padrdo de glicosilacado nativo" significa para os
presentes fins a delecdo de uma ou mais porc¢des hidrato de
carbono que se encontram na sequéncia nativa de STEAP- (quer
por remocao do local de glicosilacao subjacente quer por
delecdo da glicosilacdo por meios quimicos e/ou enzimdticos),
e/ou a adicdo de um ou mais locais de glicosilacdo gque néo
estdao presentes na sequéncia nativa de STEAP. Em adicgédo, a
frase inclui alteracdes qualitativas na glicosilacao das
proteinas nativas, envolvendo uma alteragdo na natureza e nas
proporcgdes das varias porcgdes hidrato de carbono presentes.
Outro tipo de modificacdo covalente de STEAP compreende a
ligagao dos polipéptidos de STEAP a um de uma variedade de
polimeros nao proteindceos, e.g., polietilenoglicol (PEG),
polipropilenocglicol ou polioxialguilenos, da maneira
estabelecida nas Patentes U.S. 4640835; 4,496,689; 4301144;
4670417; 4791192 ou 4179337.

A STEAP pode também ser modificada de maneira a formar
uma molécula gquimérica compreendendo STEAP fundida com outro
polipéptido ou sequéncia de aminodcidos heterdélogos. Numa
concretizacdao, esta molécula quimérica compreende uma fusédo da
STEAP- com um marcador epitdpico poli-histidina, que
proporciona um epitopo ao gqual nigquel imobilizado se pode



EP 1 244 705/PT
43

ligar selectivamente. O marcador epitdépico ¢é geralmente
colocado no terminal amino ou carboxilo da STEAP. Numa
concretizacao alternativa, a molécula quimérica pode
compreender uma fusdo da STEAP com uma imunoglobulina ou uma
regido particular de uma imunoglobulina. Para uma forma
bivalente da molécula quimérica (também referida como
"imunoadesina"), esta fusdo pode ser com a regido Fc de uma
molécula de IgG. As fusdes de Ig incluem preferivelmente a
substituicdo por uma forma soluvel (dominio transmembranar
eliminado ou inactivado) de um polipéptido STEAP no lugar de
pelo menos uma regido varidvel no interior de uma molécula de
Ig. Numa concretizacdo particularmente preferida, a fusdao com
imunoglobulina inclui as regides de charneira, CH2 e CH3, ou
as regides de charneira, CH2, CH2 e CH3 de uma molécula de
IgGl. Para a producao de fusdes com imunoglobulina veja-se
também a Patente US 5428130 concedida em 27 de Junho, 1995.

ANTICORPOS CONTRA STEAP

Outro aspecto da invencgao proporciona anticorpos que se
ligam a proteinas e a polipéptidos de STEAP-2. Os anticorpos
mais preferidos ligar—-se-ado selectivamente a uma proteina
STEAP-2 e nao se 1ligarao (ou ligar-se-ao fracamente) a
proteinas e polipéptidos que nao STEAP. Os anticorpos anti-
STEAP que sao particularmente contemplados incluem anticorpos
monoclonais e policlonais bem como fragmentos contendo o
dominio de 1ligagdo ao antigénio e/ou uma ou mais regides
determinantes de complementaridade destes anticorpos. Tal como
aqgui se wutiliza, um fragmento de anticorpo é definido como
pelo menos uma porgao da regido varidvel da molécula de
imunoglobulina que se liga ao seu alvo, i.e., a regiao de
ligacao ao antigénio.

Para algumas aplicacodes, pode ser desejavel gerar
anticorpos que reajam especificamente com uma proteina STEAP
particular e/ou com um epitopo dentro de um dominio estrutural
particular. Por exemplo, o0s anticorpos preferidos uUteis para
fins de terapia do cancro e imagética de diagndéstico sao os
que reagem com um epitopo numa regido extracelular da proteina
STEAP tal como expressa em células de cancro. Estes anticorpos
podem ser gerados utilizando as proteinas STEAP aqui descritas
ou utilizando péptidos derivados de seus dominios
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extracelulares previstos, como imunogénio. A este respeito,
com referéncia ao esquema topoldgico da proteina STEAP-1
mostrado na FIG. 1B, regides nas voltas extracelulares entre
os dominios transmembranares indicados podem ser seleccionadas
e utilizadas para desenhar imunogénios apropriados para criar
anticorpos especificos da parte extracelular.

Os anticorpos contra STEAP-2 aqui descritos podem ser
particularmente Uteis em estratégias terapéuticas de cancro da
prdstata, ensaios de diagndstico e progndstico e metodologias
de imagética. Similarmente, estes anticorpos podem ser uteis
no tratamento, diagndstico e/ou progndstico de outros cancros,
na medida em a STEAP-2 seja também expressa ou sobre—-expressa
em outros tipos de cancro. A 1invencdo proporciona varios
ensaios imunoldgicos Utels para a deteccao e quantificacao de
proteinas e polipéptidos de STEAP-2 e STEAP-2 mutantes. Estes
ensaios compreendem geralmente um ou mais anticorpos contra
STEAP-2 capazes de reconhecer e se ligar a uma proteina
STEAP-2 ou STEAP-2 mutante, conforme apropriado, e podem ser
realizados dentro de varios formatos de ensaio imunoldgico bem
conhecidos na especialidade, incluindo, mas nao se lhes
limitando, varios tipos de radioimunoensaios, ensaios
imunossorventes com enzima ligada (ELISA), ensaios
imunofluorescentes com enzima ligada (ELIFA), e semelhantes.
Adicionalmente, sao também aqui divulgados métodos
imunoldgicos de 1imagética capazes de detectar cancro da
préstata, incluindo, mas nao se 1lhes limitando, métodos de
imagética radiocintigrédficos wutilizando anticorpos contra
STEAP marcados. Estes ensaios podem ser clinicamente
utilizados na deteccdo, monitorizacdao e progndstico de cancro
da prdstata, particularmente cancro da préstata avancgado.

Os anticorpos contra STEAP podem também ser utilizados em
métodos para purificacdao de proteinas e polipéptidos de STEAP
e STEAP mutantes e para isolamento de homdélogos de STEAP e
moléculas relacionadas. Por exemplo, numa concretizacdo, o
método de purificagdo de uma proteina STEAP compreende a
incubacdo de um anticorpo contra STEAP, o qual foi acoplado a
uma matriz sdélida, com um lisado ou outra solugao contendo
STEAP sob condig¢des que permitam que o anticorpo contra STEAP
se ligue a STEAP; lavagem da matriz sdélida para eliminar
impurezas; e eluicdo da STEAP do anticorpo acoplado. Outras
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utilizacdes dos anticorpos contra STEAP da invencao incluem a
criacao de anticorpos anti-idiotipicos que imitam a proteina
STEAP.

Os anticorpos contra STEAP podem também ser utilizados
terapeuticamente, por exemplo, por modulacdo ou inibicao da
actividade bioldégica de uma proteina STEAP ou atingindo e
destruindo células de cancro gque expressam uma proteina STEAP.
A terapia com anticorpos do cancro da préstata e outros
cancros estd mails especificamente descrita numa subseccao
separada adiante.

Varios métodos para a preparacgdo de anticorpos sao bem
conhecidos na especialidade. Por exemplo, podem ser preparados
anticorpos através de 1munizacgao de um hospedeiro mamifero
adequado utilizando uma proteina, um péptido ou um fragmento
de STEAP na forma isolada ou imunoconjugada (Antibodies: A

Laboratory Manual, CSH Press, Eds., Harlow e Lane (1988);
Harlow, Antibodies”, Cold Spring Harbor Press, NY (1989)). Os
exemplos de proteinas imunogénicas incluem STEAP recombinante

(expressa num sistema de baculovirus, num sistema de mamifero,
etc.), o dominio extracelular de STEAP ou voltas da proteina
STEAP conjugadas com uma ou mais regides constantes do
anticorpo, STEAP marcada com AP, etc. Adicionalmente, podem
também ser utilizadas proteinas de fusdo de STEAP, tais como
uma fusdo de STEAP com GST, proteina de ligacdo a maltose
(MBP), ©proteina verde fluorescente (GFP), HisMax-TOPO ou
MycHis (vejam-se os exemplos adiante).

Numa concretizacgdo particular, pode ser produzida uma
proteina de fusdo de GST compreendendo toda ou a maior parte
da sequéncia de aminoacidos do gquadro de leitura aberto
mostrada na FIG. 11A-B, e utilizada como imunogénio para gerar
anticorpos apropriados. As células qgue expressam ou sobre-
expressam STEAP podem também ser utilizadas para imunizagdes.
Similarmente, pode ser utilizada gqualquer célula manipulada
para expressar STEAP. Estas estratégias podem resultar na
produgao de anticorpos monoclonais com melhores capacidades
para reconhecimento de STEAP enddgenas. Outro imunogénio util
compreende péptidos de STEAP ligados a membrana plasmatica de
glébulos vermelhos do sangue de ovelha.
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As sequéncias de aminodcidos de proteinas STEAP tal como
mostradas na FIG. 11A-B podem ser utilizadas para seleccionar
regides especificas de uma proteina STEAP para gerar
anticorpos. Por exemplo, podem ser utilizadas andlises de
hidrofobicidade e hidrofilicidade da sequéncia de aminodcidos
da STEAP para identificar regides hidrdéfilas na estrutura da
STEAP. As regides da proteina STEAP gue apresentam estrutura
imunogénica, bem como outras regides e dominios, podem ser
prontamente identificadas wutilizando varios outros métodos
conhecidos na especialidade, tais como andlise de Chou-Fasman,
Garnier—-Robson, Kyte-Doolittle, Eisenberg, Karplus-Schultz ou
Jameson-Wolf. Os péptidos de STEAP gque se prevé ligarem-se a
HLA-A2 podem ser seleccionados para a geracgao de anticorpos ou
utilizados para gerar uma resposta de CTL. Estes péptidos de
ligacao a HLA-A2 previstos incluem, mas nao se lhes limitam,
0s aminodcidos 165-173 de STEAP-1, o0s aminodcidos 86-94 de
STEAP-1, o0s aminodcidos 262-270 de STEAP-1, o0s aminodcidos
302-310 de STEAP-1, os aminoacidos 158-166 de STEAP-1, os
aminodcidos 227-235 de STEAP-2, os aminodcidos 402-410 de
STEAP-2, os aminoacidos 307-315 de STEAP-2, os aminoacidos
306-314 de STEAP-2 e os aminodcidos 100-108 de STEAP-2. Como
discutido nos exemplos adiante, foi demonstrada
imunogenicidade com STEAP, que foi wutilizada para gerar
anticorpos policlonais e monoclonais wutilizando coelhos e
ratinhos, respectivamente. Esta resposta de células B
(producgdo de anticorpos) é o resultado de uma resposta inicial
de células T eliciada pelas porcgdes imunogénicas de STEAP.

Os métodos para a preparagao de uma proteina ou
polipéptido para utilizar como imunogénio e para preparacao de
conjugados imunogénicos de uma proteina com um transportador
tal como BSA, KLH ou outras proteinas transportadoras, sao bem
conhecidos na especialidade. Em algumas circunstancias, pode
ser utilizada conjugacao directa utilizando, por exemplo,
reagentes de carbodiimida; noutros casos podem ser eficazes
reagentes de ligacdo tais como os fornecidos por Pierce
Chemical Co., Rockford, IL. A administragdo de um imunogénio
de STEAP é geralmente conduzida por injeccdo ao longo de um
periodo adequado e com utilizacado de um adjuvante adequado,
tal como é geralmente entendido na especialidade. Durante o
programa de imunizagdao, podem ser tomados os titulos de
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anticorpos para determinar a adequacdo da formacdo de
anticorpos.

Os anticorpos monoclonais contra STEAP sao preferidos e
podem ser produzidos por varios meios bem conhecidos na
especialidade. Por exemplo, podem ser ©preparadas linhas
celulares imortalizadas que segreguem um anticorpo monoclonal
desejado utilizando a tecnologia do hibridoma padrdo de Kohler
e Milstein ou modificagdes que imortalizam células B
produtoras, como ¢é geralmente conhecido. As linhas celulares
imortalizadas que segregam 08 anticorpos desejados sao
rastreadas através de imunoensaio no qual o antigénio é a
proteina STEAP ou um fragmento de STEAP. Quando é identificada
a cultura de células imortalizadas apropriada que segrega O
anticorpo desejado, as células podem ser expandidas e o0s
anticorpos produzidos a partir de culturas in vitro ou a
partir de fluido ascitico.

Os anticorpos ou fragmentos podem também ser produzidos,
utilizando tecnologia actual, através de meios recombinantes.
As regides que se ligam especificamente as regides desejadas
da proteina STEAP podem também ser produzidas no contexto de
anticorpos quiméricos ou com CDR enxertadas de multiplas
espécies de origem. Podem também ser produzidos anticorpos
contra STEAP humanizados ou humanos e sdo preferidos para
utilizar em contextos terapéuticos. S&do bem conhecidos métodos
para a humanizacao de anticorpos murinos e outros anticorpos
nao humanos por substituicdo por uma ou mais das CDR dos
anticorpos nao humanos as sequéncias correspondentes de
anticorpos humanos (veja-se por exemplo, Jones et al., 1986,
Nature 321: 522-525; Riechmann et al., 1988, Nature 332: 323-
327; Verhoeyen et al., 1988, Science 239:1534-1536). Veja-se
também, Carter et al., 1993, Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 89:
4285 e Sims et al., 1993, J. Immunol. 151: 2296. 0Os métodos
para producgdo de anticorpos monoclonais completamente humanos

incluem as tecnologias de animais transgénicos e de exibicao
fagica (para revisao, veja-se Vaughan et al., Nature
Biotechnology 16: 535-539, 1998).

Anticorpos monoclonais contra STEAP inteiramente humanos
podem ser gerados utilizando tecnologias de clonagem
empregando grandes bibliotecas combinatdrias de genes de Ig
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humana (i.e., exibicdo féagica) (Griffiths e Hoogenboom,
“Building an In vitro immune system: human antibodies from
phage display libraries”, Em: Protein Engineering of Antibody

Molecules for Prophylactic and Therapeutic Applications, Man.
Clark, M. (Ed.), Nottingham Academic, péags. 45-64 (1993);
Burton e Barbas, Human Antibodies from combinatorial

libraries, Id., pags. 65-82). Os anticorpos monoclonais contra
STEAP inteiramente humanos podem também ser produzidos
utilizando ratinhos transgénicos manipulados para conterem
loci do gene da imunoglobulina humana tal como descrito na
US 6150584 e no pedido de patente PCT W098/24893, publicado em
3 de Dezembro de 1997 (ver também, Jakobovits, Exp. Opin.
invest. Drugs 7(4): 607-614, 1998). Este método evita a

manipulacdo in vitro necessdaria com a tecnologia de exibicéo

fdgica e produz eficientemente anticorpos humanos auténticos
de elevada afinidade.

A reactividade dos anticorpos contra STEAP com a proteina
STEAP pode ser estabelecida por varios meios bem conhecidos,
incluindo as andlises Western blot, imunoprecipitacédo, ELISA e
FACS utilizando, conforme apropriado, proteinas STEAP,
péptidos, células que expressam STEAP ou seus extractos.

Um anticorpo contra STEAP, ou seu fragmento, da invencao,
pode ser marcado com um marcador detectavel ou conjugado com
uma segunda molécula, tal como uma citotoxina ou outro agente
terapéutico, e wutilizado para direccionamento da segunda
molécula para uma célula positiva para STEAP (Vitetta, E.S. et
al., 1993, “Immunotoxin therapy”, em DeVvita, Jr., V.T. et al.,
eds, Cancer: Principles and Practice of Oncology. 4nd ed.,
J.B. Lippincott Co., Philadelphia, 2624-2636). 0Os exemplos de
agentes citotdéxicos incluem, mas ndo se lhes limitam, ricina,

cadeia A de ricina, doxorubicina, maitansindides,
daunorubicina, taxol, brometo de etidio, mitomicina,
etoposido, tenoposido, vincristina, vinblastina, colchicina,
di-hidroxi-antracinodiona, actinomicina, toxina da difteria,
exotoxina de Pseudomonas (PE) A, PE40, abrina, cadeia A de
abrina, cadeia A de modecina, alfa-sarcina, gelonina,
mitogelina, retstrictocina, fenomicina, enomicina, curicina,
crotina, caliqueamicina, inibidor de Sapaonaria officinalis e
glucocorticéide e outros agentes guimioterapéuticos, assim
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marcadores detectdveils adequados incluem, mas nado se lhes
limitam, um radioisdtopo, um composto fluorescente, um
composto bioluminescente, um composto guimioluminescente, um
quelante de metal ou uma enzima. Os anticorpos podem também
ser conjugados a uma enzima activadora de um pré-farmaco anti-
canceroso capaz de converter o pré-farmaco na sua forma
activa. Veja-se, por exemplo, a Patente US 4975287.

Adicionalmente, o0os anticorpos biespecificos especificos
para dois ou mais epitopos de STEAP, podem ser gerados
utilizando métodos genericamente conhecidos na especialidade.
Adicionalmente, as fungdes efectoras do anticorpo podem ser
modificadas para melhorar o efeito terapéutico de anticorpos
de STEAP sobre células cancerosas. Por exemplo, residuos de
cisteina podem ser manipulados na regidao Fc, permitindo a
formacdao de ligac¢des dissulfureto intercadeias e a geracao de
homodimeros que podem  ter capacidades melhoradas para
internalizacgao, ADCC e/ou morte celular mediada pelo
complemento (veja-se, por exemplo, Caron et al., 1992, J. Exp.
Med. 176: 1191-1195; Shopes, 1992, J. Immunol. 148: 2918-
2922). Anticorpos homodiméricos podem também ser gerados por

técnicas de ligacado cruzada conhecidas na especialidade (e.g.,
Wolff et al., Cancer Res. 53: 2560-2565).

ANIMAIS TRANSGENICOS DE STEAP

Acidos nucleicos que codificam STEAP ou suas formas
modificadas podem também ser utilizados para gerar animais
transgénicos ou animais "knock out" que, por sua vez, Sao
Gteis no desenvolvimento e rastreio de reagentes
terapeuticamente Uteis. Um animal transgénico (e.g., um
ratinho ou um rato) é¢ um animal possuindo células que contém
um transgene, transgene esse que foi introduzido no animal ou
num antecessor do animal num estddio pré-natal, e.g., um
estddio embriondrio. Um transgene € um ADN que estd integrado
no genoma de uma célula a partir da qual se desenvolve um
animal transgénico. Numa concretizacdo, ADNc que codifica
STEAP pode ser utilizado para clonar ADN gendmico que codifica
STEAP de acordo com técnicas estabelecidas e as sequéncias
gendmicas utilizadas para gerar animais transgénicos que
contém células gque expressam ADN que codifica STEAP.
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Os métodos para gerar animais transgénicos,
particularmente animais tais como ratinhos ou ratos, tornaram-
se convencionais na especialidade e estdo descritos, por
exemplo, nas Patentes U.S. 4736866 e 4870009. Tipicamente,
células particulares serao seleccionadas para incorporacgao do
transgene de STEAP com potenciadores especificos de tecidos.
Os animais transgénicos que incluem uma cdpia de um transgene
que codifica STEAP introduzido na linha germinal do animal num
estddio embriondrio podem ser utilizados para examinar o
efeito de expressao aumentada de ADN que codifica STEAP. Estes
animais podem ser utilizados como animais de teste para
reagentes que se pensa conferirem protecgdao, por exemplo,
contra condigbes patoldgicas associadas a sua sobre-expressao.
De acordo com esta faceta da invencdo, um animal é tratado com
0 reagente e uma incidéncia reduzida da condigao patoldgica,
comparativamente com animais nao tratados portadores do
transgene, indicaria uma potencial intervengado terapéutica
para a condicdo patoldgica.

Alternativamente, homdélogos nao humanos de STEAP podem
ser utilizados para construir um animal "knock  out"
relativamente a STEAP, gue possui um gene que codifica STEAP
defeituoso ou alterado em resultado de recombinacdo homdéloga
entre o gene enddgeno que codifica STEAP e o ADN gendmico
alterado que codifica STEAP introduzido numa célula
embriondria do animal. Por exemplo, ADNc que codifica STEAP
pode ser utilizado para clonar ADN gendmico que codifica STEAP
de acordo com técnicas estabelecidas. Uma porgcado do ADN
gendmico que codifica STEAP pode ser eliminada ou substituida
por outro gene, tal como um gene que codifica um marcador
seleccionavel que pode ser wutilizado para monitorizar a
integracao.

Tipicamente, sdo incluidas no vector varias quilobases de
ADN flanqueador inalterado (em ambas as extremidades 5' e 3')
(veja-se e.g., Thomas e Capecchi, 1987, Cell 51:503 para uma
descricao de vectores de recombinacdo homéloga). O vector é
introduzido numa linha de células estaminais embriondrias
(e.g., por electroporacao) e sao seleccionadas células em qgue
0 ADN introduzido possui recombinado de forma homdéloga com o
ADN enddgeno (veja-se e.g., Li et al., 1992, Cell 69:915). As
células seleccionadas sao entdao injectadas num blastocisto de
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um animal (e.g., um ratinho ou um rato) para formar guimeras
de agregacgao (veja-se e.g., Bradley, em Teratocarcinomas and

Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, E.J. Robertson,
ed., IRL, Oxford, 1987, pp. 113-152).

Um embrido quimérico pode entdo ser implantado num animal
hospedeiro fémea pseudoprenhe adequada e o embrido levado a
termo para criar um animal "knock out". A progénie portadora
do ADN recombinado de forma homéloga nas suas células
germinais pode ser identificada por técnicas padrao e
utilizada para criar animais em que todas as células do animal
contém o ADN recombinado de forma homéloga. Os animais
knockout podem ser caracterizados por exemplo, pela sua
capacidade de se defenderem contra determinadas condigdes
patoldgicas e pelo seu desenvolvimento de condicgdes
patoldgicas devido a auséncia do polipéptido de STEAP.

MONITORIZACAO DO ESTADO DE STEAP E SEUS PRODUTOS

Ensaios que avaliam o estado de um gene de STEAP e
produtos de um gene de STEAP num individuo podem proporcionar
informagcdo sobre o crescimento ou o potencial oncogénico de
uma amostra bioldgica desse individuo. Por exemplo, como o
ARNm de STEAP é tao altamente expresso na prdstata, e nao na
maioria do tecido normal, e porgue a Ssua expressdo esta
associada a determinados cancros, o0s ensaios que avaliam os
niveis relativos de transcritos de ARNm de STEAP ou proteinas
STEAP numa amostra bioldégica podem ser wutilizados para
diagnosticar uma doenca associada a desregulacao de STEAP, tal
como cancro ou hiperplasia prostdtica benigna (BPH), e podem
proporcionar informacdo de progndstico util para definir as
opcdes terapéuticas apropriadas. Similarmente, ensaios que
avaliam a integridade de sequéncias de nucledtidos e de
aminodcidos de STEAP numa amostra bioldgica, podem também ser
utilizados neste contexto.

A verificacdo de que o ARNm de STEAP é expresso no cancro
da préstata e noutros cancros, € nao na maioria do tecido
normal, proporciona evidéncia de que este gene estd associado
a crescimento celular desregulado e portanto identifica este
gene e 0s seus produtos como alvos que o perito pode utilizar
para avaliar amostras bioldgicas de individuos que se suspeita
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terem uma doenca associada a desregulacdo de STEAP. Noutro
exemplo, porque a expressdao de STEAP estd normalmente
restringida a préstata, pode-se também avaliar amostras
bioldégicas de outros tecidos para detectar expressao de STEAP
como uma indicacdo de metdstase. Por exemplo, como apresentado
na Figura 31A-F, anticorpos dirigidos contra STEAP-1
proporcionam um marcador superior para a detecgdao de
metdstases, em comparacdo com o marcador convencional do
cancro da préstata, o PSA. Este marcador pode ser util na
avaliacado de bidpsias de tecidos e como parte de estratégias
de imagética in vivo. Neste contexto, a avaliacdo do estado de
expressadao do gene de STEAP e seus produtos pode ser utilizada
para obter informagdao sobre a doenca potencial de uma amostra
de tecido. A expressao "estado de expressao" neste contexto é
utilizada para referir amplamente a variedade de factores
envolvidos na expressdo, funcao e regulacdo de um gene e seus
produtos tais como o nivel de expressao de ARNm, a integridade
dos produtos génicos expressos (tais como as sequéncias
nucleicas e de aminodcidos) e modificac¢des na transcricdo e na

tradugdo nestas moléculas.

0O estado de expressao de STEAP ©pode proporcionar
informagdao Util para prever a susceptibilidade a estadios de
doenga particulares, progressao e/ou agressividade de tumores.
A invengdo proporciona métodos e ensaios para a determinacéao
do estado de expressdo de STEAP-2 e diagnéstico de cancros que
expressam STEAP-2, tais como cancros da préstata. O estado de
expressao de STEAP em amostras de um paciente pode ser
analisado por varios meios bem conhecidos na especialidade,
incluindo sem limitacao, andlise imuno-histoquimica,
hibridagdo in situ, andlise por RT-PCR em amostras micro-
dissectadas por captura a laser, andlise Western blot de
amostras clinicas e linhas celulares e andlise de tecido.
Podem ser encontrados protocolos tipicos para a avaliacdao do
estado de expressdo do gene de STEAP e produtos génicos, por
exemplo em Current Protocols In Molecular Biology, Units 2
[Northern Blotting], 4 [Southern Blotting], 15
[Immunoblotting] e 18 (PCR Analysis), Frederick M. Ausubul et
al. eds., 1995.

Sao agqui divulgados métodos para a monitorizacdo de
produtos do gene de STEAP por determinagdao do estado de



EP 1 244 705/PT
53

produtos do gene de STEAP expressos por células numa amostra
de tecido de teste de um individuo gque se suspeita gue possua
uma doenca associada a crescimento celular desregulado (tal
como hiperplasia ou cancro) e depois comparacao do estado
assim determinado com o estado de produtos do gene de STEAP
numa amostra normal correspondente, sendo que a presenca de um
estado aberrante ou alterado de produtos do gene de STEAP na
amostra de teste relativamente a amostra normal proporciona
uma indicacdo da presencga de crescimento celular desregulado
no interior das células do individuo.

Sdo aqui adicionalmente divulgados métodos para o exame
de uma amostra bioldgica quanto a evidéncias de crescimento
celular desregulado. Numa concretizacdao, o método compreende a
comparacgao do estado de STEAP na amostra bioldégica com o
estado de STEAP numa amostra normal correspondente, em Jque
alteragbes no estado de STEAP na amostra Dbioldgica estéo
associadas a crescimento celular desregulado. O estado de
STEAP na amostra bioldégica pode ser avaliado, por exemplo, por
exame dos niveis de expressao de ARNm de STEAP ou os niveis de
expressao de proteina STEAP. Numa concretizagdao, uma alteragéo
no estado de STEAP é identificada pela presencga de células que
expressam STEAP numa amostra bioldgica de um tecido em que as

células que expressam STEAP estdo normalmente ausentes.

Sao aqui descritos ensaios uteis na determinacao da
presenca de cancro num individuo, compreendendo a deteccgdo de
um aumento significativo no ARNm de STEAP ou na expressao da
proteina numa célula ou amostra de tecido de @ teste
relativamente aos niveis de expressdao na célula ou tecido
normais correspondentes. A presenca de ARNm de STEAP pode, por
exemplo, ser avaliada em amostras de tecido incluindo, mas néao
se lhes 1limitando, do <c¢délon, do pulmdo, da prdstata, do
pédncreas, da bexiga, da mama, do ovéario, do colo do utero, dos
testiculos, da cabeca e pescoco, do cérebro, do estbdmago, do
0sso, etc.. A presenca de expressao significativa de STEAP em
qualguer um destes tecidos pode ser util para indicar a
emergéncia, presenca e/ou gravidade destes cancros ou de uma
metdstase de cancro origindria noutro tecido, uma vez Jgue 0S8
tecidos normais correspondentes nado expressam ARNm de STEAP,
ou expressam-no em niveis inferiores.
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Numa concretizacdo relacionada, o estado de expressao de
STEAP pode ser determinado ao nivel da proteina em vez de ao
nivel do &acido nucleico. Por exemplo, este método ou ensaio
compreenderia a determinacdo do nivel de proteina STEAP
expressa pelas células numa amostra de tecido de teste e a
comparacadao do nivel assim determinado com o nivel de STEAP
expressa numa amostra normal correspondente. Numa
concretizacao, a presenca da proteina STEAP ¢é avaliada, por
exemplo, utilizando métodos imuno-histoquimicos. Os anticorpos
ou parceiros de ligacao de STEAP capazes de detectar a
expressao da proteina STEAP podem ser utilizados numa
variedade de formatos de ensaio bem conhecidos na
especialidade para este fim. Como mostrado nos exemplos
anexos, a 1munorreactividade de STEAP estd associada com
cancro da préstata, da bexiga e do pulmdo, assim como BPH e
metadstases de cancro da prodstata.

Noutras concretizacgdes relacionadas, pode-se avaliar a
integridade de sequéncias de nucledétidos e de aminodcidos de
STEAP numa amostra bioldgica de modo a identificar
perturbacgdes na estrutura destas moléculas tais Ccomo
inserc¢des, delecdes, substituicdes e similares. Estas
concretizacgcdes sao Uteis porque sao observadas perturbacdes
nas sequéncias de nucledétidos e de aminodcidos num grande
numero de proteinas associadas a um fendtipo de crescimento
desregulado (veja-se e.g. Marrogi et al., J. Cutan. Pathol
26(8): 369-378 (1999)). Neste contexto, uma ampla variedade de
ensaios ©para observacdao de perturbacdes em sequéncias de

nucledtidos e de aminodcidos sao bem conhecidos na
especialidade. Por exemplo, a dimensdao e a estrutura de
sequéncias de acido nucleico ou de aminodcidos de produtos de
genes de STEAP podem ser observadas pelos protocolos de
Northern, Southern, Western, PCR e sequenciacdo de ADN aqui
discutidos. Em adig¢ado, outros métodos para observacao de
perturbacgdes em sequéncias de nucledétidos e de aminodcidos
talis como andlise de polimorfismo de conformagcdo de cadeias
simples sdao bem conhecidos na especialidade (vejam-se e.g. as
Patentes U.S. 5382510 e 5952170).

Noutra concretizacdo, pode-se examinar o estado de
metilagao do gene de STEAP numa amostra bioldgica.
Desmetilacdo e/ou hipermetilacdo aberrantes de ilhas de CpG em
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regides reguladoras a 5' do gene ocorrem frequentemente em
células imortalizadas e transformadas e podem resultar na
expressao alterada de varios genes. Por exemplo, a
hipermetilacdo de promotores da glutationa-S-transferase de
classe pi (uma proteina expressa na proéstata normal mas nao
expressa em >90% de carcinomas da prdstata) parece silenciar
permanentemente a transcricdo deste gene e é a alteracao
gendmica mais frequentemente detectada em carcinomas da
préstata (De Marzo et al., 1999, Am. J. Pathol. 155(6): 1985-
1992). Em adicédo, esta alteracdo estd presente em pelo menos

70% dos casos de neoplasia intraepitelial prostdtica (PIN) de
grau elevado (Brooks et al., 1998, Cancer Epidemiol.
Biomarkers Prev., 7:531-536).

Noutro exemplo, a expressao do gene especifico de tumor
LAGE-I (gue nao é expresso em prdstata normal mas €& expresso
em 25-50% dos cancros da préstata) ¢é induzida por desoxi-
azacitidina em células linfoblastdides, sugerindo que a
expressao tumoral se deve a desmetilacgdo (Lethe et al., 1998,
Int. J. Cancer 76(6): 903-908). Neste contexto, uma variedade

de ensaios para o exame do estado de metilacdo de um gene sao
bem conhecidos na especialidade. Por exemplo, podem-se
utilizar em abordagens de hibridacdo de Southern enzimas de
restricao sensiveis a metilacdao que nao conseguem clivar
sequéncias que contém locais CpG metilados de modo a avaliar o
estado de metilacdo global de ilhas de CpG.

Em adicao, a MSP (PCR especifica de metilacao) pode obter
rapidamente o perfil do estado de metilacao de todos os locais
CpG presentes numa ilha de CpG de um determinado gene. Este
procedimento envolve a modificagdo inicial de ADN por
bissulfito de sdédio (que ira converter todas as citosinas nao
metiladas em wuracilo) seguida de amplificacdo utilizando
iniciadores especificos para ADN metilado versus nao metilado.
Podem também encontrar-se protocolos que envolvem
interferéncia da metilacdo, por exemplo, em Current Protocols

In Molecular Biology, Units 12, Frederick M. Ausubel et al.
eds., 1995.

Sdo agqui descritos ensaios Uteis na determinacado da
presencga de cancro num individuo, compreendendo a deteccdao de
uma alteracéao significativa nas variantes de splicing
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alternativo de STEAP expressas numa célula ou amostra de
tecido de teste relativamente aos niveis de expressao na
célula ou tecido normais correspondentes. A monitorizacao de
variantes de splicing alternativo de STEAP é util porque
alteracdes no splicing alternativo de proteinas sao sugeridas
como um dos passos numa série de eventos que conduzem a
progressado de cancros (veja-se e.g. Carstens et al., Oncogene
15(250: 3059-3065 (1997)).

A amplificagdo de genes proporciona um método adicional
de avaliacdo do estado de STEAP. A amplificacdao de genes pode
ser medida numa amostra directamente, por exemplo, por
Southern blotting convencional, Northern blotting para
quantificar a transcricdao de ARNm [Thomas, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 77:5201-5205 (1980)]1, dot blotting (analise de ADN),
ou hibridacéao in situ , utilizando uma sonda marcada

apropriada, com base nas sequéncias aqui proporcionadas.
Alternativamente, podem ser empregues anticorpos gque podem
reconhecer duplices especificas, incluindo duaplices de ADN,
diplices de ARN e duplices de hibridas de ADN-ARN ou duplices
de ADN-proteina. Os anticorpos por sua vez podem ser marcados
e 0 ensaio pode ser realizado quando a duplex estd ligada a
uma superficie, de modo que apds a formacdao da duplex sobre a
superficie, pode ser detectada a presenca de anticorpo ligado
a duplex.

Em adicdo aos tecidos acima discutidos, sangue periférico
pode ser convenientemente ensaiado quanto a presenca de
células cancerosas, i1incluindo, mas nao se lhes limitando,
cancros da prdstata, wutilizando RT-PCR para detectar a
expressdo de STEAP. A presenca de ARNm de STEAP amplificavel
por RT-PCR proporciona uma indicag¢do da presenca do cancro.
Estdo presentemente a ser avaliados ensaios de deteccao por
RT-PCR para células tumorais em sangue periférico para
utilizacdo no diagndéstico e gestdo de varios tumores sdlidos
humanos. No campo do cancro da prdstata, estes incluem ensaios
RT-PCR para a deteccdo de células que expressam PSA e PSM
(Verkaik et al., 1997, Urol. Res. 25: 373-384; Ghossein et
al., 1995, J. Clin. Oncol. 13:1195-2000; Heston et al., 1995,
Clin. Chem. 41: 1687-1688). Os ensaios RT-PCR sdo bem
conhecidos na especialidade.
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Sao aqui descritos métodos para a previsao da
susceptibilidade ao desenvolvimento de cancro num individuo.
Numa concretizacdao, um método para prever a susceptibilidade
ao cancro compreende a deteccdo de ARNm de STEAP ou proteina
STEAP numa amostra de tecido, a sua presenga 1indicando
susceptibilidade ao cancro, em que o grau de expressado de ARNm
de STEAP presente é proporcional ao grau de susceptibilidade.
Numa concretizacgao especifica, € examinada a presenca de STEAP
em tecido da préstata, sendo que a presenca de STEAP na
amostra ©proporciona uma 1ndicacdo de susceptibilidade ao
cancro da proéstata (ou a emergéncia ou a existéncia de um
tumor na prostata) . Numa concretizacéao estreitamente
relacionada, pode-se avaliar a integridade de sequéncias de
nucledétidos e de aminodcidos de STEAP numa amostra bioldgica
de modo a identificar ©perturbacdes na estrutura destas
moléculas tais como 1insercdes, delecgdes, substituicdes e
similares, sendo que a presenca de uma ou mais perturbacdes em
produtos do gene de STEAP na amostra proporcionam uma
indicacdo de susceptibilidade ao cancro (ou a emergéncia ou
existéncia de um tumor).

Sao igualmente descritos aqui métodos para calibracao da
agressividade de tumores. Numa concretizacdo, um método para
calibracao da agressividade de um tumor compreende a
determinagcdo do nivel de ARNm de STEAP ou da proteina STEAP
expressa pelas células numa amostra do tumor, a comparagao do
nivel assim determinado com o nivel de ARNm de STEAP ou de
proteina STEAP expressa num tecido normal correspondente do
mesmo individuo ou numa amostra de referéncia de tecido
normal, em gue o0 grau de ARNm de STEAP ou de expressao da
proteina STEAP na amostra de tumor relativamente a amostra
normal indica o grau de agressividade. Numa concretizacéo
especifica, a agressividade dos tumores da prdéstata é avaliada
determinando a extensdo em que STEAP é expressa nas células
tumorais, sendo que maiores niveis de expressao indicam
tumores mails agressivos. Numa concretizagdo estreitamente
relacionada, pode-se avaliar a integridade de sequéncias de
nucledétidos e de aminodcidos de STEAP numa amostra bioldgica
de modo a identificar ©perturbag¢cdes na estrutura destas
moléculas tais como 1insercdes, delecdes, substituicdes e
similares, sendo gque a presenga de uma ou mails perturbacdes
indica tumores mais agressivos.
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Sao aqui também descritos métodos para observacao da
progressadao de uma malignidade num individuo ao longo do tempo.
Numa concretizacdao, os métodos para observacadao da progressao
de uma malignidade num individuo ao longo do tempo compreendem
a determinacdo do nivel de ARNm de STEAP ou proteina STEAP
expressos por células numa amostra do tumor, a comparagao do
nivel assim determinado com o nivel de ARNm de STEAP ou
proteina STEAP expressos numa amostra de tecido equivalente
tomada do mesmo individuo num momento diferente, em que o grau
de expressado de ARNm de STEAP ou proteina STEAP na amostra de
tumor ao longo do tempo proporciona informagdo sobre a
progressdo do cancro. Numa concretizacgdo especifica, a
progressdo de um cancro ¢é avaliada por determinacdo da
extensdo em que a expressao de STEAP nas células tumorais se
altera ao longo do tempo, sendo que maiores niveis de
expressao indicam uma progressao do cancro. Numa concretizacao
estreitamente relacionada, pode-se avaliar a integridade de
sequéncias de nucledétidos e de aminodcidos de STEAP numa
amostra bioldégica de modo a identificar perturbacgdes na
estrutura destas moléculas tais como insercdes, delecgdes,
substituicdes e similares, sendo gque a presenca de uma ou mais
perturbacdes indica uma progressao do cancro.

As abordagens de diagndéstico anteriores podem @ ser
combinadas com qualguer uma de uma ampla variedade de
protocolos de progndéstico e diagndstico conhecidos na
especialidade. Por exemplo, outra concretizacgao agqui divulgada
é dirigida a métodos para observacao de uma coincidéncia entre
a expressao de gene de STEAP e produtos do gene de STEAP (ou
perturbac¢des no gene de STEAP e produtos do gene de STEAP) e
um factor gque estd associado com malignidade como um meio para
diagnosticar e prognosticar o estado de uma amostra de tecido.
Neste contexto, podem ser utilizados uma ampla variedade de
factores associados a malignidade tais como a expressao de
genes de outro modo associados a malignidade (incluindo
expressao de PSA, PSCA e PSM) assim como observacdes
citoldégicas grosseiras (veja-se e.g. Bocking et al., 1984,
Anal. Quant. Cytol. 6(2):74-88; Epstein, 1995, Hum. Pathol.
1995 Feb; 26(2):223-9; Thorson et al., 1998, Mod. Pathol.
11(6):543-51; Baisden et al., 1999, Am. J. Surg. Pathol.
23(8):918-24). Os métodos para observacao de uma coincidéncia
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entre a expressao de gene de STEAP e produtos do gene de STEAP
(ou perturbac¢des no gene de STEAP e produtos do gene de STEAP)
e um factor adicional que estd associado com malignidade séo
uteis, por exemplo, porque a presenca de um conjunto ou
constelacao de factores especificos que coincidem proporciona
informacdo crucial para diagnosticar e prognosticar o estado
de uma amostra de tecido.

Numa concretizacao tipica, os métodos para observacao de
uma coincidéncia entre a expressao do gene de STEAP e produtos
do gene de STEAP (ou perturbacdes no gene de STEAP e produtos
do gene de STEAP) e um factor que estd associado a malignidade
implica a detecgdo de sobre-expressao de ARNm de STEAP ou
proteina STEAP numa amostra de tecido, a deteccdao da sobre-
expressdo de ARNm de PSA ou proteina PSA numa amostra de
tecido, e a observacdo de uma coincidéncia de sobre-expresséao
de ARNm de STEAP ou proteina STEAP e ARNm de PSA ou proteina
PSA. Numa concretizacdo especifica, € examinada a expressao de
ARNm de STEAP e PSA em tecido da préstata. Numa concretizacéao
preferida, a coincidéncia de sobre-expressao de ARNm de STEAP
e PSA na amostra proporciona uma indicacdo de cancro da
proéstata, susceptibilidade a cancro da prdstata ou a

emergéncia ou existéncia de um tumor na préstata.

Os métodos para a deteccdo e quantificacdo da expressao
de ARNm ou proteina STEAP sao aqui descritos e utilizam
tecnologias padrdo de deteccdo e quantificacdao de &cidos
nucleicos e proteinas bem conhecidas na especialidade. Os
métodos padrao para a detecgcdo e quantificacdao de ARNm de
STEAP incluem hibridagcdo in situ utilizando ribossondas de
STEAP marcadas, técnicas de Northern blot e relacionadas
utilizando sondas polinucleotidicas de STEAP, andlise por RT-
PCR wutilizando iniciadores especificos para STEAP e outros
métodos de detecgcado de tipo amplificacao, tais como, por
exemplo, ADN ramificado, SISBA, TMA e semelhantes. Numa
concretizacao especifica, pode ser wutilizada RT-PCR semi-
quantitativa para detectar e quantificar a expressao de ARNm
de STEAP tal como descrito nos Exemplos que se seguem. Podem
ser utilizados para este fim um qualquer numero de iniciadores
capazes de amplificar STEAP, incluindo, mas ndao se lhes
limitando, os varios conjuntos de iniciadores especificamente
aqui descritos. Os métodos ©padrdao para a deteccdo e
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quantificacdo de proteina podem ser utilizados para este fim.
Numa concretizacdo especifica, anticorpos policlonais ou
monoclonais especificamente reactivos com a proteina STEAP de
tipo selvagem podem ser utilizados num ensaio imuno-
histoquimico de tecido de bidépsia. Anticorpos dirigidos contra
proteina STEAP podem também ser utilizados para detectar STEAP
num espécime de um paciente (e.g., sangue, urina, sémen ou
outra amostra) wutilizando técnicas convencionais tais como
seleccao de células activada por fluorescéncia (FACS) e/ou
ELISA.

IDENTIFICACAO DE MOLECULAS QUE INTERACTUAM COM STEAP

As sequéncias de proteinas STEAP aqui divulgadas permitem
ao perito identificar proteinas, moléculas pequenas e outros
agentes que interactuam com STEAP e vias activadas por STEAP
através de qualguer um de uma variedade de protocolos aceites
na especialidade. Por exemplo, pode-se utilizar um da
variedade dos denominados sistemas de ratoeira de interaccgao
(também referidos como o "ensaio de dois hibridos"). Nestes
sistemas, moléculas gue interactuam reconstituem um factor de
transcrigdo e dirigem a expressao de um gene repdrter, cuja
expressao € depois ensaiada. 0Os sistemas tipicos identificam
interaccgdes proteina-proteina in vivo através da
reconstituigcdo de um activador de transcrig¢do eucariota e
estao divulgados por exemplo nas Patentes
U.S. 5955280, 5925523, 5846722 e 6004746.

Alternativamente  podem-se identificar moléculas que
interactuam com sequéncias de ©proteina STEAP através de
rastreio de bibliotecas peptidicas. Nestes métodos, péptidos
que se ligam a moléculas receptoras seleccionadas tais como
STEAP sao identificadas através do rastreio de bibliotecas que
codificam uma coleccgdo aleatdéria ou controlada de aminoédcidos.
Os péptidos codificados pelas bibliotecas sao expressos na
forma de proteinas de fusdo de proteinas do revestimento de
bacteridéfagos, e particulas bacteriofdagicas sao entdo
rastreadas contra os receptores de interesse. 0s péptidos que
possuem uma ampla variedade de utilizacodes, tais como
reagentes terapéuticos ou de diagnéstico, podem assim ser
identificados sem qualquer informacdo prévia sobre a estrutura
da molécula de ligando ou receptor esperada. As bibliotecas
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peptidicas tipicas e o0s métodos de rastreio que podem ser
utilizados para identificar moléculas gque interactuam com
sequéncias de proteina STEAP estdo divulgados por exemplo nas
Patentes U.S. 5723286 e 5733731.

Alternativamente, as linhas celulares que expressam STEAP
podem ser utilizadas para identificar interacg¢des proteina-
proteina mediadas por STEAP. Esta possibilidade pode ser
examinada utilizando técnicas de imunoprecipitacdo como
mostrado por outros (Hamilton BJ, et al. Biochem. Biophys.
Res. Commun. 1999, 261:646-51). Tipicamente, a proteina STEAP
pode ser imunoprecipitada a partir de 1linhas celulares de

cancro da prdstata que expressam STEAP utilizando anticorpos
anti-STEAP. Alternativamente, podem utilizar-se anticorpos
contra o marcador His numa linha celular manipulada para
expressar STEAP (vectores mencionados acima). O complexo
imunoprecipitado pode ser examinado gquanto a associagao da
proteina por procedimentos tais como Western
blotting, marcacdo com °°S-metionina de proteinas, micro-
sequenciacao de proteinas, coloracdao com prata e electroforese
em gel bidimensional.

Moléculas peguenas que interactuam com STEAP podem ser
identificadas através de concretizacdes relacionadas destes
ensaios de rastreio. Por exemplo, podem ser identificadas
moléculas pequenas que 1interferem com a funcgdo de STEAP,
incluindo moléculas que interferem com a capacidade de STEAP
se ligar a células e/ou modular a formacdo, progressao,
migracdao e/ou apoptose tumorais. 0Os métodos tipicos estao
discutidos por exemplo na Patente U.S. 5928868 e incluem
métodos para formacdo de ligandos hibridos em que pelo menos
um ligando € uma molécula pequena. Numa concretizacao
ilustrativa, o ligando hibrido ¢é introduzido em células que
por sua vez contém um primeiro e um segundo vectores de
expressao. Cada vector de expressdao inclui ADN para expressao
de uma proteina hibrida que codifica uma proteina alvo ligada
a uma seqgquéncia de codificacao para um médulo de transcricao.
As células contém ainda um gene repdrter, cuja expressao &
condicionada pela proximidade das primeira e segunda proteinas
hibridas uma em relacdo a outra, um evento gue ocorre apenas
se o ligando hibrido se 1liga a 1locais alvo em ambas as
proteinas hibridas. As células que expressam o0 gene repdrter
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sdo seleccionadas e é identificada a molécula pequena
desconhecida ou a proteina hibrida desconhecida.

E aqui descrito um método de rastreio para uma molécula
que interactua com uma sequéncia de aminodcidos de STEAP
apresentada na Fig. 11A-B, compreendendo os passos de contacto
de uma populacdo de moléculas com a sequéncia de aminodcidos
de STEAP, permissao para que a populacdo de moléculas e a
sequéncia de aminodcidos de STEAP interactuem sob condicdes
que facilitam uma interaccgao, determinacado da presenca de uma
molécula que 1interactua com a sequéncia de aminodcidos de
STEAP e depois separacao das moléculas que nao interactuam com
a sequéncia de amincdcidos de STEAP das moléculas qgue
interactuam com a sequéncia de aminodcidos de STEAP. Numa
concretizacao especifica, o método inclui ainda a purificacao
de uma molécula que interactua com a sequéncia de aminodcidos
de STEAP. Numa concretizacgao preferida, a sequéncia de
aminodcidos de STEAP é colocada em contacto com uma biblioteca
de péptidos. Ensaios adicionais para a identificacao de
moléculas que modulam a funcdo de STEAP estdo descritos nos
Exemplos que se seguemn.

E aqui também descrito um método de rastreio para uma
molécula que modula a actividade de STEAP ou uma vVvia
relacionada com STEAP. O método compreende o contacto de uma
molécula com uma célula que expressa uma proteina STEAP e a
determinacao da actividade de STEAP ou uma via relacionada com
STEAP. A determinacdo pode ser através da utilizacao de um dos
ensaios de fosforilacdo descritos nos exemplos gue se seguem,
tais como Western blotting com um anticorpo dirigido contra
moléculas de sinalizacéao fosforiladas. Alteracdes na
fosforilacdo da molécula de sinalizacdo indicam uma molécula
candidata que modula a actividade de STEAP ou uma via
relacionada com STEAP.

METODO E COMPOSICOES TERAPEUTICOS

A identificacadao de STEAP como proteina do cancro da
prostata abre um numero de abordagens terapéuticas para o
tratamento de cancros da prdéstata e outros cancros associados
a STEAP. Como discutido acima, a STEAP & uma proteina
transmembranar, e a sua interaccdao com outras células e
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moléculas provavelmente desempenha um papel na regulacdo do
ambiente da prdéstata e a iniciacdo, desenvolvimento e/ou
progressao de cancro. A STEAP pode ser tomada como alvo para
terapia através de abordagens apontadas a inibicdo da
actividade da proteina STEAP, inibicdo da ligacgao ou
associacdo de proteina STEAP com outras células e moléculas,
inibicdo da transcricdo ou traducdo de STEAP, e/ou através da
utilizacdo de wvacinas contra o cancro baseadas em STEAP. A
estratégia terapéutica pode assim ser desenhada para inibir
uma fungcdo da molécula ou para ter como alvo a proépria
molécula de STEAP.

O perfil de expressdo de STEAP é reminiscente dos MAGE,
PSA e PMSA, que sao genes especificos dos tecidos que sao
supra-regulados em melanomas e outros cancros (Van den Eynde e
Boon, Int J Clin Lab Res. 27:81-86, 1997). Devido a sua
expressao especifica do tecido e niveis elevados de expressao

no cancro, estas moléculas estao correntemente a ser
investigadas como alvos para vacinas contra o cancro (Durrant,
Anticancer Drugs 8:727-733, 1997; Reynolds et al., Int J
Cancer 72:972-976, 1997). O padrao de expressao de STEAP
proporciona evidéncia de que €& do mesmo modo um alvo ideal

para uma abordagem de vacina contra o cancro para o cancro da
prdéstata, pois a sua expressao nao é detectada na maioria dos
tecidos normais.

Assim, abordagens terapéuticas dirigidas a motivos
particulares de STEAP, ou com objectivo na inibicao da
actividade da proteina STEAP, esperam-se Uteils para pacientes
que sofrem de <cancro da prdstata e outros cancros que
expressam STEAP. As abordagens terapéuticas com objectivo na
inibicdo da actividade da proteina STEAP geralmente caiem em
duas classes. Uma classe compreende varios métodos para a
inibicdo da ligacadao ou associagado da proteina STEAP com O seu
parceiro de ligacdo ou com outras proteinas. Outra classe
compreende uma variedade de métodos para a inibicdo da
transcricdo do gene de STEAP ou da traducdo de ARNm de STEAP.

STEAP como Alvo para Terapia a Base de Anticorpos

A natureza de superficie celular e os perfis de expresséo
das STEAP em cancros incluindo o cancro da préstata indicam
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que estas sdo alvos promissores para terapia com anticorpos do
cancro da proéstata e outros cancros que expressam STEAP. Os
resultados experimentais descritos aqui nos Exemplos
proporcionam provas convincentes de que a STEAP-1 e a STEAP-2
sao fortemente expressas uniformemente sobre a superficie de
células epiteliais glandulares no interior de células da
préstata e de cancro da préstata. Em particular, os resultados
da andalise imuno-histoquimica mostram que a superficie de
células epiteliais da prdstata humanas (normais e de cancro)
parece estar uniformemente revestida com STEAP-1. A andlise
bioquimica confirma a localizacdo na superficie celular de
STEAP-1 inicialmente sugerida pelos seus 6 elementos
transmembranares da estrutura primdaria putativos e pela
claramente evidente coloracdo pericelular por coloragdao imuno-

histoguimica.

A STEAP-1 e a STEAP-2 sao uniformemente expressas em
niveis elevados sobre a superficie do epitélio glandular da
prdostata, uma situacao ideal para estratégias de intervencéao
imunoterapéutica que tenham como alvo epitopos extracelulares
de  STEAP. Espera-se gque a administracdo sistémica de
composig¢des imunorreactivas com STEAP resulte em contacto
extensivo da composicdao com células epiteliais da préstata
através de ligacao a epitopos extracelulares de STEAP. Para
além disso, dada a guase auséncia de expressao de proteina
STEAP-1 em tecidos humanos normals, existem varias razdes para
esperar uma sensibilidade refinada sem efeitos tdxicos, néao
especificos e/ou nao direccionados causados pela ligacao da
composicado imunoterapéutica a STEAP-1 em &6rgados e tecidos néao
alvo.

Para além da expressdo de nivel elevado de STEAP-1 na
prostata e células de cancro da préstata, a STEAP-1 parece ser
substancialmente sobre-expressa numa variedade de outros
cancros humanos, incluindo os cancros da bexiga, do pulmdo, do
c6élon, do pancreas e do ovadrio. Em particular, & detectado um
nivel elevado de expressdo de ARNm de STEAP-1 em todos os
tecidos e linhas celulares de cancro da prdéstata testados e na
maioria das linhas celulares de cancro pancredatico, do cdlon e
da bexiga testadas. E também observado elevado nivel de
expressadao de STEAP-1 em algumas linhas celulares de cancro
ovariano. E observado um nivel de expressdo inferior em
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algumas linhas celulares de cancro da mama, testicular e
cervical. E também detectado um nivel de expressdo muito
elevado numa linha celular de sarcoma de Ewing. Os requerentes
mostraram gque a proteina STEAP-1 da superficie celular ¢é
expressa em cancros da bexiga, do pulmdo e do cdlon, enquanto
ndo ¢é detectédvel proteina STEAP-1 da superficie celular (ou
intracelular) em célon normal e é detectada baixa expressdo em
bexiga normal. 0Os anticorpos especificamente reactivos com
dominios extracelulares de STEAP-1 podem ser Uteis para tratar
estes cancros sistemicamente, conjugados com toxinas ou
agentes terapéuticos, ou na forma de anticorpos nus capazes de
inibir a proliferacao ou fungado celulares.

A proteina STEAP-2 é também expressa no cancro da
prdstata, assim como em outros cancros, incluindo os cancros
do cdélon e do pulmdo. A andlise de ARNm de STEAP-2 por RT-PCR
e Northern blot mostram gque a expressao estd restringida a
préstata em tecidos normais, é também expressa em alguns
cancros da proéstata, pancreaticos, do cdbdlon, testiculares,
ovarianos e outros. Portanto, anticorpos reactivos com STEAP-2
podem ser Uteis no tratamento de cancros da prdéstata e outros
cancros. Similarmente, a expressao de STEAP-3 e STEAP-4 (assim
como de outras STEAP) pode estar associada a alguns cancros.
Assim, anticorpos reactivos com estas proteinas membros da
familia STEAP podem ser também Uteis terapeuticamente.

Os anticorpos contra STEAP podem ser introduzidos num
paciente de modo gque o anticorpo se liga a STEAP nas células
cancerosas e medeia a destruicdo das células e do tumor, inibe
o crescimento das células ou do tumor e/ou elimina a fungédo de
STEAP no tumor primario, em micrometédstases em circulagdo e/ou
em metdstases estabelecidas. O grau de vascularizacdo do tumor
pode proporcionar uma orientacdo sobre que abordagem de
entrega € recomendada. Similarmente, serd de esperar que O
grau e/ou estadio da doenca proporcionem informacdo util a
este respeito. Por exemplo, um maior grau, um tumor mais
avancado, podem mais provavelmente lancas metdstases,
sugerindo uma administracdo sistémica de modo a tratar ou
prevenir a emergéncia de metdstases. Os mecanismos através dos
quais estes anticorpos exercem um efeito terapéutico podem
incluir citélise mediada pelo complemento, citotoxicidade
celular dependente de anticorpos, modulacao da funcao
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fisioldégica de STEAP, inibicdo da ligacdo do ligando ou das
vias de transducadao de sinal, modulacdo da diferenciacado de
células tumorais, alteracdao dos perfis dos factores de
angiogénese tumoral e/ou por inducdo de apoptose. Os
anticorpos de STEAP conjugados com agentes téxicos ou
terapéuticos podem também ser utilizados terapeuticamente para
entregar o agente téxico ou terapéutico directamente a células
tumorais portadoras de STEAP.

A imunoterapia do cancro utilizando anticorpos anti-
STEAP pode seguir os ensinamentos gerados a partir de véarias
abordagens que foram utilizadas com sucesso no tratamento de
outros tipos de cancro, incluindo, mas nao se lhes limitando,
cancro do cdélon (Arlen et al., Crit. Rev. Immunol. 18: 133-
138, 1998), mieloma multiplo (Ozaki et al., Blood 90: 3179-
3186, 1997; Tsunenari et al., Blood 90: 2437-2444, 1997),
cancro gastrico (Kasprzyk et al., Cancer Res. 52: 2771-2776,

1992), linfoma de células B (Funakoshi et al., J. Immunther.

Emphasis. Tumor Immunol. 19: 93-101, 1996), leucemia (Zhong et
al., Leuk. Res. 20: 581-589, 1996), cancro colorrectal (Moun
et al., Cancer Res. 54: 6160-6166, 1994); Velders et al.,
Cancer Res. 55: 4398-4403, 1995) e cancro da mama (Shepard et
al., J. Clin. Immunol. 11: 117-127, 1991). Algumas abordagens

terapéuticas envolvem a conjugagdao de anticorpo nu com uma
131

toxina, tal como a conjugacgao de I com anticorpos anti-CD20

(e.qg., Bexxar, Coulter Pharmaceutical), enquanto outras
envolvem a co-administracdao de anticorpos e outros agentes
terapéuticos, tais como Herceptin (trastuzumab) com
paclitaxel (Genentech, Inc.). Para o tratamento do cancro da

prostata, por exemplo, anticorpos de STEAP podem ser
administrados em conjunto com radiacdo, guimioterapia ou
ablacao hormonal.

Embora a terapia com anticorpos contra STEAP possa ser
util para todos os estadios do cancro, a terapia com
anticorpos pode ser particularmente apropriada em cancros
avancados ou metastdticos. O tratamento com a terapia com
anticorpos da invencdo pode ser indicado para pacientes qgue
tenham recebido anteriormente uma ou mais quimioterapias,
embora a combinacdo da terapia com anticorpos da invencao com
um regime guimioterapéutico ou de radiacdo possa ser preferida
para pacientes que nao tenham recebido tratamento
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quimioterapéutico. Adicionalmente, a terapia com anticorpos
pode permitir a utilizacdo de dosagens reduzidas de
quimioterapia concomitante, particularmente para pacientes que
nao toleram muito bem a toxicidade do agente
guimioterapéutico.

Pode ser desejavel que alguns pacientes de cancro sejam
avaliados quanto a presenca e nivel de expressao de STEAP,
preferivelmente utilizando avaliagdes imuno-histoquimicas de
tecido tumoral, 1magética quantitativa de STEAP ou outras
técnicas capazes de indicar com confianga a presenca e 0 grau
de expressao de STEAP. Para este fim pode ser preferida a
andlise imuno-histoquimica de bidpsias tumorais ou de
espécimes cirtrgicos. Os métodos para andlise imuno-
histoguimica de tecidos tumorais saoc bem conhecidos na
especialidade.

Os anticorpos monoclonais anti-STEAP Uteis no tratamento
de cancros da prdstata e outros cancros incluem os gue sao
capazes de iniciar uma potente resposta imunitdria contra o
tumor e 08 que sao capazes de dirigir citotoxicidade. A este
respeito, o0s anticorpos monoclonais (mAb) anti-STEAP podem
eliciar lise de células tumorais através de mecanismos
mediados pelo complemento ou de citotoxicidade <celular
dependente de anticorpos (ADCC), ambos requerendo uma porcao
Fc intacta da molécula de imunoglobulina para interaccdao com
locais receptores de Fc da célula efectora ou proteinas do
complemento. Adicionalmente, os mAb anti-STEAP que exercem um
efeito bioldégico directo no crescimento tumoral s&o uteis na
prédtica da invencgdo. Potenciais mecanismos através dos quais
estes mAb directamente citotdxicos podem actuar incluem a
inibicdo do crescimento celular, a modulacdo da diferenciacéao
celular, a modulacdao dos perfis de factores de angiogénese
tumoral e a inducao de apoptose. O mecanismo através do qual
um determinado mAb anti-STEAP exerce um efeito antitumoral
pode ser avaliado utilizando um gqualguer numero de ensaios in
vitro desenhados para determinar ADCC, ADMMC, lise celular
mediada pelo complemento e similares, tal como é geralmente
conhecido na especialidade.

A actividade antitumoral de um determinado mAb anti-STEAP
ou combinacadao de mAb anti-STEAP, pode ser avaliada in vivo
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utilizando um modelo animal adequado. Por exemplo, modelos de
cancro da proéstata xenogénicos em que explantes de cancro da
préstata humano ou tecidos de xenoenxertos passados sao
introduzidos em animais imunocomprometidos, tais como ratinhos
nus ou SCID, sao apropriados em relacdo ao cancro da préstata
e foram descritos (Patente US 6107540; Klein et al., Nature
Medicine 3: 402-408, 1997). Por exemplo, o Pedido de Patente
PCT W098/16628, Sawyers et al., publicado a 23 de Abril de
1998, descreve varios modelos de xenoenxerto de cancro da
prdéstata humano capazes de recapitular o desenvolvimento de
tumores primarios, micrometédstases e a formagdo de metdstases
osteoblédsticas caracteristicas de doenca em estadio tardio. A
eficdcia pode ser prevista utilizando ensaios que medem a
inibicdo da formacdo de tumores, a regressao tumoral ou a
metdstase e semelhantes.

A utilizacao de anticorpos monoclonais murinos ou de
outros animais nao humanos, ou de mAb quiméricos
humano/ratinho pode induzir respostas imunitdrias moderadas a
fortes nalguns pacientes. Em alguns casos, isto resultard numa
depuracdo do anticorpo da circulacdo e eficdcia reduzida. Nos
casos mails graves uma tal resposta imunitdria pode conduzir a
extensa formacao de complexos imunitdarios que podem,
potencialmente, causar insuficiéncia renal. Assim, 0os
anticorpos monoclonais preferidos utilizados na préatica dos
métodos terapéuticos da invencao sdao 0os que sao completamente
humanos ou humanizados e que se ligam especificamente ao
antigénio de STEAP alvo com elevada afinidade mas exibem baixa
ou nenhuma antigenicidade no paciente.

Os métodos terapéuticos da invencdao contemplam a
administragdao de mAb anti-STEAP individualmente assim como de
combinagdes ou “cocktails” de diferentes mAb. Estes cocktails
de mAb podem ter certas vantagens na medida em que contém mAb
que tém como alvo diferentes epitopos, exploram diferentes
mecanismos efectores ou combinam mAb directamente citotdxicos
com mAb gue assentam numa funcionalidade efectora imunitéaria.
Estes mAb em combinacao podem exibir efeitos terapéuticos
sinérgicos. Adicionalmente, a administracdo de mAb anti-STEAP
pode ser combinada com outros agentes terapéuticos, incluindo,
mas ndo se lhes limitando, varios agentes quimioterapéuticos,
bloqueadores de androgénios e moduladores imunitarios (e.g.,
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IL-2, GM-CSF). 0Os mAb anti-STEAP podem ser administrados na

44

sua forma “nua” ou nao conjugada, ou podem possulir agentes

terapéuticos conjugados.

Os anticorpos monoclonais anti-STEAP utilizados na
pratica do método da invencdo podem ser formulados em
composicgdes farmacéuticas compreendendo um transportador
adequado para o método de entrega desejado. Os transportadores
adequados incluem qualguer material qgue quando combinado com
os mAb anti-STEAP retém a funcao antitumoral do anticorpo e
ndo sdo reactivos com o sistema imunitdrio do individuo. Os
exemplos incluem, mas nao se lhes limitam, qualguer um de
varios transportadores farmacéuticos padrao tais como solugdes
salinas tamponadas com fosfato estéreis, &gua bacteriostéatica
e semelhantes.

As formulagdes de anticorpos anti-STEAP podem ser
administradas através de qualquer via capaz de entregar os
anticorpos ao local do  tumor. Vias de administracao
potencialmente eficazes incluem, mas nao se lhes limitam, a
intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, intratumoral,
intradérmica e semelhantes. A via de administracdo preferida é
através de injecgdo intravenosa. Uma formulacado preferida para
injecgdo intravenosa compreende os mAb anti-STEAP numa solugao
de 4&gua Dbacteriostdatica conservada, 4agua nao conservada
estéril e/ou diluidos em sacos de poli(cloreto de wvinilo) ou
polietileno contendo Cloreto de Sdédio estéril a 0,9% para
injecgao, USP. A ©preparagao de mAb anti-STEAP pode ser
liofilizada e armazenada na forma de um pd estéril,
preferivelmente sob vdcuo, e depols reconstituida em A&agua
bacteriostdatica contendo, por exemplo, conservante &dlcool
benzilico, ou em agua estéril antes da injeccdo.

0 tratamento geralmente envolvera a administracao
repetida da preparacgdo de anticorpo anti-STEAP através de uma
via de administracdo aceitdvel tal como injeccdo intravenosa
(IV), tipicamente numa dose na gama de cerca de 0,1 a cerca de
10 mg/kg de peso corporal. Doses na gama de 10-500 mg de mAb
por semana podem ser eficazes e bem toleradas. Com base na
experiéncia clinica com o mAb Herceptin no tratamento de
cancro da mama metastdtico, uma dose de carga inicial de
aproximadamente 4 mg/kg de peso corporal do paciente IV
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seguida de doses semanais de cerca de 2 mg/kg IV da preparacdo
de mAb anti-STEAP podem representar um regime de dosagem
aceitdvel. Preferivelmente, a dose de carga inicial é
administrada na forma de uma infusao de 90 minutos ou mais. A
dose de manutencao periddica pode ser administrada na forma de
uma infusdo de 30 minutos ou mais, desde que a dose inicial
fosse Dbem tolerada. ©No entanto, tal como um perito na
especialidade entendera, varios factores influenciardo o
regime de dose ideal num caso particular. Esses factores podem
incluir, por exemplo, a afinidade de ligacdo e a semivida do
mAb ou dos mAb utilizados, o grau de sobre-expressao de STEAP
no paciente, a extensdao do antigénio STEAP derramado em
circulacdo, o nivel de concentracdo de anticorpo em estado
estaciondrio desejado, a frequéncia do tratamento e a
influéncia dos agentes quimioterapéuticos utilizados em
combinacgdo com o método de tratamento da invencgao.

De modo o6ptimo, o0s pacientes deverdo ser avaliados quanto
ao nivel sérico de antigénio STEAP derramado em circulacgao
para ajudar na determinacao do regime de dosagem mais eficaz e
factores relacionados. Estas avaliacgdes podem também ser
utilizadas para fins de monitorizacdo ao longo da terapia e
podem ser Uteis para calibrar o sucesso terapéutico em
combinacdo com a avaliacdo de outros pardmetros (tais como os
niveis séricos de PSA em terapia de cancro da préstata).

Inibicdo da Fungdo da Proteina STEAP

Sdo aqui descritos varios métodos e composigdes para a
inibicdo da ligagdo de STEAP ao seu parceiro de ligagdo ou
ligando, ou a sua associacao com outra(s) proteina(s) assim
como métodos para a inibicdo da funcao de STEAP.

Inibigcdo de STEAP Com Proteinas Recombinantes

Numa abordagem, moléculas recombinantes que sao capazes
de se ligar a STEAP e desse modo impedir que a STEAP aceda/se
ligue ao(s) seus) parceiro(s) de ligagao ou se associe com
outra(s) proteina(s), sao utilizadas para inibir a funcdo de
STEAP. Estas moléculas recombinantes podem, por exemplo,
conter a(s) parte(s) reactiva(s) de uma molécula de anticorpo
especifico de STEAP. Numa concretizagdo particular, o dominio
de ligagao a STEAP de um parceiro de ligacado de STEAP pode ser
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manipulado numa proteina de fusdao dimérica compreendendo dois
dominios de ligacdo a ligandos de STEAP ligados a porcdo Fc de
uma IgG humana, tal como IgGl humana. Esta porcao de IgG pode
conter, por exemplo, os dominios Cy2 e Cy3 e a regidao de
charneira, mas nao o dominio Cyl. Estas proteinas de fuséao
diméricas podem ser administradas na forma soluvel a pacientes
que sofrem de um cancro associado a expressdo de STEAP,
incluindo, mas ndo se lhes limitando, cancro da prdéstata, onde
a proteina de fusdo dimérica se liga especificamente a STEAP,
desse modo blogqueando a interaccao de STEAP com um parceiro de
ligagcdo e/ou modulando a fungdo de STEAP. Estas proteinas de
fusdo diméricas podem ainda ser combinadas em proteinas
multiméricas wutilizando tecnologias de ligagdao a anticorpos
conhecidas.

Inibi¢do de STEAP Com Anticorpos Intracelulares

Noutra abordagem, vectores recombinantes que codificam
anticorpos de cadeia simples que se ligam especificamente a
STEAP podem ser introduzidos em células gue expressam STEAP
por meios de tecnologias de transferéncia de genes, em que o
anticorpo anti-STEAP de cadeia simples codificado €& expresso
intracelularmente, liga-se a proteina STEAP, e desse modo
inibe a sua funcdo. Os métodos para a manipulacgcado destes
anticorpos de cadeia simples intracelulares sao bem
conhecidos. Estes anticorpos intracelulares, também conhecidos
como "intracorpos", podem ser especificamente direccionados
para um compartimento particular no interior da célula,
proporcionando controlo sobre onde serd focada a actividade
inibidora do tratamento. Esta tecnologia foi aplicada com
sucesso na especialidade (para revisao, veja-se Richardson e
Marasco, 1995, TIBTECH wvol. 13). Mostrou—-se gue 0s intracorpos
eliminam virtualmente a expressao de receptores da superficie
celular de outro modo abundantes. Veja-se, por exemplo,
Richardson et al., 1995, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 3137-
3141; Beerli et al., 1994, J. Biol. Chem. 289: 23931-23936;
Deshane et al., 1994, Gene Ther. 1: 332-337.

Os anticorpos de cadeia simples compreendem os dominios
varidveis da cadela pesada e leve unidos por um ligante
polipeptidico flexivel, e sédo expressos na forma de um unico
polipéptido. Opcionalmente, o8 anticorpos de cadeia simples
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podem ser expressos na forma de um fragmento da regiao
varidvel de cadeia simples unido a regido constante da cadeia
leve. Sinais de trafico intracelular bem conhecidos podem ser
manipulados em vectores polinucleotidicos recombinantes qgue
codificam estes anticorpos de cadeia simples de modo a
direccionar precisamente © intracorpo expresso para o
compartimento intracelular desejado. Por exemplo, intracorpos
direccionados para o reticulo endoplasmatico (RE) podem ser
manipulados para incorporar um péptido de comando e,
opcionalmente, um sinal de retencdao no RE C-terminal, tal como
o motivo de aminodcidos KDEL. Os intracorpos destinados a
exercer actividade no nucleo podem ser manipulados para
incluir um sinal de localizagdao nuclear. Porg¢des lipidicas
podem ser unidas a intracorpos de modo a amarrar o intracorpo
no lado citosdélico da membrana plasmatica. Os intracorpos
podem também ser direccionados para exercer funcdo no citosol.
Por exemplo, o0s intracorpos citosdlicos podem ser utilizados
para sequestrar factores no interior do citosol, desse modo
impedindo-os de serem transportados para o seu destino celular
natural.

Numa concretizacgao, os intracorpos de STEAP sao
desenhados para se ligarem especificamente a um dominio
particular de STEAP. Por exemplo, o0s intracorpos citosdlicos
que se ligam especificamente & proteina STEAP podem ser
utilizados para impedir que moléculas relacionadas com STEAP
tenham acesso ao nucleo, desse modo impedindo-as de exercer
qualguer actividade bioldgica no interior do nucleo.

De modo a dirigir a expressao destes intracorpos
especificamente para células tumorais particulares, a
transcricdo do intracorpo pode ser colocada sob o controlo
regulador de um promotor e/ou potenciador especificos do tumor
apropriados. De modo a direccionar a expressao do intracorpo
especificamente para a prdstata, por exemplo, pode-se utilizar
o promotor e/ou o promotor/potenciador de PSA (Veja-se, por
exemplo, a Patente U.S. 5919652).

Inibicdo da Transcricdo ou da Traducdo de STEAP

Noutra classe de abordagens terapéuticas, sao aqui
descritos métodos e composicdes para a inibicdo da transcricao
do gene de STEAP. Similarmente, sdo aqui descritos métodos e
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composicdes para a inibicdo da traducdo de ARNm de STEAP na
proteina.

Numa abordagem, um método de inibicdo da transcricao do
gene de STEAP compreende o contacto do gene de STEAP com um
polinucledétido anti-sentido de STEAP. ©Noutra abordagem, um
método de inibicado da traducdao de ARNm de STEAP compreende o
contacto do ARNm de STEAP com um polinucledétido anti-sentido.
Noutra abordagem, uma ribozima especifica de STEAP pode ser
utilizada para clivar a mensagem de STEAP, desse modo inibindo
a traducdo. Estes métodos a base de anti-sentido e ribozima
podem também ser dirigidos para as regides reguladoras do gene
de STEAP, tais como os elementos promotor e/ou potenciador de
STEAP. Similarmente, proteinas capazes de inibir um factor de
transcricao do gene de STEAP podem ser utilizadas para inibir
a transcricdo de ARNm de STEAP. Os varios polinucledétidos e
composicdes Uteis nos métodos supramencionados foram descritos
acima. A utilizacdo de moléculas anti-sentido e de ribozima
para inibir a transcricdao e a traducdao €& bem conhecida na
especialidade.

Outros factores que inibem a transcricdo de STEAP através
da interferéncia com a activacdo da transcricao de STEAP podem
também ser Uteils para o tratamento de cancros gque expressam
STEAP. Similarmente, os factores que sao capazes de interferir
com O processamento de STEAP podem ser uUteis para o tratamento
de cancros que expressam STEAP. 0Os métodos de tratamento de
cancro utilizando estes factores estdo também dentro do dmbito
da invencéao.

Consideracgdes Gerais para Estratégias Terapéuticas

As tecnologias de transferéncia de genes e terapia génica
podem ser utilizadas para a entrega de moléculas
polinucleotidicas terapéuticas a células tumorais que
sintetizam STEAP (i.e., anti-sentido, ribozima,
polinucledétidos que codificam intracorpos e outras moléculas
inibidoras de STEAP). Varias abordagens de terapia génica sao
conhecidas na especialidade. Vectores recombinantes que
codificam polinucledétidos anti-sentido de STEAP, ribozimas,
factores capazes de interferir com a transcrigcao de STEAP, e
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assim por diante, podem ser entregues a células tumorais alvo
utilizando estas abordagens de terapia génica.

As abordagens terapéuticas anteriores podem ser
combinadas com qualquer um de uma ampla variedade de regimes
de quimioterapia ou terapia de radiacdo. Estas abordagens
terapéuticas podem também permitir a utilizacdao de dosagens
reduzidas e/ou a administracéao menos frequente de
gquimioterapia, particularmente em pacientes que nado toleram
bem a toxicidade do agente quimioterapéutico.

A actividade antitumoral de uma composicado particular
(e.qg., anti-sentido, ribozima, intracorpo), ou de uma
combinacao destas composicdes, pode ser avaliada utilizando
vdrios sistemas de ensaio in vitro e in vivo. 0s ensaios 1in
vitro para a avaliacdao do potencial terapéutico incluem
ensaios de crescimento celular, ensaios em dgar mole e outros
ensaios indicativos de actividade promotora de tumores,
ensaios de ligacado capazes de determinar a extensao a gque uma
composicdo terapéutica ird inibir a ligacdo de STEAP a um
parceiro de ligacao, etc.

In vivo, o efeito de uma composicdao terapéutica de STEAP
pode ser avaliado num modelo animal adequado. Por exemplo, Os
modelos de cancro da prdstata xenogénico em que explantes de
cancro da prdstata humano ou tecidos de xenoenxertos apds
passagens sao introduzidos em animais imunocomprometidos, tais
como ratinhos nus ou SCID, sao apropriados em relacdo ao
cancro da proéstata e foram descritos (Klein et al., 1997,
Nature Medicine 3: 402-408). Por exemplo, o Pedido de Patente
PCT W098/1662 de Sawyers et al., publicado em 23 de Abril,
1998, descreve varios modelos de xenoenxerto de cancro da

prdostata humano capazes de recapitular o desenvolvimento de
tumores primdrios, micrometdstases, e a formacdo de metdstases
osteoblédsticas caracteristicas de doenca em estagio tardio. A
eficdcia pode ser prevista utilizando ensaios que medem a
inibicdo da formacdo de tumores, a regressao tumoral ou as
metdstases, e similares. Veja-se, também, os Exemplos adiante.

Os ensaios in vivo que qualificam a promocdao de apoptose
podem também ser Uteis na avaliacdo de potenciais composicdes
terapéuticas. Numa concretizacadao, xenoenxertos de ratinhos
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portadores tratados com a composicdao terapéutica podem ser
examinados quanto a presenca de focos apoptdticos e comparados
com ratinhos portadores de xenoenxertos de controlo néao
tratados. A extensdo em que se encontram focos apoptdticos nos
tumores dos ratinhos tratados proporciona uma indicacao da
eficdcia terapéutica da composicéao.

As composicdes terapéuticas wutilizadas na pratica dos
métodos anteriores podem ser formuladas em composicgdes
farmacéuticas, incluindo composigdes de vacinas, compreendendo
um transportador adequado para o método de entrega desejado.
Os transportadores adequados incluem gualquer material que
quando combinado com a composicao terapéutica retém a funcéao
antitumoral da composicgcdao terapéutica e nao €& reactivo com o
sistema imunitdrio do paciente. 0Os exemplos incluem, mas nao
se lhes limitam, qualqgquer de varios transportadores
farmacéuticos padrédo tais como solugdes salinas tamponadas com
fosfato estéreis, 4agua bacteriostatica, e similares (veja-se,
genericamente, Remington's Pharmaceutical Sciences 16th
Edition, A. Osal., Ed., 1980).

As formulagdes terapéuticas podem ser solubilizadas e
administradas através de qualquer via capaz de entregar a
composigcao terapéutica ao local do tumor. As vias de
administracdo potencialmente eficazes incluem, mas nao se lhes

limitam, intravenosa, parentérica, intraperitoneal,
intramuscular, intratumoral, intradérmica, intra-6rgao,
ortotdpica, e similares. Uma formulagdo preferida para

injeccao intravenosa compreende a composicao terapéutica numa
solucdo de &gua bacteriostatica conservada, 4&agua estéril nédo
conservada e/ou diluida em sacos de poli(cloreto de vinilo) ou
polietileno contendo 0,9% de cloreto de sdédio estéril para
injeccao, USP. As preparacdes terapéuticas de proteina podem
ser liofilizadas e armazenadas na forma de pds estéreis,
preferivelmente sob vacuo, e depoils reconstituidas com &agua
bacteriostdatica contendo, por exemplo, conservante &dlcool
benzilico, ou em agua estéril antes da injeccdo.

As dosagens e o0s protocolos de administracdao para o
tratamento de cancros utilizando o©os métodos anteriores
variardao com o método e o cancro alvo e dependerdao geralmente
de varios outros factores avaliados na especialidade.
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VACINAS CONTRA O CANCRO

A invencgao proporciona ainda vacinas contra o cancro
compreendendo uma proteina STEAP-2 ou um seu fragmento, assim
como vacinas a base de ADN. Tendo em conta a expressdo de
STEAP restringida a préstata e a tumores, espera-se que as
vacinas de STEAP contra o cancro sejam eficazes para prevenir
e/ou tratar especificamente cancros gque expressam STEAP sem
criar efeitos nado especificos em tecidos ndo alvo. A
utilizagcdo de um antigénio tumoral numa vacina para gerar
imunidade humoral e mediada por células para utilizacdao em
terapia anticancerosa é bem conhecida na especialidade e foi
empregue no cancro da prodstata utilizando imunogénio PSMA
humano e PAP de roedor (Hodge et al., 1995, Int J. Cancer 63:
231-237; Fong et al, 1997, J. Immunol. 159: 3113-3117). Estes
métodos podem ser prontamente postos em pratica empregando uma

proteina STEAP, ou um seu fragmento, ou uma molécula de &acido
nucleico que codifica STEAP e vectores recombinantes capazes
de expressar e apresentar apropriadamente o imunogénio de
STEAP.

Por exemplo, podem ser utilizados sistemas virais de
entrega de genes para entregar uma molécula de acido nucleico
que codifica STEAP. Varios sistemas virais de entrega de genes
que podem ser utilizados na pratica deste aspecto da invencéo
incluem, mas nado se lhes limitam, virus vacinia, poxvirus
avidrios, poxvirus dos canarios, adenovirus, influenza,
poliovirus, virus adeno-associados, lentivirus e virus sindbis
(Restifo, Curr. Opin. Immunol 8: 658-663, 1996). Sistemas nao
virais de entrega podem também ser empregues utilizando ADN nu

que codifica uma proteina STEAP ou um seu fragmento,
introduzido no paciente (e.qg., intramuscularmente) para
induzir uma resposta antitumoral. Numa concretizacao, pode ser
empregue o ADNc de STEAP humana de comprimento completo.

Numa concretizagdo, uma vacina de STEAP contra o cancro é
baseada na identificacado de péptidos imunogénicos no interior
de wuma sequéncia de aminodcidos de STEAP apresentada na
Fig. 11A-B. Como adicionalmente discutido nos exemplos
adiante, mostrou—-se que as STEAP induzem respostas de
células T e B. 0Os polipéptidos de STEAP-1 e STEAP-2 foram
utilizados para gerar uma resposta imunitdria em ratinhos e
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coelhos para a producgao de anticorpos monoclonais e
policlonais. Assim, porcgdes especificas de STEAP, e
polinucledétidos que codificam estas porcgdes, podem ser
seleccionados para a produgao de uma vacina contra o cancro.
Um exemplo de uma tal porcao de uma proteina STEAP consiste
nos residuos de aminodcido 14 a 28 da sequéncia de aminodcidos
de STEAP-1 como mostrada na FIG. 1A-B (WKMKPRRNLEEDDYL; SEQ ID
NO:22) .

Noutra concretizacao, podem ser empregues moléculas de
dcido nucleico de STEAP que codificam epitopos especificos de
linfdécitos T citotdxicos (CTL). Os epitopos de CTL podem ser
determinados utilizando algoritmos especificos (e.g., Epimer,
Brown University) para identificar péptidos no interior de uma
proteina STEAP que sao capazes de se ligar optimamente a
alelos de HLA especificos. Um algoritmo adequado é o algoritmo
de busca de motivos peptidicos de HLA “HLA Peptide Motif
Search” disponivel no website da Bioinformatics and Molecular
Analysis Section (BIMAS) (http://bimas.dertnih.gov/). Este
algoritmo ¢é Dbaseado na ligacdo de sequéncias peptidicas
especificas no sulco de moléculas de HLA de Classe I e
egpecificamente HLA-A2 (Falk et al., 1991, Nature 351:290-6;
Hunt et al., 1992, Science 255:1261-3; Parker et al., 1992, J.
Immunol. 149:3580-7; Parker et al., 1994, J. Immunol. 152:163-
75). O algoritmo “HLA Peptide Motif Search” permite a

localizacdo e a classificacdo de péptidos 8-mero, 9-mero e
10-mero a partir de uma sequéncia de proteina completa para
ligagao prevista a HLA-A2 assim como outras moléculas da
Classe I. A maioria dos péptidos de 1ligacdao a HLA-A2 séao
9-meros, favoravelmente contendo uma leucina na posicdo 2 e
uma valina ou uma leucina na posicao 9 (Parker et al., 1992,
J. Immunol. 149:3580-7). A verdadeira 1ligacdo de péptidos a

HLA-A2 pode ser avaliada por estabilizacdo da expressao de
HLA-A2 na linha celular T2 defectiva no processamento do
antigénio (Xue et al., 1997, Prostate 30:73-8; Peshwa et al.,
1998, Prostate 36:129-38). A imunogenicidade de péptidos
especificos pode ser avaliada in vitro por estimulacgdo de CTL
CD8+ na presenca de células dendriticas (Xue et al.; Peshwa et
al., supra).

Os péptidos de STEAP especificos que se prevé ligarem-se
a HLA-A2 e preferidos para utilizacdo em vacinas contra o
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cancro incluem péptidos correspondentes aos aminodcidos 165-
173 de STEAP-1, aminodcidos 86-94 de STEAP-1, aminodacidos 262-
270 de STEAP-1, aminocdcidos 302-310 de STEAP-1, aminodcidos
158-166 de STEAP-1, aminodcidos 227-235 de STEAP-2,
aminodacidos 402-410 de STEAP-2, aminodacidos 307-315 de
STEAP-2, aminodcidos 306-314 de STEAP-2 e aminodcidos 100-108
de STEAP-2.

Varias estratégias ex vivo podem também ser empregues.
Uma abordagem envolve a utilizacdo de células dendriticas para
apresentar o antigénio de STEAP ao sistema imunitdrio de um
paciente. As células dendriticas expressam MHC de classe I e
I1, co—estimulador de B7 e IL-12 e sao assim células
apresentadoras de antigénios altamente especializadas. No
cancro da préstata, células dendriticas autdlogas pulsadas com
péptidos do antigénio de membrana especifico da préstata
(PSMA) estdao a ser utilizadas num ensaio clinico de Fase I
para estimular sistemas imunitdrios de pacientes de cancro da
prostata (Tjoa et al., Prostate 28: 65-69, 1996; Murphy et
al., Prostate 29: 371-380, 1996). As células dendriticas podem
ser utilizadas para apresentar péptidos de STEAP a células T
no contexto de moléculas MHC de classe I e II. Numa
concretizacao, células dendriticas autdlogas sdao pulsadas com
péptidos de STEAP capazes de se ligar a moléculas do MHC.
Noutra concretizacao, células dendriticas sado pulsadas com a
proteina STEAP completa. Ainda outra concretizagdao envolve a
manipulacdo da sobre-expressao do gene de STEAP em células
dendriticas wutilizando varios vectores de implementacao
conhecidos na especialidade, tais como adenovirus (Arthur et
al., Cancer Gene Ther. 4: 17-25, 1997), retrovirus (Henderson
et al., Cancer Res. 56: 3763-3770, 1996), lentivirus, virus
adeno-associado, transfeccao de ADN (Ribas et al., Cancer Res.
57: 2865-2869, 1997) e transfecc¢do de ARN derivado de tumores
(Ashley et al., J. Exp. Med. 186: 1177-1182, 1997). Células
que expressam STEAP podem também ser manipuladas para

expressar imunomoduladores, tais como GM-CSF, e utilizados
como agentes imunizantes.

Anticorpos anti-idiotipicos e anti-STEAP-1 podem também
ser utilizados em terapia anticancerosa como uma vacina para
induzir uma resposta imunitdria a células gue expressam uma
proteina STEAP. Especificamente, a criacgdo de anticorpos anti-
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idiotipicos ¢ Dbem conhecida na especialidade e pode ser
facilmente adaptada para gerar anticorpos anti-idiotipicos e
anti-STEAP que imitam um epitopo numa proteina STEAP (ver, por
exemplo, Wagner et al., Hybridoma 16: 33-40, 1997; Foon et
al., J. Clin. Invest. 96: 334-342, 1995; Herlyn et al., Cancer
Immunol. Immunother. 43: 65-76, 1996). Um tal anticorpo anti-

idiotipico pode ser utilizado em estratégias de vacinas contra
O cancro.

Os métodos de 1munizacao genética podem ser empregues
para gerar respostas imunitdrias humorais e celulares
profilaticas ou terapéuticas dirigidas contra células
cancerosas dque expressam STEAP. As construcg¢des compreendendo
ADN que codifica uma proteina/imunogénio STEAP e sequéncias
reguladoras apropriadas podem ser injectadas directamente no
misculo ou na pele de um individuo, para qgue as células do
misculo ou da pele tomem a construgdao e expressem a
proteina/imunogénio STEAP codificado. A expressao da
proteina/imunogénio STEAP resulta na geracao de imunidade
humoral ou celular profildtica ou terapéutica contra o cancro
da prdéstata e outros cancros que expressam STEAP. VAarias
técnicas de imunizacdo genética profildticas e terapéuticas
conhecidas na especialidade podem ser utilizadas (para
revisao, ver informacdo e referéncias publicadas no endereco

de internet www.genweb.com) .

COMPOSICAO E KITS DE DIAGNOSTICO

Para utilizar nas aplicacdes de diagnéstico e
terapéuticas descritas ou sugeridas acima, sao também aqui
divulgados kits. ©Estes kits podem compreender um meio
transportador compartimentado para receber em intima
confinamento um ou mais meios recipientes tais como frascos,
tubos e semelhantes, compreendendo cada um dos recipientes um
dos elementos separados a utilizar no método. Por exemplo, um
dos meios recipientes pode compreender uma sonda gque é ou pode
ser marcada de forma detectdvel. Essa sonda pode ser um
anticorpo ou polinucledétidos especificos para uma proteina
STEAP ou um gene ou mensagem de STEAP, respectivamente. Quando
0 kit utiliza hibridacdo de &cidos nucleicos para detectar o
dcido nucleico alvo, o kit pode também ter recipientes
contendo o nucledétido ou nucledtidos para amplificacao da
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sequéncia de &4dcido nucleico alvo e/ou um recipiente
compreendendo um meio repdrter, tal como proteina de ligacao a
biotina, tal como avidina ou estreptavidina, 1ligada a uma
molécula repdérter, tal como um marcador enzimatico,

fluorescente ou radioisdtopo.

O kit, como aqui descrito, 1rd tipicamente compreender o
recipiente acima descrito e um ou mails outros recipientes
compreendendo materiais desejadveis do ponto de vista comercial
e do utilizador, incluindo tampdes, diluentes, filtros,
agulhas, seringas e bulas de embalagem com instrucgdes para
utilizacdao. Pode estar presente um rdétulo no recipiente para
indicar gque a composicdao ¢ utilizada para uma terapia
especifica ou uma aplicacdao nao terapéutica, e pode também
indicar instrug¢des para utilizacgdao in vivo ou in vitro, tais
como as descritas acima.

Assim, a invencao também proporciona composicdes de
diagnéstico compreendendo moléculas relacionadas com STEAP.
Estas moléculas incluem os varios polinucledtidos de STEAP-2,
iniciadores, sondas, proteinas, fragmentos, anticorpos aqui
descritos. As moléculas incluidas na composigao de diagndstico
podem opcionalmente ser marcadas com um marcador detectavel.
As composicdes de diagndstico de STEAP podem ainda compreender
tampdes, diluentes e outros ingredientes apropriados conforme
desejado.

EXEMPLOS

Varios aspectos da invencgao estéo adicionalmente
descritos e ilustrados por meio dos varios exemplos gue se
seguem, nenhum destinado a limitar o ambito da invencéo.

Exemplo 1l: Isolamento Gerado por SSH de Fragmento de ADNc do
Gene de STEAP

Materiais e Métodos

Xenoenxertos LAPC:

Obtiveram-se xenoenxertos LAPC do Dr. Charles Sawyers
(UCLA) e geraram-se como descrito (Klein et al., 1997, Nature
Med 3: 402-408; Craft et al., 1999, Cancer Res. 59: 5030-
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5036). Xenoenxertos LAPC-4 dependentes e independentes de
androgénio (LAPC-4 AD e AI, respectivamente) e xenoenxertos
LAPC-9 dependentes e independentes de androgénio (LAPC-9 AD e
AI, respectivamente) foram crescidos em ratinhos SCID machos
intactos ou em machos castrados, respectivamente, e foram
passados na forma de pequenos pedacos de tecido em machos
recebedores. Os xenoenxertos LAPC-4 AI foram derivados de
tumores LAPC-4 AD e o0s xenoenxertos LAPC-9 AI foram derivados
de tumores LAPC-9 AD. Para gerar o0s xenoenxertos AI, ratinhos
machos portadores de tumores LAPC AD foram castrados e
mantidos durante 2-3 meses. Apds novo crescimento dos tumores
LAPC, colheram-se 0s tumores e passaram-se em ratinhos SCID
machos castrados ou fémeas.

Os xenoenxertos LAPC-4 AD foram crescidos
intratibialmente como se segue. 0O tecido  tumoral do
xenoenxerto LAPC-4 AD crescido subcutaneamente foil cortado em
secgdes de 1-2 mm’ enquanto o tecido era banhado em meio
Iscoves 1X, o tecido cortado foi depois centrifugado a 1,3K
rpm durante 4 minutos, o sobrenadante foli ressuspenso em 10 ml
de meio Iscoves 1X gelado e centrifugado a 1,3K rpm durante 4
minutos. A pelete foil entdo ressuspensa em Iscoves 1X com 1%
de pronase E e 1incubada durante 20 minutos a temperatura
ambiente com agitacgcdo rotativa suave seguida de incubacdo em
gelo durante 2-4 minutos. Centrifugou-se o filtrado a 1,3K rmp
durante 4 minutos, e removeu-se a pronase da pelete aspirada
por ressuspensao em 10 ml de Iscoves e re-centrifugacao.
Colocaram-se entdo agrupamentos de células em meio PrEGM e
cresceram-se durante a noite. As células foram entdo colhidas,
filtradas, lavadas com RPMI 2X e contadas. Misturaram-se
aproximadamente 50 000 células com um volume igual de Matrigel
gelado sobre gelo, e injectaram-se cirurgicamente nas
metdfises tibiais proximais de ratinhos SCID através de uma
agulha de calibre 27. Apds 10-12 semanas, recuperaram—-se O0S
tumores LAPC-4 que cresceram na medula Ossea.

Linhas Celulares e Tecidos:

As linhas celulares humanas (e.g., HeLa) foram obtidas da
ATCC e foram mantidas em DMEM com 5% de soro fetal de vitelo.
Os tecidos humanos para as andlises de ARN e proteina foram
obtidos do Human Tissue Resource Center (HTRC) na UCLA (Los
Angeles, CA) e de QualTek, Inc. (Santa Barbara, CA).
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Isolamento de ARN:

Tecidos e linhas celulares tumorais foram homogeneizados
em reagente Trizol (Life Technologies, Gibco BRL) utilizando
10 ml/g de tecido ou 10 ml/10° células para isolar ARN total.
O ARN Poli-A foi purificado a partir do ARN total utilizando
kits Mini e Midi Oligotex mRNA de Qiagen. O ARN total e o ARNm
foram quantificados através de andlise espectrofotométrica
(D.0. 260/280 nm) e analisados através de electroforese em
gel.

Oligonucledtidos:

Utilizaram-se os seguintes oligonucledétidos purificados
por HPLC.

DPNCDN (iniciador de sintese de ADNc) :
S5'"TTTTGATCAAGCTT303' (SEQ ID NO:23)

Adaptador 1:
5’CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGY
¥GGCCCGTCCTAGS (SEQ ID NO: 24,25)

Adaptador 2:
?GTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAG?
3CGGCTCCTAGS’ (SEQ ID NO: 26,27)

Iniciador de PCR 1:
5'"CTAATACGACTCACTATAGGGC3'" (SEQ ID NO:28)

Iniciador Nested (NP)1:
5'TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGA3' (SEQ ID NO0O:29)

Iniciador Nested (NP)2:
5'AGCGTGGTCGCGGCCGAGGA3"' (SEQ ID NO:30)

Hibridacdo Subtractiva de Supressao:

A Hibridacdo Subtractiva de Supressdo (SSH) foi utilizada
para identificar ADNc correspondentes a genes que podem ser
supra-regulados em cancro da prostata dependente de
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androgénios em comparacdo com hiperplasia prostdtica benigna
(HPB) .

Os ADNc de cadeia dupla correspondentes ao xenoenxerto
LAPC-4 AD (testador) e ao tecido de HPB (condutor) foram
sintetizados a partir de 2 pg de ARN poli(A)’ isolado a partir
do xenoenxerto e do tecido de HPB, tal como descrito acima,
utilizando o Kit PCT-select cDNA Subtraction Kit da CLONTECH e
1 ng de oligonucledétido RSACDN como iniciador.

A sintese da primeira e da segunda cadeias foi efectuada
tal como descrito no protocolo do manual do utilizador do kit
(CLONTECH Protocolo N.° PT1117-1, N.° de Catdlogo K1804-1). O
ADNc resultante foi digerido com Rsal durante 3 h a 37°C. O
ADNc digerido foi extraido com fenol/clorofdérmio (1:1) e
precipitado em etanol.

O ADNc condutor (HPB) foi gerado por combinacdao, numa
razao de 4 para 1, de ADNc de HPB digerido com Rsal com ADNC
digerido de figado de ratinho, para assegurar gue o0s genes
murinos eram subtraidos do ADNc testador (LAPC-4 AD).

O ADNc testador (LAPC-4 AD) foi gerado por diluicao de
1 pl de ADNc de LAPC-4 AD digerido com Rsal (400 ng) em 5 nl
de adgua. O ADNc diluido (2 pl, 160 ng) foi entdo ligado a 2 pl
de adaptador 1 e adaptador 2 (10 uM), em reacg¢des de ligagao
separadas, num volume total de 10 pl a 16°C durante a noite,
utilizando 400 U de ADN-ligase de T4 (CLONTECH). A ligacao foi
terminada com 1 pl de EDTA 0,2 M e aquecimento a 72°C durante
5 min.

A primeira hibridacao foi realizada por adicgdo de 1,5 nl
(600 ng) de ADNc condutor a cada um de dois tubos contendo
1,5 pl (20 ng) de ADNc testador ligado ao adaptador 1 e ao
adaptador 2. Num volume final de 4 pl, as amostras foram
cobertas com 6leo mineral, desnaturadas num aparelho de ciclos
térmicos MJ Research a 98°C durante 1,5 minutos e depois foram
deixadas a hibridar durante 8 h a 68°C. As duas hibridacdes
foram entdo misturadas uma com a outra com 1 pl adicional de
ADNc condutor desnaturado fresco e foram deixadas a hibridar
durante a noite a 68°C. A segunda hibridacdo foi entdo diluida
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em 200 pl de Hepes 20 mM, pH 8,3, NaCl 50 mM, EDTA 0,2 mM,
aquecida a 70°C durante 7 min. e armazenada a —-20°C.

Amplificagcdo por PCR. Clonagem e Sequenciacdo de Fragmentos
Génicos Gerados por SSH:

Para amplificar fragmentos génicos resultantes de
reacgdes de SSH, foram efectuadas duas amplificacgdes por PCR.
Na reaccgdo de PCR primdria foi adicionado 1 pl da mistura de
hibridacao final diluida a 1 pl do iniciador de PCR 1 (10 uM),
0,5 pl de mistura de dANTP (10 uM), 2,5 pl de tampao de reaccgao
10x  (CLONTECH) e 0,5 pl de Mistura de ADNc-polimerase
Advantage 50x (CLONTECH) num volume final de 25 upl. A PCR 1
foi conduzida utilizando as seguintes condigdes: 75°C durante
5 min., 94°C durante 25 s., depois 27 ciclos de 94°C durante
10 s., ©66°C durante 30 s, 72°C durante 1,5 min. Foram
efectuadas cinco reacgdes PCR primdrias separadas para cada
experiéncia. Os produtos foram reunidos e diluidos 1:10 com
dgua. Para a reaccgdo PCR secundaria, foi adicionado 1 pul da
reacgdo PCR primdria reunida e diluida a mesma mistura
reaccional tal como utilizada para a PCR 1, excepto que foram
utilizados os iniciadores NP1 e NP2 (10 pM) em vez do
iniciador de PCR 1. A PCR 2 foi efectuada utilizando 10-
12 ciclos de 94°C durante 10 s, 68°C durante 30 s, 72°C
durante 1,5 minutos. O0Os produtos de PCR foram analisados
utilizando electroforese em gel de agarose a 2%.

Os produtos de PCR foram inseridos em pCR2.1 utilizando o
kit de clonagem do vector T/A (Invitrogen). As E. coli
transformadas foram submetidas a seleccdo azul/branco e
ampicilina. As coldénias brancas foram apanhadas e dispostas em
placas de 96 pocgos e foram crescidas em cultura liquida
durante a noite. Para identificar as inserc¢des, foi efectuada
amplificacdao por PCR com 1 ml de cultura bacteriana utilizando
as condigdes de PCR1 e NP1l e NP2 como iniciadores. Os produtos
de PCR foram analisados utilizando electroforese em gel de
agarose a 2%.

Os clones bacterianos foram armazenados em glicerol a 20%
num formato de 96 pocgos. O ADN plasmidico foi preparado,
sequenciado e submetido a Dbuscas de homologia de 4&cido
nucleico das bases de dados GenBank, dbEST e NCI-CGAP.
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Andlise da Expressdo por RT-PCR:

Os ADNc da primeira cadeia foram gerados a partir de 1 ug
de ARNm com iniciadores oligo (dT)12-18 utilizando o sistema
de pré-amplificacgdo Superscript de Gibco-BRL. Foi utilizado o
protocolo dos fabricantes e incluia uma incubacdo durante
50 min a 42°C com transcritase inversa seguida de tratamento
com ARNase H a 37°C durante 20 min. Apdbds completada a reaccgao,
o volume foi aumentado para 200 pl com Agua antes da
normalizacdo. Os ADNc da primeira cadeia de 16 tecidos humanos
normais diferentes foram obtidos em Clontech.

A normalizagdo dos ADNc da primeira cadeia de multiplos
tecidos foi efectuada através da wutilizacgdao dos iniciadores
5'atatcgccgcgctcgtcgtcgacaal3’! (SEQ ID NO:31) e
5'agccacacgcagctcattgtagaagg3' (SEQUENCIA ID NO:32) para
amplificar f-actina. O ADNc da primeira cadeia (5 pl) foi
amplificado num volume total de 50 pl contendo iniciadores
0,4 pM, 0,2 uM de cada dNTP, tampao de PCR 1x (Clontech, Tris-
HC1 10 mM, MgCl, 1,5 mM, KCl1 50 mM, pH 8,3) e ADN-polimerase
Klentaqg 1x (Clontech). Foram removidos 5 pl da reacgao de PCR
nos ciclos 18, 20 e 22 que se utilizaram para electroforese em
gel de agarose. A PCR foi realizada utilizando um aparelho de
ciclos térmicos MJ Research sob as seguintes condigdes: a
desnaturacao inicial foi a 94°C durante 15 s., seguida de 18,
20 e 22 ciclos de 94°C durante 15, 65°C durante 2 min, 72°C
durante 5 s. Foi realizada uma extensado final a 72°C durante
2 min. Apds electroforese em gel de agarose, as intensidades
de banda das bandas de B-actina de 283 pb de multiplos tecidos
foram comparadas por inspeccao visual. Os factores de diluicéao
para os ADNc da primeira cadeia foram calculados para resultar
em intensidades de banda da B-actina iguais em todos os
tecidos apds 22 ciclos de PCR. Foram necessarios trés ciclos
de normalizacao para se alcangar intensidades de banda iguais
em todos os tecidos apds 22 ciclos de PCR.

Para determinar os niveis de expressdao do gene 8P1D4,
foram analisados 5 pl de ADNc da primeira cadeia normalizado
através de PCR utilizando 25, 30 e 35 ciclos de amplificacéao
utilizando os seguintes pares de iniciadores:
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5'" ACT TTG TTG ATG ACC AGG ATT GGA 3' (SEQ ID NO:4)
5' CAG AAC TTC AGC ACA CAC AGG AAC 3' (SEQ ID NO:5)

Uma andlise de expressdo semi—-quantitativa foi alcancada
por comparacao dos produtos de PCR nos numeros de ciclo que
davam intensidades de banda ligeiras.

Resultados

Foram conduzidas varias experiéncias de SSH tal como
descrito em Materiais e Métodos, supra, dque conduziram ao
isolamento de numerosos clones de fragmentos génicos
candidatos. Todos os clones candidatos foram sequenciados e
submetidos a andlise de homologia contra todas as sequéncias
nas principais bases de dados publicas de genes e de EST para
proporcionar informacgao sobre a identidade do gene
correspondente e para ajudar a orientar a decisdo de analisar
um gene particular gquanto a expressao diferencial. Em geral,
fragmentos génicos que nao tinham homologia com nenhuma
sequéncia conhecida em nenhuma das bases de dados pesquisadas
e assim considerados como representando genes novos, bem como
fragmentos génicos mostrando homologia com marcadores de
sequéncias expressas (EST) anteriormente sequenciadas, foram
submetidos a andlise de expressadao diferencial através de RT-
PCR e/ou andlise de Northern.

Um dos clones de ADNc, designado 8P1D4, tinha 436 pb de
comprimento e apresentou homologia com uma sequéncia EST na
base de dados de genes tumorais NCI-CGAP. O ADNc de
comprimento completo que codifica o) gene 8P1D4 foi
subsequentemente isolado wutilizando este ADNc e renomeado
STEAP-1. A sequéncia nucleotidica do ADNc 8P1D4 corresponde
aos residuos nucleotidicos 150 a 585 na sequéncia de ADNc de
STEAP-1 tal como mostrado na FIG. 1A-B. Outro clone, designado
28P3El, de 561 pb de comprimento apresentou homologia com
vdrias sequéncias EST na base de dados de genes tumorais NCI-
CGAP ou noutras bases de dados. Parte da sequéncia de 28P3EL
(356 pb) é idéntica a uma EST derivada de tecido fetal humano.
Depois de obtido e sequenciado o ADNc de STEAP-1 de
comprimento completo, tornou-se evidente que este clone também
corresponde a STEAP-1 (mais especificamente, aos residuos
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desde o residuo 622 até a extremidade 3' da sequéncia
nucleotidica de STEAP-1 tal como mostrado na FIG. 1A-B).

A andlise de expressao diferencial por RT-PCR utilizando
iniciadores derivados do clone de ADNc 8P1D4 mostrou que O
gene Q8P1D4 (STEAP-1) €& expresso em nivels aproximadamente
iguais em prdstata normal e nos xenoenxertos LAPC-4 e LAPC-9
(FIG. 2, painel A). Uma andlise adicional da expressdo por RT-
PCR dos ADNc da primeira cadeia de 16 tecidos normais mostrou
maiores niveis de expressadao de 8P1D4 na proéstata. Um nivel de
expressdo substancialmente inferior em varios outros tecidos
normais (i.e., <cdbélon, ovario, intestino delgado, baco e
testiculo) foi detectdvel apenas aos 30 ciclos de amplificacéo
no cérebro, péancreas, cdlon e intestino delgado (FIG. 2,
painéis B e C).

Exemplo 2: Isolamento de ADNc que codifica STEAP-1 de
comprimento completo

O fragmento do gene 8P1D4 de 436 pb (Exemplo 1) foi
utilizado para isolar ADNc adicionais <codificando o gene
8P1D4/STEAP-1. Resumidamente, uma biblioteca de ADNc de
préstata humana normal (Clontech) foi rastreada com uma sonda
marcada gerada a partir do ADNc 8P1D4 de 436 pb. Um dos clones
positivos, o clone 10, tem 1195 pb de comprimento e codifica
uma proteina com 339 aminodcidos possuindo sequéncias
nucleotidica e de aminodcidos <codificada sem homologia
significativa com nenhum dos genes ou proteinas humanos
conhecidos (homologia com uma Proteina de Lesdao Renal de rato
recentemente descrita no Pedido Internacional W098/53071). A
proteina codificada contém pelo menos 6 motivos
transmembranares previstos implicando uma orientacdo na
superficie celular (ver FIG. 1A-B, sublinhados o0s motivos
transmembranares previstos). Estas caracteristicas estruturais
conduziram a designagdo “STEAP”, do 1inglés para “Six
Transmembrane Epithelial Antigen of the Prostate” (antigénio
epitelial de seis dominios transmembranares da préstata).

A subsequente identificacao de proteinas STEAP adicionais
conduziu a re-designacdo do produto do gene 8P1D4 como
“STEAP-1". As sequéncias de ADNc de STEAP-1 e de aminodacidos
codificada sdo mostradas na FIG. 1A-B e correspondem a SEQ ID
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NOS: 1 e 2, respectivamente. O ADNc do clone 10 de STEAP-1 foi
depositado na American Type Culture Collection (“ATCC”) (10801
University Blvd., Mannassas, VA 20110-2209 EUA) como plasmideo
clone 10.1 de 8P1D4 em 26 de Agosto de 1998 com o Numero de
Acesso ATCC 98849. O <clone do ADNc de STEAP-1 pode ser
excisado a partir dele utilizando dupla digestdo com
EcoRI/Xbal (EcoRI na extremidade 5', Xbal na extremidade 3').

Exemplo 3: Andlise de Expressdo do Gene e da Proteina STEAP-1

Para comeg¢ar a caracterizar as caracteristicas bioldgicas
de STEAP-1, foi efectuada uma avaliacdo extensiva da expressao
do ARNm de STEAP-1 e da proteina STEAP-1 numa variedade de
espécimes de tecidos humanos. Esta avaliacao incluiu Northern
blot, Western blot e andlise imuno-histoquimica da expressao
de STEAP-1 num grande numero de tecidos humanos normais,
xenoenxertos e linhas celulares de cancro da prdstata humano e

varias outras linhas celulares de cancro humano.

Exemplo 3A: Andlise Northern Blot da Expressdo de ARNm de
STEAP-1 em Tecidos Humanos Normais

A andlise 1inicial da expressdo de ARNm de STEAP-1 em
tecidos humanos normais foi conduzida por Northern blot de
dois blots de multiplos tecidos obtidos em Clontech (Palo
Alto, Califérnia), compreendendo um total de 16 tecidos
humanos normais diferentes, utilizando o clone 10 de STEAP-1
marcado como sonda. As amostras de ARN foram guantitativamente
normalizadas com uma sonda de B-actina. Os resultados séao
mostrados na FIG. 3A. O nivel de expressdo mais elevado foi
detectado em préstata normal, com um nivel de expressao
aproximadamente 5-10 vezes inferior detectado no célon e no
figado. Estes Northern blot mostraram doils transcritos de
aproximadamente 1,4 kb e 4,0 kb, o primeiro correspondente ao
ADNc de comprimento completo do clone 10 de STEAP-1, que
codifica o quadro de 1leitura aberto inteiro de STEAP-1. O
transcrito maior foili separadamente clonado na forma de um ADNC
de 3627 pb a partir de uma biblioteca de préstata normal, cuja
sequéncia contém um intraoc de 2399 pb (FIG. 4).

Esta andlise 1inicial foil estendida wutilizando a sonda
clone 10 de STEAP-1 para analisar uma matriz dot blot de ARN
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de 37 tecidos humanos normais (Clontech, Palo Alto, CA; Human
Master Blot™). Os resultados sdo mostrados na FIG. 3B e
mostram uma forte expressdao de STEAP-1 apenas na prdstata. Uma
expressado de ARN de STEAP-1 de nivel muito baixo foil detectada
no figado, pulmdo, traqueia e tecido fetal hepatico, talvez a
um nivel 5 vezes inferior em comparacdo com a prdstata. Nao
foi detectada expressdo em nenhum dos restantes tecidos. Com
base nestas andlises, a expressdo significativa de STEAP-1
parece ser especifica da prédstata em tecidos normais.

Exemplo 3B: Andlise Northern Blot da Expressdo de ARNm de

STEAP-1 em Xenoenxertos e Linhas Celulares de Cancro da

Préstata

Para analisar a expressao de STEAP-1 em tecidos e linhas
celulares de cancro humano, ARN derivados de xenoenxertos de
cancro da préstata humano e de um painel extensivo de linhas
celulares de cancro da préstata e sem ser da prodstata foram
analisados por Northern blot utilizando o ADNc do clone 10 de
STEAP-1 como sonda. Todas as amostras de ARN foram
quantitativamente normalizadas por coloracdao com brometo de
etidio e subsequente andlise com uma sonda de B-actina

marcada.

Os resultados, apresentados na FIG. 5, mostram um elevado
nivel de expressao de STEAP-1 em todos o0s xenoenxertos LAPC e
todas as linhas celulares de cancro da préstata. A expressao
nos xenoenxertos LAPC-9 foi maior em comparagcdao com 0sS
xenoenxertos LAPC-4, sem diferenca significativa observada
entre as sublinhas dependentes de androgénio e independentes
de androgénio (FIG. 5A). A expressao no xenoenxerto LAPC-4 foi
comparavel a expressao em prodstata normal. Foram detectados
niveis de expressao inferiores em células PrEC (Clonetics),
que representam o compartimento de células basais da prdstata.
A andlise das linhas celulares de cancro da prdstata mostrou
0s niveis de expressdao mais elevados em LNCaP, uma linha
celular de carcinoma da préstata dependente de androgénio. Foi
também detectada uma expressao significativa nas 1linhas
celulares independentes de androgénio PC-3 e DU145. Niveis
elevados de expressao de STEAP foram também detectados em
tumores LAP-4 e LAPC-9 que foram crescidos no interior da
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tibia de ratinhos como modelo de metdstase dOssea de cancro da
prdstata (FIG. 5B).

Significativamente, foi também detectada uma expressao
muito forte de STEAP-1 em muitas das linhas celulares de
cancro humano sem ser da prdstata analisadas (FIG. 5A). Foi
observado um nivel particularmente elevado de expressao em
células RD-ES, uma linha celular derivada de sarcoma de Ewing
(EWS) . Adicionalmente, foi também detectada expressao de nivel
muito elevado em varias linhas celulares de cancro do célon
(e.g., CaCo-2, LoVo, T84 e Colo-205), 1linhas celulares de
carcinoma da bexiga (e.g., SCABER, UM-UC-3, TCCSUP e 5637),
linhas celulares de cancro do ovario (e.g., 0V-1063 e SW 626)
e linhas celulares de cancro pancreatico (e.g., HPAC, Capan-1,
PANC-1 e BxPC-3). Estes resultados, combinados com a auséncia
de forte expressao nos tecidos normais correspondentes
(FIG. 3), indicam gque a STEAP-1 pode estar geralmente supra-
regulada nestes tipos de cancro humanos (bem como noutros
tipos).

Exemplo 3C: Andlise Western Blot da Expressdo da Proteina

STEAP-1 em Cancro da Prdéstata e Outros Cancros

Um péptido 15-mero correspondente aos residuos de
aminodcido 14 a 28 da sequéncia de aminocdcidos de STEAP-1 tal
como mostrada na FIG. 1A-B (WKMKPRRNLEEDDYL; SEQ ID NO:22) foi
sintetizado e wutilizado para imunizar uma ovelha para a
criacdao de anticorpos policlonais de ovelha contra o terminal
amino da proteina (anti-STEAP-1) como se segue. O péptido foi
conjugado com KLH (hemocianina da lapa Fissurella). A ovelha
foi inicialmente imunizada com 400 pg de péptido em adjuvante
completo de Freund. O animal recebeu subsequentemente reforco
de duas em duas semanas com 200 pg de péptido e adjuvante
incompleto de Freund. O anticorpo anti-STEAP-1 foi purificado
por afinidade a partir do soro de ovelha utilizando péptido de
STEAP acoplado a affigel 10 (Bio Rad). O anticorpo purificado
€& armazenado em solucgdo salina tamponada com fosfato com azida
de sdédio a 0,1%.

Para testar a especificidade do anticorpo, o ADNc de
STEAP-1 foi clonado num vector de expressao retroviral
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(pSRatkneo, Muller et al., MCB 11:1785, 1991). Células NIH 3T3
foram infectadas com retrovirus codificando STEAP-1 e foram
seleccionadas em G418 durante 2 semanas. A andlise Western
blot de extractos proteicos de células NIH 3T3 infectadas e
ndao infectadas mostrou expressao de uma proteina com um peso
molecular aparente de 36 kDa apenas nas células infectadas
(FIG. 6, pistas marcadas “3T3 STEAP” e “3T3").

O anticorpo policlonal anti-STEAP-1 foi wutilizado para
sondar Western blot de lisados celulares preparados a partir
de uma variedade de tecidos de xenoenxerto de cancro da
préstata, linhas celulares de cancro da prdstata e linhas
celulares de outros cancros que nao da prdstata. As amostras
de proteinas (20 pg cada) foram quantitativamente normalizadas
através de sondagem das transferéncias com um anticorpo anti-
Grb-2.

Os resultados sd&o mostrados na FIG. 6. A proteina STEAP-1
foi detectada em todos os xenoenxertos de cancro da prdstata
LAPC, em todas as linhas celulares de cancro da prdstata, num
espécime de cancro da préstata primdrio e no seu controlo
correspondente de prdstata normal. A mais elevada expressao de
proteina STEAP-1 foi detectada no xenoenxerto LAPC-9 e em
células LNCaP, em concordédncia com a andlise Northern blot
descrita imediatamente acima. Foi também observada expressao
em nivel elevado na linha celular de carcinoma da bexiga
UM-UC-3. Foil também detectdvel expressdo noutras linhas
celulares de cancro (FIG. 6).

Exemplo 3D: Andlise Imuno-histoquimica da Expressdo da
Proteina STEAP-1 em Bidpsia de Tumor da Prdéstata e Espécimes

Cirdrgicos

Para determinar a extensao da expressao da proteina
STEAP-1 em materiais clinicos, foram preparadas secc¢des de
tecidos a partir de uma variedade de bidpsias de cancro da
préstata e de amostras cirdrgicas para analise imuno-
histoquimica. Os tecidos foram fixados em formalina a 10%,
embebidos em parafina e cortados de acordo com um protocolo
padrdo. As seccgdes fixadas em formalina e embebidas em
parafina de c¢élulas LNCaP foram wutilizadas como controlo
positivo. As secgdes foram coradas com um anticorpo policlonal
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anti-STEAP-1 dirigido contra um epitopo N-terminal de STEAP-1
(tal como descrito imediatamente acima). As secgdes de LNCaP
foram coradas na presenca de uma gquantidade em excesso do
imunogénio peptidico N-terminal de STEAP-1 wutilizado para
gerar o anticorpo policlonal (péptido 1) ou um péptido néao
especifico derivado de uma regido distinta da proteina STEAP-1
(péptido 2; YQQVQQONKEDAWIEH; SEQ ID NO:33).

Os resultados sao mostrados na FIG. 8. As células LNCaP
apresentaram coloragao pericelular uniformemente forte em
todas as células (FIG. 8B). O excesso de péptido N-terminal de
STEAP (péptido 1) foi capaz de 1inibir competitivamente a
coloracao do anticorpo (FIG. 8A), enquanto o péptido 2 nao
teve efeito (FIG. 8B). Similarmente, foi observada coloracao
pericelular uniformemente forte nos xenocenxertos de cancro da
préstata LAPC-9 (FIG. 8F) e LAPC-4. Estes resultados sao
claros e sugerem gque a coloragao é especifica de STEAP. Para
além disso, estes resultados mostram a localizacgado de STEAP na
membrana plasmatica, corroborando as verificacgdes bioquimicas
apresentadas no Exemplo 4 adiante.

Os resultados obtidos com os varios espécimes clinicos
sdo mostrados na FIG. 8C (tecido normal da prdstata), FIG. 8D
(carcinoma prostdatico de grau 3) e FIG. 8E (carcinoma
prostatico de grau 4), e estdo também incluidos nos resultados
resumidos mostrados na Tabela 1. Foi observada coloracao leve
a forte nos epitélios glandulares de todas as amostras de
cancro da prdéstata bem como em todas as amostras derivadas de
prdéstata normal ou de doenca benigna (e.g., HPB). O sinal
parece ser mais forte na membrana celular das células
epiteliais, especialmente nas jungdes célula-célula (FIG. 8C-
E) e é& também inibida com excesso de péptido 1 N-terminal de
STEAP. Alguma coloracdo das células basais é também observada
em préstata normal (FIG. 8C), que é mais evidente quando se
examinam as glandulas atréficas. A STEAP-1 parece ser expressa
em todos os estaddios de cancro da prdéstata uma vez gue O
cancro da préstata de graus inferiores (FIG. 8D), graus
superiores (FIG. 8E) e metastdticos (representados por LAPC-9;
FIG. 8F) exibem todos forte coloracao.

A coloragao imuno-histoquimica de um grande painel de
tecidos normais sem ser da prdéstata ndao apresentou expressao
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detectdvel de STEAP-1 na maioria desses tecidos normais
(Tabela 1). A bexiga normal exibiu niveis baixos de coloracéo
da superficie celular no epitélio de transicao (FIG. 8G). O
pédncreas, o estdmago, o utero, as trompas de Faldpio e a
pituitaria apresentaram niveis baixos de coloracéao
citoplasmdtica (Tabela 1). E desconhecido se a coloracéio
citoplasmédtica observada € especifica ou é devida a ligacéo
ndao especifica do anticorpo, uma vez que o0s Northern blot
apresentaram pouca ou nenhuma expressao de STEAP-1 no péncreas
(FIG. 3). Estes resultados 1ndicam dque a expressao na
superficie celular de STEAP-1 em tecidos normais parece estar
restringida a prdéstata e a bexiga.

Tabela 1: Coloragdo imuno-histoquimica de Tecidos Humanos Com
Anticorpo Policlonal de Ovelha Anti-STEAP-1

Intensidade de Coloragdo |Tecidos*

Nenhuma Cerebelo, cdrtex cerebral, medula
espinal, coracdo, musculo-esquelético
(2), artéria, timo, baco (4), medula
6ssea, ndédulo linfatico (3), pulmio
(8), figado (4), ileo, rim (2),
testiculos (2), ovario, placenta, mama,
gladndula supra-renal (2), gléndula
tirdide (2), pele (2)

Citoplasmatica leve Uréter, cancro da bexiga (2/5), cdlon
(4/7), cancro do cdélon (4/7, trompas de
Faldépio (2), gladndula pituitdria,
pancreas, estdémago (1/2), uUtero (1/2)

Membrana leve Metdstase na medula déssea de cancro da
préstata (1/6), metdstase no nddulo
linfdtico de cancro da prdéstata (1/5),
cancro do pulmdo (1/6)

Membrana Moderada a Forte |[Préstata (7/7), BPH (5/5), cancro da
préstata (20/20)**, metdastase no nddulo
linfdtico de cancro da préstata (4/5),
metdstase na medula dssea de cancro da
préstata (5/6), bexiga (2/5), cancro da

bexiga (3/5), cancro do pulmdo (3/6)

*Em casos onde foi analisada mais de uma amostra por tecido, o
numero entre paréntesis indica como muitas amostras apresentaram
coloracdo positiva/total analisado.

**0s graus do cancro da prdstata variaram de 3 a 5 e
classificacdes Gleason de 7 a 10.
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Exemplo 3E: Anadlise Imuno-histoquimica da Expressdo de

Proteina STEAP-1 no Cancro da Bexiga e do Pulmio

Para determinar a extensdo da expressao de proteina
STEAP-1 noutros cancros, submeteram-se espécimes clinicos de
tecido de cancro da bexiga e do pulmdo a andlise imuno-
histoguimica utilizando o anticorpo policlonal e os métodos
descritos no Exemplo 3D. Os resultados, apresentados nas
Figuras 21 A-D, revelam um padrdao de coloragdao pericelular
similar ao observado com tecido de cancro da prdstata.

Exemplo 4: Caracterizacdo Bioquimica de Proteina STEAP-1

Para caracterizar inicialmente a proteina STEAP-1, o ADNcC
do clone 10 foi <clonado no plasmideo pcDNA 3.1 Myc-His
(Invitrogen), que codifica um marcador 6His no terminal
carboxilo, transfectado em células 293T, e analisado por
citometria de fluxo utilizando anticorpo monoclonal anti-His
(His-probe, Santa Cruz) bem como o anticorpo policlonal anti-
STEAP-1 descrito acima. A coloracdo das células foi efectuada
em células intactas bem como em células permeabilizadas. Os
resultados indicaram gque apenas as células permeabilizadas
coravam com ambos o8 anticorpos, sugerindo que ambos 0s
terminais da proteina STEAP-1 estavam localizados
intracelularmente. E portanto possivel que um ou mais dos
terminais da proteina STEAP-1 estejam associados a organelos
intracelulares e nao a membrana plasmatica.

Para determinar se a proteina STEAP-1 ¢é& expressa nha
superficie celular, células 293T transfectadas com STEAP-1
intactas foram marcadas com um reagente biotinilado que nao
entra em células vivas. A STEAP-1 foi entdo imunoprecipitada a
partir de extractos celulares utilizando anticorpos anti-His e
anti-STEAP-1. O antigénio T grande de SV40, wuma proteina
intracelular que ¢é expressa em niveis elevados em células
293T, e o receptor da transferrina enddégena da superficie
celular foram imunoprecipitados como controlos negativo e
positivo, respectivamente. Apds a imunoprecipitacao, as
proteinas foram transferidas para uma membrana e visualizadas
com estreptavidina conjugada com peroxidase de rabano. Os
resultados desta andlise sdo mostrados na FIG. 7. Apenas o
receptor da transferrina (controlo positivo) e STEAP-1 foram
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marcados com biotina, enquanto o antigénio T grande de SV40
(controlo negativo) ndo foi marcado de forma detectavel
(FIG. 7A). Uma vez que com esta técnica apenas sao marcadas as
proteinas da superficie celular, ¢é claro a partir destes
resultados que a STEAP-1 é uma proteina da superficie celular.
Combinados com os resultados obtidos da andlise de citometria
de fluxo, é claro que a STEAP-1 é uma proteina da superficie
celular com terminais amino e carboxilo intracelulares.

Para além disso, os resultados acima juntamente com as
previsdes da estrutura secunddria de STEAP-1, mostram que
STEAP-1 é wuma proteina membranar de tipo IIIa com uma

topologia molecular de seis potenciais dominios
transmembranares, 3 voltas extracelulares, 2 voltas
intracelulares e dois terminais intracelulares. Uma

representacdo esquemdtica da topologia da proteina STEAP-1
relativamente a membrana celular é mostrada na FIG. 1B.

Adicionalmente, células de cancro da prédstata, da bexiga
e do cdlon foram directamente analisadas quanto a expressao na
superficie celular de STEAP-1 através de estudos de
biotinilacdo. Resumidamente, proteinas da superficie celular
biotiniladas foram purificadas por afinidade com
estreptavidina-gel e sondadas com o anticorpo policlonal anti-
STEAP descrito acima. O Western blotting das proteinas
purificadas com estreptavidina mostra claramente biotinilacéo
na superficie celular da STEAP-1 enddgena em todas as células
de cancro da préstata (LNCaP, PC-3, DUl45), da bexiga
(LJM-UC-3, TCCSUP) e do cdélon (LoVo, Colo) testadas, bem como
em células NIH 3T3 infectadas com um retrovirus codificando
STEAP-1, mas nao em células NIH 3T3 que nao a expressam
utilizadas como controlo negativo (FIG. 7B). Noutro controlo
negativo, a proteina STEAP-1 nao foi detectada em precipitados
de estreptavidina de células que expressam STEAP nao
biotiniladas (FIG. 7B).

Exemplo 5: Construgdes para Expressdo Recombinante de STEAP-1

Construg¢bes pGEX

Para expressar STEAP-1 em células bacterianas,
fundiram-se porg¢cdes de STEAP-1 com o gene da Glutationa S-
transferase (GST) por clonagem em pGEX-6P-1 (Amersham
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Pharmacia Biotech, NJ). Todas as construcgdes foram preparadas
para gerar sequéncias de proteina STEAP-1 recombinante com GST
fundido no terminal N e um epitopo de seis histidinas no
terminal C. O marcador epitdpico de seis histidinas foi gerado
por adicao dos coddes de histidina ao iniciador de clonagem na
extremidade 3! do ORF'. Um local de reconhecimento
PreScission™ permite a clivagem do marcador GST a partir de
STEAP-1. O gene de resisténcia a ampicilina e a origem de
PBR322 permitem a seleccdo e a manutencdao do plasmideo em
E. coli. Clonaram-se o0s seguintes fragmentos de STEAP-1 em
PGEX-6P-1:

aminodcidos 148 a 251; aminodcidos 144 a 339; aminodcidos 39 a
253; aminodcidos 70 a 136; aminoacidos 254 a 313.

e em pPGEX-4T: aminocdcidos 2 a 247; aminodcidos 135-318; e
aminodcidos 144-339.

As construcgdes adicionais exemplificativas que podem ser
feitas em pGEX-6P-1 que se estendem nas seguintes regides da
proteina STEAP-1 incluem:

Aminodcidos 1 a 339; aminodcidos 1 a 144.

Construg¢do pcDNA3.1/MycHis

Para expressar STEAP-1 em células de mamifero, clonou-se
um ORF de STEAP-1 de 1017 pb (com inicio de traducao de
consenso de Kozak) em pcDNA3.1 /MycHis-Version B (Invitrogen,
Carlsbad, CA). A expressao da proteina € conduzida a partir do
promotor de citomegalovirus (CMV). A proteina recombinante
possul myc e seis histidinas fundidos no terminal C. O vector
PcDNA3.1 /MycHis contém também o sinal de poliadenilacdo e a
sequéncia de terminacdo da transcricdao da hormona de
crescimento bovina (BGH) para melhorar a estabilidade do ARNm
juntamente com a origem de SV40 para replicacgcdao epissédmica e
recuperagdao do vector simples em linhas <celulares que
expressam o antigénio T grande. O gene de resisténcia a
neomicina permite a seleccdo de células de mamifero que
expressam a proteina e o gene de resisténcia a ampicilina e a
origem ColEl permitem a seleccdo e manutencadao do plasmideo em
E. coli.
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Construg¢bes pSRa

Para gerar linhas celulares de mamifero que expressam
STEAP-1 constitutivamente, clonou-se um ORF de 1017 pb (com
inicio de traducao de consenso de Kozak) em construcdes pSRa.
Geram-se retrovirus anfotrdépicos e ecotrdpicos por transfeccao
de construcgdes pSRa na linha de empacotamento 293T-10A1 ou co-
transfeccdo de pSRa e um plasmideo auxiliar (¢-) em células
293, respectivamente. O retrovirus pode ser utilizado para
infectar uma variedade de linhas celulares de mamifero,
resultando na integracdo do gene clonado, STEAP-1, nas linhas
celulares hospedeiras. A expressao de proteinas € conduzida a
partir de uma repeticdo terminal longa (LTR). O gene de
resisténcia a neomicina permite a seleccdo de células de
mamifero que expressam a proteina e o0 gene de resisténcia a
ampicilina e a origem ColEl permitem a selecgcao e manutencao
do plasmideo em FE. coli. Prepararam-se construg¢des pSRa
adicionais que fundiam o marcador FLAG com o terminal C e N
para permitir a deteccdo utilizando anticorpos anti-FLAG. A
sequéncia de FLAG, 5' gat tac aag gat gac gac gat aag 3' (SEQ
ID NO:34) foi adicionada ao iniciador de <clonagem na
extremidade 3' do ORF. Fol preparada outra construcao pSRa que
continha os amincdcidos 182 a 454. Esta forma truncada da
proteina STEAP-1 ajudarda a determinar a fungdo da regiao
N-terminal extracelular longa.

Estd a ser feita uma construcdo pSRa adicional para
produzir uma proteina de fusdo myc/6 HIS da proteina STEAP-1

de comprimento completo.

Exemplo 6: Identificacdo e Andlise Estrutural de Outras STEAP

Humanas

A STEAP-1 nao tem homologia com nenhum gene humano
conhecido. Numa tentativa para identificar genes adicionais
que sejam homdélogos a STEAP-1, a sequéncia proteica de STEAP-1
foi utilizada como sonda electrdédnica para identificar membros
da familia na base de dados publica de EST (marcador de
sequéncia de expressao) (dbEST). Utilizando a funcao “tblastn”
em NCBI (National Center for Biotechnology Information), a
base de dados dbEST foi interrogada com a sequéncia proteica
de STEAP-1. Esta andlise revelou homdélogos adicionais de
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STEAP-1 putativos ou membros da familia STEAP, tal como
adicionalmente descrito adiante.

Em adicdao, experiéncias de clonagem de SSH identificaram
também um fragmento de ADNc relacionado com STEAP-1, o clone
98P4B6. Este clone foi isolado a partir da clonagem por SSH
utilizando ADNc de préstata normal como testador e ADNc de
LAPC-4 AD como condutor. Uma sequéncia parcial maior do clone
98P4B6 foi subsequentemente isolada a partir de uma biblioteca
de prostata normal; este clone codifica um ORF de
173 aminodcidos com homologia estreita com a estrutura
primédria de STEAP-1, e assim foi designado STEAP-2. Isolou-se
um ADNc de STEAP-2 de comprimento completo de 2454 pb a partir
de uma biblioteca de prdstata. As sequéncias de nucledtidos de
ORF e as sequéncias de aminodcidos de STEAP-2 codificadas
estdo apresentadas na Fig. 9A-D. Um alinhamento de aminodcidos
das estruturas primdrias de STEAP-1 e STEAP-2 parcial esté
mostrada nas FIGS. 11A-B e 11C. As STEAP-1 e -2 partilham 61%
de identidade ao longo dos seus 171 residuos de aminoacido
sobrepostos (FIG. 11C). O ADNc de STEAP-2 foi depositado na
American Type Culture Collection ("ATCC"; 10801 University
Blvd., Manassas, VA 20110-2209 USA) na forma do plasmideo
98P4B6-GTD3 em 2 de Julho, 1999 com o numero de acesso na ATCC
PTA-311.

O ADNc de STEAP-2 (98P4B6-GTD3) contém uma 5'UTR (regiao
ndao traduzida) de 355 pb que €& 72% rica em GC, sugerindo que
contém elementos reguladores da traducdo. O ADNc codifica um
quadro de leitura aberto (ORF) de 454 aminodcidos (a.a.) com
seis ©potenciais dominios transmembranares. Isto estd em
contraste com a STEAP-1, que tem 339 a.a. de comprimento. O
alinhamento com STEAP-1 demonstra 54,9% de identidade ao longo
de uma sobreposicdo de 237 aminodcidos. E interessante que as
localizacgdes dos seis dominios transmembranares putativos em
STEAP-2 coincidem com as localizacdes dos dominios
transmembranares em STEAP-1 (veja-se o alinhamento). A
homologia de STEAP-2 com STEAP-1 €& mais elevada nas regides
que se estendem desde a primeira volta extracelular putativa
até ao quinto dominio transmembranar. Esta andlise e a
sequéncia de STEAP-2 sugerem algumas diferencas significativas
entre STEAP-1 e STEAP-2: a STEAP-2 exibe um terminal N
intracelular longo de 205 a.a. (comparativamente com 69 a.a.
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em STEAP-1) e um terminal C intracelular curto de 4 a.a.
(comparativamente com 26 a.a. em STEAP-1). Estas diferencas
podem implicar diferencas significativas na funcdo e/ou na
interacgdo <com vias de sinalizagdo intracelulares. Para
identificar uma EST de ratinho Unica correspondente a STEAP-2,
utilizou-se o terminal N uUnico de STEAP-2 para interrogar a
base de dados dbEST. Isolou-se uma EST de ratinho (AI747886,
rim de ratinho) que pode ser utilizada na identificacado de
STEAP-2 de ratinho e na andlise da expressdo de STEAP-2 no
ratinho.

Duas EST que codificam ORF com estreita homologia com as
sequéncias de STEAP-1 e STEAP-2 foram também identificadas por
sondagem electrdénica com a sequéncia da proteina STEAP-1.
Estas EST (AI139607 e R80991) foram provisoriamente designadas
STEAP-3 e STEAP-4. Um ADNc de comprimento completo que
codifica STEAP-3 foi subsequentemente clonado, e as suas
sequéncias de nucledtidos e de aminodcidos deduzida estao
apresentadas na Fig. 10A-E. O ADNc de STEAP-3 foi depositado
na American Type Culture Collection ("ATCC"; 10801 University
Blvd., Manassas, VA 20110-2209 EUA) em 8 de Dezembro, 1999, na
forma do plasmideo pSTEAP-3 EBB4 com o numero de acesso ATCC
PTA-1033. As sequéncias de nucledtidos das EST correspondentes
as STEAP estdo reproduzidas na FIG. 10F.

Um alinhamento dos aminodcidos das estruturas de STEAP-1,
STEAP-2, STEAP-3 e da sequéncia parcial da STEAP-4 putativa
estda apresentado na Fig. 11A-B. Este alinhamento mostra uma
estreita semelhanca estrutural entre todas as quatro proteinas
da familia STEAP, particularmente nos dominios
transmembranares previstos. Como indicado acima, a STEAP-1 e a
STEAP-2 demonstram 54,9% de identidade ao longo de uma
sobreposicdo de 237 aminodcidos. A STEAP-1 e a STEAP-3 séo
40,9% idénticas ao longo de uma regido de 264 aminoacidos,
enquanto a STEAP-2 e a STEAP-3 sédo 47,8% idénticas ao longo de
uma regido de 416 aminodcidos.

Exemplo 7: Construgdes para Expressdo Recombinante de STEAP-2

Construg¢bes pGEX

Para expressar STEAP-2 em células bacterianas, porcgdes de
STEAP-2 foram fundidas com o gene da Glutationa S-transferase
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(GST) por clonagem em PpPGEX-6P-1 (Amersham Pharmacia Biotech,
NJ) . Todas as construcdes foram preparadas para gerar
sequéncias recombinantes de proteina STEAP-2 com GST fundida
no terminal N e um epitopo de seis histidinas no terminal C. O
marcador epitdépico de seis histidinas foi gerado por adicgéao
dos coddes de histidina ao iniciador de clonagem na
extremidade 3' do ORF. Um local de —reconhecimento de
PreScission permite a clivagem do marcador GST da STEAP-2. O
gene de resisténcia a ampicilina e a origem de pBR322 permitem
a seleccao e a manutencao do plasmideo em FE. coli. Os
fragmentos de STEAP-2 seguintes foram clonados em pGEX-6P-1:

Aminodcidos 287 a 390; aminodcidos 285 a 454; aminodcidos 193
a 454.

Exemplos de construcgdes adicionais que podem ser
preparadas em pGEX-6P-1 que se estendem nas seguintes regides
da proteina STEAP-2 incluem:

Aminodcidos 1 a 193; aminodacidos 1 a 454.
e em PGEX-4T: Aminodcidos 2-204; 183-387; e 276-453.

Construgdo pCR11

Para gerar ribossondas de sentido directo e anti-sentido
para investigagdes de ARN in situ, gerou-se uma construgao
PCRITI utilizando os pb 367 a 877 do ADNc de GID3 de STEAP-2. O
vector pCRII possui promotores de Sp6 e T7 a flanquear a
insercdao para conduzir a producado de ribossondas de ARN de
STEAP-2 que foram utilizadas em experiéncias de hibridacao de
ARN in situ.

Construgcdo pcDNA4/HisMax-TOPO

Para expressar STEAP-2 em células de mamifero, clonou-se
o ORF de STEAP-2 de 1362 pb em pcDNA4/HisMax-TOPO_Version A
(n.° de cat. K864-20, Invitrogen, Carlsbad, CA). A expressao
da proteina é conduzida a partir do promotor de
citomegalovirus (CMV) e do potenciador de tradugdao SP163. A
proteina recombinante possui Xpress e epitopos de seis
histidinas fundidos no terminal N. Em adicdo a esta construcgao
contendo apenas o ORF de 1362 pb preparou-se uma construcao
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adicional com o terminal C da proteina recombinante contendo
uma fusdo de 28 aminocdcidos resultante das sequéncias do
vector antes do coddo de terminagdo. O vector pcDNA4/HisMax-—
TOPO contém também o sinal de poliadenilacdo e a sequéncia de
terminagcdao da transcricdao da hormona de crescimento bovina
(BGH) para melhorar a estabilidade do ARNm juntamente com a
origem de SV40 para replicacdo epissdmica e recuperacgao do
vector simples em linhas celulares que expressam o antigénio T
grande. O gene de resisténcia a zeocina permite a selecgao de
células de mamifero que expressam a proteina e o gene de
resisténcia a ampicilina e a origem ColEl permitem a seleccéo
e a manutencdo do plasmideo em E. coli.

Construg¢do pcDNA3.1 /MycHis

Para expressar STEAP-2 em células de mamifero, clonou-se
o ORF de STEAP-2 de 1362 pb (com inicio de consenso de Kozak)
em pcDNA3.1/MycHis_Version A (Invitrogen, Carlsbad, CA). A
expressao da proteina ¢é conduzida a partir do promotor de
citomegalovirus (CMV). A proteina recombinante tem o myc e
seis histidinas fundidas no terminal C. 0 vector
PCcDNA3.1/MycHis contém também o sinal de poliadenilacdo e a
sequéncia de terminacdo da transcricdo da hormona de
crescimento bovina (BGH) para melhorar a estabilidade do ARNm
juntamente com a origem de SV40 para replicacdo epissédmica e
recuperagdao do vector simples em linhas <celulares que
expressam o antigénio T grande. O gene de resisténcia a
neomicina permite a seleccdao de células de mamifero que
expressam a proteina e o gene de resisténcia a ampicilina e a
origem ColEl permitem a seleccdo e a manutencao do plasmideo
em E. coli. Geraram-se construcdes pcDNA3.1 /MycHis adicionais
utilizando os aminodcidos 6 a 454, 121-454 e 182-454 de
STEAP-2.

pBlueBacHIS2a

Para expressar STEAP-1 em células de insecto SF9, o ORF
de STEAP-1 foi clonado em pBlueBacHIS2A (Invitrogen,
California). A expressao da proteina ¢é conduzida sob o
promotor de poli-hedrina. 0s marcadores polipéptido HIS e
Xpress do terminal N permitem a deteccdo e a purificacdo da
proteina STEAP-1 recombinante. Um local de reconhecimento de
enteroquinase no terminal C ©permite a clivagem destes
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marcadores. O gene de resisténcia a ampicilina e a origem
ColEl permitem a selecgao e a manutencdao do plasmideo em
E. coli. Apds co-transfecgao com ADN de AcCMNPV, ocorre um
evento de recombinacado homdéloga entre estas sequéncias
resultante num virus recombinante portador do gene de
interesse e da poli-hedrina. Estdo presentes uma variedade de
locais de enzimas de restricdo para subclonagem simplificada.
Em adicdo, um gene repdrter (b-galactosidase) identifica
convenientemente placas fadgicas recombinantes, para eliminar o

rastreio tedioso de placas fagicas.

Construg¢do pcDNA3.1CT-GFP-TOPO

Para expressar STEAP-2 em células de mamifero e para
permitir a detecgdao da proteina recombinante utilizando
fluorescéncia, clonou-se o ORF de 1362 pb (com inicio de
consenso de Kozak) em pcDNA3.1CT-GFP-TOPO (Invitrogen, CA). A
expressao da proteina ¢é conduzida a partir do promotor de
citomegalovirus (CMV). A proteina recombinante possui a
Proteina Verde Fluorescente (GFP) fundida com o terminal C que
facilita a detecgdo nao invasiva in vivo e estudos de biologia
celular. O vector pcDNA3.1/MycHis contém também o sinal de
poliadenilacdo e a sequéncia de terminacdo da transcricado da
hormona  de crescimento  bovina (BGH) para melhorar a
estabilidade do ARNm juntamente com a origem de SV40 para
replicagcao epissdémica e recuperagdo de vector simples em
linhas celulares que expressam o antigénio T grande. O gene de
resisténcia a neomicina permite a seleccdo de células de
mamifero gque expressam a proteina e o gene de resisténcia a
ampicilina e a origem ColEl permitem a selecc¢do e a manutengao
do plasmideo em E. coli.

Uma construcdo adicional com uma fusdao de GFP N-terminal
estd a ser feita em pcDNA3.1INT-GFP-TOPO estendendo-se a todo o
comprimento da proteina STEAP-2.

Construg¢bes pSRa

Para gerar linhas celulares de mamifero que expressam
STEAP-2 constitutivamente, clonou-se o ORF de 1362 pb em
construgdes pSRa. Sado gerados retrovirus anfotrépicos e
ecotrépicos por transfeccdo de construgdes pSRa na linha
celular de empacotamento 293T-10A1 ou co-transfeccao de pSRa e
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um plasmideo auxiliar (¢-) em células 293, respectivamente. O
retrovirus pode ser utilizado para infectar uma variedade de
linhas celulares de mamifero, resultando a integracdo do gene
clonado, STEAP-2, nas linhas celulares hospedeiras. A
expressao da proteina é conduzida a partir de uma repeticao
terminal longa (LTR). O gene de resisténcia a neomicina
permite a selecgdo de células de mamifero gue expressam a
proteina e o gene de resisténcia a ampicilina e a origem ColEl
permitem a seleccdo e a manutencdao do plasmideo em E. coli.
Prepararam-se construcdes pSRa adicionais que fundiam o
marcador FLAG no terminal C e N para permitir a deteccao
utilizando anticorpos anti-FLAG. A sequéncia de FLAG, 5' gat
tac aag gat gac gac gat aag 3' (SEQ ID NO:34) foi adicionada
ao iniciador de clonagem na extremidade 3' do ORF. Foi
preparada outra construcdo pSRa que continha os aminodcidos
182 a 454. Esta forma truncada da proteina STEAP-2 ira ajudar
a determinar a fung¢édo da regido N-terminal extracelular longa.

Em adicdo, pode preparar—-se uma construcdao pSRa para
produzir uma proteina de fusdo myc/6 HIS da proteina STEAP de
comprimento completo.

Exemplo 8: Andlise de Expressdo de STEAP-2 e Outros Membros da
Familia STEAP Humana

Exemplo 8A: Expressdo Especifica do Tecido de Membros da

Familia STEAP em Tecidos Humanos Normais

A andlise por RT-PCR de STEAP-2 mostra expressao em todos
os xenoenxertos de cancro da prdstata LAPC e em prdstata
normal (FIG. 14, painel A). A andlise de 8 tecidos humanos
normais mostra expressao especifica da prdstata apds 25 ciclos
de amplificacao (FIG. 14, painel B). Foi detectada expressao
de nivel inferior noutros tecidos apenas apds 30 ciclos de
amplificacdo. O Northern blotting para STEAP-2 mostra um
padraoc de 2 transcritos (aproximadamente 3 e 8 kb de
comprimento) expressos apenas em proéstata (e em niveis
significativamente inferiores nos xenoenxertos LAPC), sem
expressado detectdvel em nenhum dos outros 15 tecidos humanos
normais analisados (FIG. 15, painel C). Assim, a expressao de
STEAP-2 em tecidos humanos normais parece ser altamente
egpecifica da prdstata.
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A andlise da expressdao de membros da familia STEAP em
tecidos normais foil realizada por Northern blot e/ou RT-PCR.
Todos os membros da familia STEAP pareciam exibir padrdes de

expressao restringida ao tecido. A expressao de
STEAP-3/AI139607 estéd apresentada na Fig. 12A (Northern) e na
FIG. 12B (RT-PCR). A expressao de STEAP-4/R80991 esté

apresentada na Fig. 13.

Exemplo 8B: Expressdo de STEAP-2 em VArias Linhas Celulares de
Cancro

Os resultados de RT-PCR acima sugeriram que os diferentes
membros da familia STEAP exibem diferentes padrdes de
expressao tecidular. Interessantemente, a STEAP-2, gue parece
muito especifica da prdstata, parece ser expressa em niveis
inferiores nos xenoenxertos LAPC. Isto estd em contraste com
STEAP-1, que é altamente expressa tanto em tecido da préstata
normal como maligno.

Para mais bem caracterizar esta diferenca sugerida no
perfil de expressao de cancro da prébéstata de STEAP-2
(relativamente a STEAP-1), foil realizado um Northern blotting
de ARN derivado dos xenoenxertos LAPC, bem como de varias
linhas celulares de cancro da préstata e outros cancros,
utilizando uma sonda especifica de STEAP-2 (ADNc clone 98P4B6
marcado). Os resultados sao mostrados na FIG. 16 e podem ser
resumidos como se segue. A STEAP-2 é altamente expressa em
préstata normal e nalguns dos xenoenxertos e linhas celulares
de cancro da prédstata. Mails particularmente, foi observada
expressado muito forte no xenoenxerto LAPC-9 AD e nas células
LNCaP. Foi observada expressdao significativamente atenuada ou
auséncia de expressdo nos outros xenoenxertos e linhas
celulares de cancro da prdéstata. Uma expressao muito forte foi
também evidente na linha celular de Sarcoma de Ewing RD-ES. Ao
contrario de STEAP-1, que ¢ altamente expressa em linhas
celulares de cancro derivadas de tumores da bexiga, do cdlon,
pancreatico e do ovario, a STEAP-2 apresentou uma expressao
baixa a ndo detectdvel nestas mesmas linhas celulares (em
comparagcao com a FIG. 5). Interessantemente, a STEAP-2 também
ndo foili detectdavel em células PrEC, que sao representativas do
compartimento de células basais normais da préstata. Estes

-

resultados sugerem gque a expressao de STEAP-1 e de STEAP-2 é
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diferencialmente regulada. Embora a STEAP-1 possa ter um gene
que é geralmente supra-regulado em cancro, a STEAP-2 pode ter
um gene que estd mals restringido a prdéstata normal e ao
cancro da préstata.

Exemplo 8C: Andlise de Expressdo in Situ de ARN de STEAP-2 em
Préstata Normal e Cancro da Prdstata

A expressdao de ARN de STEAP-2 foi avaliada utilizando
hibridagdao in situ com uma sonda anti-sentido marcada e
utilizando uma sonda de sentido directo marcada como controlo.
Todos os quatro espécimes de tecido de préstata normal
examinados foram positivos para STEAP (Figuras 22A-B). Do
mesmo modo, cinco dos cinco espécimes de tecido de cancro da
préstata foram positivos utilizando hibridacdo in situ de ARN
de STEAP (Figuras 23A-B). Um espécime de PIN e uma amostra de
células LNCaP que foram examinados foram igualmente positivos.

Exemplo 8D: Andlise da Expressdo de STEAP-2 em Tecidos de

Cancro

A expressao de STEAP-2 em varios tecidos de cancro foi
examinada utilizando RT-PCR. Os resultados estdao apresentados
na Figura 24, em que a pista 1 representa uma amostra de um
xenoenxerto LAPC4 AD; a pista 2 é xenoenxerto LAPCY9 AD; a
pista 3 é =xenoenxerto LAPCY9 AD? (crescido com explante de
0sso  humano) ; a pista 4 ¢ LAPCY AD IT (crescido
intratibialmente); a pista 5 é tecido reunido de pacientes de
cancro do cdélon; a pista 6 € tecido reunido de pacientes de
cancro do pulmdo; M representa uma pista marcadora; a pista 7
é tecido de préstata de normal do paciente; a pista 8 & tecido
de cancro da proéstata do paciente; a pista 9 é tecido reunido
de pacientes de cancro do rim; a pista 10 é tecido reunido de
pacientes de cancro da bexiga; a pista 11 € células Hela; e a
pista 12 é um branco de &dgua. A maior expressdo €& encontrada
nos trés xenoenxertos LAPC9 AD. E igualmente observada
expressao elevada no xenoenxerto LAPC4 AD, e em prostata
normal e cancro do pulmdo. Foi detectada também significativa
expressao em cancro do cdlon e da bexiga. Foil detectada menor
expressao em amostras de pacientes de cancro do rim e

prostata.
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Exemplo 8E: Andlise da Expressdo de STEAP-2 em Tecidos Normais

A expressao de STEAP-2 em 76 tecidos humanos normais foi
examinada utilizando uma andlise dot blot de amostras de ARN.
Como apresentado na Figura 25, a STEAP-2 é expressa em niveis
muito elevados apenas em prdéstata normal.

Exemplo 9: Localizacdo Cromossdémica dos Genes de STEAP

A localizacdo cromossdédmica de STEAP-1 foi determinada
utilizando o painel de hibridos de radiacéo (RH)
Humano/Hamster GeneBridge 4 (Walter et al., Nat. Genetics 7:

22, 1994) (Research Genetics, Huntsville Al), enguanto a
STEAP-2 e os homélogos de STEAP foram mapeados utilizando o
painel de hibridos de radiacdo Stanford G3 (Stewart et al.,
Genome Res. 7:422, 1997).

Foram utilizados os seguintes iniciadores de PCR para
STEAP-1:

8P1D4.1 5' ACTTTGTTGATGACCAGGATTGGA 34 (SEQ ID NO:4)
8P1D4.2 5' CAGAACTTCAGCACACACAGGAAC 3' (SEQ ID NO:53)

O vector de mapeamento de STEAP-1 resultante para os
93 ADN do painel de hibridos de radiagao (21000002011010100010
00000101110101221000111001110110101000100010001010010 21000001
111001010000), e o programa de mapeamento disponivel no
enderego de internet <http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-
bin/contig/rhmapper.pl>, localizaram o gene de STEAP-1 no
cromossoma 7p22.3, telomérico a D7S531.

Utilizaram-se o0s seguintes iniciadores de PCR ©para
98P4B6/STEAP-2:

98P4B6.1 5' GACTGAGCTGGAACTGGAATTTGT 3' (SEQ ID NO:20)
98P4B6.2 5' TTTGAGGAGACTTCATCTCACTGG 3' (SEQ ID NO:21)

O vector resultante (000001001000000000000000000000001001
0000000000100 0100000000000001000010101010010011), e o
programa de mapeamento disponivel no enderego de internet
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<http://www-shgc.stanford.edu/RH/rhserverformnew.html> mapeiam
0 gene 98P4B6 (STEAP-2) no cromossoma 79g2l.

Utilizaram-se 08 seguintes iniciadores de PCR ©para
AT139607:

AT139607.1 5' TTAGGACAACTTIGATCACCAGCA 3' (SEQ ID NO:16)
AT139607.2 5' TGTCCAGTCCAAACTGGGTTATTT3' (SEQ ID NO:17)

O vector resultante (000000001000000000000000000010001000
0020000000100 0100000001000000100010001010000010) e o programa
de mapeamento disponivel no endereco de internet <http://www-—
shgc.stanford.edu/RH/rhserverformnew.html>, mapeiam AT139607
no cromossoma 7gz2l.

Utilizaram-se 08 seguintes iniciadores de PCR ©para
R80991:

R80991.3 5' ACAAGAGCCACCTICTGGGTGAA 3' (SEQ ID NO:35)
R80991.4 5' AGTTGAGCGAGTTTGCAATGGAC 3' (SEQ ID NO:36)

O vector resultante (000000000002000010200000000100000000
0000000000 0010000000001000011100000001001000001) e o programa
de mapeamento disponivel no endereco de internet <http://www-—
shgc.stanford.edu/RH/rhserverformnew.html> mapeiam R80991 no
cromossoma 2gléd-g2l, prdéximo de D2S2591.

Em resumo, os resultados acima mostram que trés dos
membros da familia STEAP humanos putativos se localizam no
cromossoma 7, tal como ¢é esquematicamente representado na
FIG. 17. Em particular, o gene de STEAP-1 localiza-se na
regido telomérica longinqua do braco curto do cromossoma 7, em
7p22.3, enquanto STEAP-2 e AI139607 se localizam no Dbracgo
longo do cromossoma 7, em 7921 (FIG. 17). R80991 mapeia-se no
cromossoma 2glé-g2l.

Exemplo 10: Identificacdo das Fronteiras Intrdo-Exdo de
STEAP-1

Os clones gendmicos para STEAP-1 foram identificados por
pesquisa de GenBank de clones BAC contendo sequéncias de
STEAP-1, resultando na identificacdo dos numeros de acesso
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AC004969 (PAC DJ1121E10) e AC005053 (BAC RG041D11). Utilizando
as sequéncias derivadas dos clones PAC e BAC para STEAP foram
definidas as fronteiras intrdo-exdo (FIG. 18). Um total de
4 exbes e 3 intrdes foram identificados dentro da regidao de
codificagcdao do gene de STEAP. O conhecimento da estrutura
exacta exdo-intrdao do gene de STEAP-1 pode ser utilizado para
desenhar iniciadores dentro das sequéncias intrdénicas gque
podem por sua vez ser utilizados para amplificacdo gendmica de
exbes. Esta amplificacdo permite a andlise de polimorfismos
conformacionais de <cadeia simples (SSCP) para procurar
polimorfismos associados a cancro. Os exdes mutantes ou
polimérficos podem ser sequenciados e comparados com STEAP de
tipo selvagem. Esta andlise pode ser Util para identificar
pacientes que sejam mais susceptiveis a cancro da prdstata
agressivo, bem como outros tipos de cancro, particularmente
cancros do cdélon, da bexiga, pancreadtico, do ovario, do colo
do Utero e testicular.

A andlise Southern blot mostra que o gene de STEAP-1
existe em varias espécies incluindo ratinho (FIG. 19). Por
essa razao, uma biblioteca BAC de ratinho (Mouse ES 129-V
edigao I, Genome Systems, FRAC-4431) foi rastreada com o ADNc

humano para STEAP-1 (clone 10, Exemplo 2). Um clone positivo,
12pP11, foi 4didentificado e confirmado através de Southern
blotting (FIG. 20). A informacao sobre as fronteiras intrao-

exdo para STEAP humano pode ser utilizada para identificar as
sequéncias de codificacdao de STEAP-1.

O clone gendémico de STEAP-1 de ratinho pode ser utilizado
para estudar o papel Dbioldgico de STEAP-1 durante o
desenvolvimento e a tumorigénese. Especificamente, o clone
gendmico de STEAP-1 de ratinho pode ser inserido num vector
knock—-out (K/0) génico para ruptura direccionada do gene em
ratinhos, utilizando métodos geralmente conhecidos na
especialidade. Adicionalmente, o papel de STEAP em processos
metabdlicos e na funcao das células epiteliais pode ser
elucidado. Estes ratinhos K/O podem ser cruzados com outros
modelos de cancro da préstata, tais como o modelo TRAMP
(Greenberg et al., PNAS 92: 3439, 1995) para determinar se a

STEAP influencia o desenvolvimento e a progressdao de cancros
da préstata mais ou menos agressivos e metastaticos.
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Exemplo 1l1: Péptidos de Ligacdo a HLA-A2 Previstos de STEAP-1
e STEAP-2

As seqguéncias de aminodacidos completas das proteinas
STEAP-1 e STEAP-2 foram introduzidas no algoritmo “HLA Peptide
Motif Search” encontrado no website da Bioinformatics and
Molecular Analysis Section (BIMAS) (http://bimas.dcrt.nih.gov/).
O algoritmo “HLA Peptide Motif Search” foi desenvolvido pelo
Dr. Ken Parker com base na ligacao de sequéncias peptidicas
especificas no sulco de moléculas de HLA de Classe I e
especificamente HLA-AZ (Falk et al., 1991, Nature 351: 290-6;
Hunt et al., 1992, Science 255:1261-3; Parker et al., 1992, J.
Immunol. 149:3580-7; Parker et al., 1994, J. Immunol. 152:163-
75). Este algoritmo permite a localizacdo e a classificacao de

péptidos 8-mero, 9-mero e 10-mero a partir de uma sequéncia de
proteina completa para ligagao prevista a HLA-A2 assim como
outras moléculas de HLA de Classe I. A maioria dos péptidos de
ligagao a HLA-A2 sao 9-meros contendo favoravelmente uma
leucina (L) na posicdo 2 e uma valina (V) ou leucina (L) na
posicao 9.

Os resultados de péptidos de ligacdo previstos de STEAP-1
e STEAP-2 estao mostrados na Tabela 2 adiante. Para ambas as
proteinas os 5 candidatos mais Dbem classificados estao
mostrados juntamente com a sua localizacdo, a sequéncia de
aminodcidos de cada péptido especifico, e uma pontuacdao de
ligacado estimada. A pontuacdo de 1ligacdo corresponde a
semivida estimada de dissociacao de complexos contendo o
péptido a 37°C a pH 6,5. Prevé-se que os péptidos com a maior
pontuacdo de ligacao (i.e. 10776,470 para o péptido 165 de
STEAP-1; 1789,612 para o péptido 227 de STEAP-2) saoc o0s mais
fortemente ligados a HLA de Classe I na superficie celular e
assim representam o0s melhores alvos imunogénicos para
reconhecimento de células T. A ligacado real de péptidos a
HLA-A2 pode ser avaliada por estabilizacdo de expressao de
HLA-A2 sobre a linha celular T2 defectiva no processamento do
antigénio (Ref. 5, 6) . A  imunogenicidade de péptidos
especificos pode ser avaliada in vitro por estimulacao de
linfécitos T citotdéxicos (CTL) CD8+ na presenca de células
dendriticas (Xue et al., 1997, Prostate 30:73-8; Peshwa et
al., 1998, Prostate 36:129-38).
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Tabela 2: Ligagdo Prevista de Sequéncias Peptidicas de STEAP-1
e STEAP-2 Com A Maior Afinidade para HLA-A2

STEAP-1
Posicao Listagem de Pontuacado (Estimativa
Classificacao de Residuos da de Meio Tempo de
partida Subsequéncia Desassociacao)
1 165 GLLSFFFAV 10776,470
2 86 FLYTLLREV 470,951
3 262 LLLGTIHAL 309,050
4 302 LIFKSILFL 233,719
5 158 MLTRKQFGL 210,633
STEAP-2
Posicao Listagem de Pontuacado (Estimativa
Classificacao de Residuos da de Meio Tempo de
partida Subsequéncia Desassociacao)
1 2277 FLYSEVRDV 1789,0612
2 402 ALLISTFHV 1492,586
3 307 LLSFFFAMV 853,681
4 306 GLLSFFFAM 769,748
5 100 SLWDLRHLL 726,962

Exemplo 12: Inducdo por STEAP-2 da Fosforilacdo de Tirosina de
Proteinas Celulares

As proteinas multi-transmembranares tém a capacidade de
transmitir um sinal a ©partir da membrana e iniciar a
sinalizacadao de cascatas que regulam uma variedade de eventos a
jusante, incluindo expressao de genes, diferenciacao, migracao
e proliferacdao celulares (Biochim. Biophys. Acta 1997;
1348:56-62, J. Virol. 1995; 69:675-83). De modo a determinar o
envolvimento de STEAP-1 e STEAP-2 em eventos de sinalizacado a

jusante, investigou-se o efeito de STEAP-1 e STEAP-2 sobre a
fosforilagcdo de tirosina de células PC3 (Figura 26). As
células PC3, que expressam estavelmente neo, STEAP-1 ou
STEAP-2, foram crescidas durante a noite em soro fetal bovino
(FBS) a 1% para reduzir a ocupagao de receptores e a
actividade de fundo. As células foram entdo incubadas durante
5 minutos na presenca de 1% ou 10% de FBS, lisadas e
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analisadas por Western blotting com anti-fosfotirosina (mAb
4G10). Utilizou-se uma sobrecamada utilizando Ab anti-Grb2
para mostrar que o gel estava igualmente carregado.

Os resultados (Figura 26) mostram gue a expressao de
STEAP-2 em células PC3 induz a fosforilacdo de varias
proteinas sobre residuos de tirosina, incluindo pl50, pl20 e
P75. Em contraste, a expressao de STEAP-1 induziu a
desfosforilacdo de pl50. Varias das proteinas fosforiladas
correspondem a proteinas de sinalizacao conhecidas, indicando
que STEAP-1 e STEAP-2 podem estar a controlar a activacédo de
cascatas de sinalizacgdo especificas.

Exemplo 13: Activacdao Mediada por STEAP-1 e STEAP-2 de
Cascatas de MAPK

Varias proteinas multi-transmembranares induzem respostas
bioldégicas especificas por activacao de cascatas de proteina-
gquinase, 1incluindo as vias de MAPK (Curr. Med. Chem. 2000;
7:911-43, Life Sci. 2000; 67:335-6, Biol. Chem. 2000;
275:4660-9). De modo a determinar se a expressadao de STEAP-1 e

STEAP-2 é suficiente para regular vias de sinalizacéo
egspecificas que nao estdo de outro modo activas em células PC3
quiescentes, i1nvestigou-se o efeito destes genes sobre a
activacao da cascata da MAPK p38 na linha celular de cancro da
préstata PC3 (Figura 27A-B). A activacadao da gquinase p38 ¢é
dependente da sua fosforilacdo em residuos de tirosina e
serina. A p38 fosforilada pode ser distinguida do estado néao
fosforilado por um mAb Fosfo-p38. Este Ab fosfo-especifico foi
utilizado para estudar o estado de fosforilacdo de p38 em
linhas celulares PC3 manipuladas.

Células PC3 que expressam estavelmente STEAP-1, STEAP-2
ou neo foram crescidas durante a noite em 1% ou 10% de FBS.
Analisaram-se o0s lisados de células completas por Western
blotting. As células PC3 tratadas com os activadores de p38
conhecidos, NaSal ou TINF, foram utilizadas como controlo
positivo. 0Os resultados mostram que enquanto a expressao do
gene neo de controlo néo teve efeito sobre a fosforilacao de
P38, a expressao de STEAP-1 e STEAP-2 em células PC3 &
suficiente para induzir a activacgao da wvia da p38
(Figura 27A). Os resultados foram verificados wutilizando
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Western blotting com um Ab anti-p38, gue mostra igual carga de
proteina nos géis (Figura 27B).

Noutro conjunto de experiéncias, foi examinada a
suficiéncia de expressao de STEAP-1 ou STEAP-2 na linha
celular de cancro da prdstata PC3 para activar a via da MAPK
mitogénica, nomeadamente a cascata de ERK (Figura 28A-B). A
activacdo de ERK ¢ dependente da sua fosforilacao de residuos
de tirosina e serina. A ERK fosforilada pode ser distinguida
do estado nao fosforilado por um mAb Fosfo-ERK. Este Ab fosfo-
especifico foi utilizado para estudar o estado de fosforilacéo
de ERK em linhas celulares PC3 manipuladas. Células PC3, que
expressam uma forma activada de Ras, foram utilizadas como
controlo positivo.

Os resultados mostram que enguanto a expressao do gene
neo de controlo nao teve efeito sobre a fosforilacdo de ERK, a
expressao de STEAP-2 em células PC3 é suficiente para induzir
um aumento de pelo menos 3 vezes na fosforilagdo de ERK
(Figura 28A). A expressao de STEAP-1 induziu também alguma
fosforilagcdo de ERK em células PC3 crescidas em 1% de FBS.
Estes resultados foram verificados utilizando Western blotting
anti-ERK (Figura 28A) e confirmam a activagao da via da ERK
por STEAP-1 e STEAP-2.

Como o FBS contém varios componentes que podem contribuir
para a activacdo de ERK mediada por receptores, examindmos o
efeito de STEAP-1 em niveilis baixos e O6ptimos de FBS. As
células PC3 que expressam neo ou STEAP-1 foram crescidas em
0,1% ou 10% de FBS durante a noite. As células foram
analisadas por Western blotting anti-Fosfo-ERK. Esta
experiéncia mostra que a STEAP-1 induz a fosforilacdao de ERK
em 0,1% de FBS, e confirma que a expressao de STEAP-1 &
suficiente para induzir a activacdo da cascata de sinalizacéao
de ERK na auséncia de estimulos adicionais.

Exemplo 14: Activacdo de STEAP-1 Mediada por Ligandos

Mostrou-se que varios factores activam proteinas multi-
transmembranares e medeiam eventos de sinalizacao a Jjusante,
incluindo 1ides, leucotrienos, 4&acido lipofosfatidico, etc.
(Cell Biochem. Biophys. 1999; 30:213-42). Um grupo de
compostos que se sabe que activam proteinas multi-
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transmembranares sdao os odorantes (Neuron 2000; 25:503-4).
Neste exemplo, foram rastreadas 3 classes de odorantes quanto
a sua capacidade para induzir a activacdo de sinalizacao
mediada por tirosina—-quinase em células PC3 (Figura 29).

Células PC3, que expressam estavelmente neo ou STEAP-1,
foram crescidas durante a noite em 0,1% de FBS para permitir a
ocupacao de receptores. As células foram entdao tratadas
durante 5 min com as concentracgdes indicadas (0,1-10 pM) de
citralva, etilvanilina ou IBMP. O tratamento com 10% de FBS
foi utilizado como controlo. 0Os lisados de células completas
(20 ug) gerados a partir das diferentes condigdes de
tratamento foram separados por SDS-PAGE e analisados por
Western blotting anti-fosfotirosina.

Esta experiéncia mostra que, embora todas as 3 classes de
odorantes induzissem alguma fosforilacdo de tirosina em
células PC3-STEAP-1, apenas IBMP teve um efeito mensuravel
sobre a fosforilacdao de células PC3-neo que nao expressam O
gene de STEAP-1. Adicionalmente, tanto a citralva como a
etilvanilina induziram um aumento na fosforilacdo de pl36-140
e p200-210 em células PC3-STEAP-1 de uma maneira especifica de
STEAP-1. Em adicédo, a citralva induziu a fosforilacao de novo
de uma proteina a 160-200kDa. Os resultados demonstram que a
STEAP-1 estd a mediar a activacdo de vias de tirosina-quinase
em células tratadas com odorante.

A verificacao de que a citralva induziu a fosforilagado de
tirosina de proteinas de uma maneira mediada por STEAP-1
sugere que a STEAP-1 possa iniciar a activacdo de uma ou mais
cascatas de sinalizagao. De modo a identificar uma potencial
cascata de sinalizacao associada com a activacao por odorante
de STEAP-1, estudou-se o efeito de odorantes sobre a activacao
da cascata de MAPK em células PC3 (Figura 30). As células PC3,
que expressam estavelmente neo ou STEAP-1, foram crescidas
durante a noite em 0,1% de FBS. As células foram entao
tratadas com citralva durante 5 min. O tratamento com 10% de
FBS foi utilizado como controlo. Como observado utilizando mAb
fosfo-especifico (anti-fosfo-ERK), a citralva activou a via da
FERK de uma maneira especifica de STEAP-2. Estes resultados
confirmam também as verificacdes descritas nas Figuras 27-28,
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de que a expressao de apenas STEAP-1 é suficiente para induzir
a activacado da via da ERK.

Exemplo 15: Identificacdo de Potenciais Vias de Transdugdo de

Sinal

Para confirmar que a STEAP activa directa ou
indirectamente vias de transdugcdao de sinal conhecidas em
células e para delinear eventos mediados por STEAP a jusante,
realizam-se ensaios com repdrter de transcricdo a base de
luciferase (luc) em células que expressam STEAP. Estes
repdrteres de transcricdo contém locais de ligacdo de consenso
para factores de transcricado conhecidos que se encontram a
jusante de vias de transducao de sinal bem caracterizadas. Os
repdérteres e exemplos de factores de transcricgao, vias de
transdugdao de sinal e estimulos de activacdo associados estéao
enumerados adiante.

1. NFkB-luc, NFkB/Rel; Ik—-quinase/SAPK;
crescimento/apoptose/stress

2. SRE-luc, SRF/TCF/ELK1l; MAPK/SAPK;
crescimento/diferenciacéo

3. AP-1-luc. FOS/JUN; MAPK/SAPK/PKC;
crescimento/apoptose/stress

4. ARE-luc, receptor de androgénio; esterdéides/MAPK;
crescimento/diferenciacao/apoptose

5. p53-1luc, p53; SAPK; crescimento/ diferenciacado/apoptose

6. CRE-luc, CREB/ATF2; PKA/p38; crescimento/apoptose/stress

Os efeitos mediados por STEAP podem ser ensaiados em

células que apresentam expressao de ARNm. Podem ser
introduzidos plasmideos repdrter de luciferase por transfeccéao
mediada por 1lipidos (TFX-50, Promega). A actividade de
luciferase, um indicador da actividade relativa de

transcricgdo, é medida por incubacdo de extractos celulares com
o substrato luciferina e a luminescéncia da reaccdao ¢é

monitorizada num lumindmetro.

Exemplo 16: Ensaios In Vitro da Funcdo de STEAP

O perfil de expressao de STEAP no cancro da préstata
sugere um papel funcional na iniciacdo, progressdao e/ou
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manutencdo do tumor. A funcdo de STEAP pode ser avaliada em
células de mamifero wutilizando abordagens in vitro. Para
expressdo em mamifero, a STEAP pode ser clonada em varios
vectores apropriados, incluindo pcDNA 3.1 myc-His-marcador e o
vector retroviral pSRatkneo (Muller et al., 1991, MCB
11:1785). Utilizando estes vectores de expressao, a STEAP pode
ser expressa em varias linhas celulares cancerosas, incluindo
por exemplo PC-3, NIH 3T3, LNCaP e 293T. A expressao de STEAP
pode ser monitorizada utilizando anticorpos anti-STEAP.

As linhas celulares de mamifero que expressam STEAP podem
ser testadas em varios ensaios in vitro e in vivo, incluindo
proliferacao celular em cultura de tecidos, activacao de
sinais apoptdticos, formacéao de tumores primarios e
metastaticos em ratinhos SCID, e invasdo in vitro utilizando
um sistema de cultura de invasao de membranas (MICS) (Welch et
al., Int. J. Cancer 43: 449-457). O fendtipo celular de STEAP
€& comparado com o fendtipo de células que nao tém expressao de

STEAP. Em adicdo, as células tratadas com e sem proteina STEAP
adicionada exogenamente podem  ser analisadas quanto a
pardmetros de crescimento alterados.

As linhas celulares que expressam STEAP podem também ser
ensaiadas quanto a alteracdao de propriedades invasivas e
migratdérias por medicdo da passagem de células através de uma
cdmara de membrana porosa revestida com Matrigel (Becton
Dickinson). A passagem de células através da membrana para o
lado oposto € monitorizada utilizando um ensaio fluorescente
(Becton Dickinson Technical Bulletin N.° 428) wutilizando
células indicadoras carregadas com calceina-Am (Molecular
Probes). As linhas celulares analisadas incluem células PC3,
3T3 e LNCaP progenitoras e gue sobre-expressam STEAP. Para
ensaiar se a STEAP tem propriedades quimiocatractoras, células
indicadoras progenitoras sdo monitorizadas quanto a passagem
através da membrana porosa no sentido de um gradiente de
STEAP, meio condicionado comparado com meio de controlo. Este
ensaio pode também ser utilizado para qualificar e quantificar
a neutralizacdo especifica do efeito induzido por STEAP por
composicdes terapéuticas para o cancro candidatas.

De modo a estabelecer se a STEAP se liga a proteinas
celulares expressas em células do cancro da prdéstata e outras
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células cancerosas ou células normais, podem ser tomadas duas
abordagens. Na primeira abordagem, utilizam-se ensaios in
vitro para ligacdo de STEAP recombinante marcada com HISa
vdrias linhas celulares. Noutra abordagem, € gerada uma
proteina de fusdao recombinante de fosfatase alcalina-STEAP
utilizando o) sistema AP-TAG de GenHunter Corporation
(Nashville, TN, n.° de cat. Q202), e a fusao AP-TAG ¢&
utilizada para testar a ligacdao de STEAP a uma variedade de
linhas celulares de cancro da prdstata como descrito (Cheng e
Flanagan, 1994, Cell 79:157-168). Apés lavagem das células e
adicdo do substrato de FA, BCIP, que forma um precipitado azul
insoluvel por desfosforilacéao, a ligacao de STEAP é
determinada por identificacdo da coloracgdao azul das células
sob o microscépio dptico.

Podem ser examinadas varias linhas celulares cancerosas,
incluindo sem limitacgédo, varias linhas celulares de cancro da
préstata (e.g., LNCaP, PC-3, DU145, TSUPR, LAPC4). Outras
linhas celulares tais como a linha celular da préstata PREC,
2937, células PIN e NIH 3T3, etc., podem também ser
examinadas. Adicionalmente, podem testar—-se o0s xenoenxertos
LAPC e outros xenoenxertos de cancro da prdstata. As
constantes de velocidade de dissociacdo de equilibrio podem
ser calculadas para avaliar a forca da interaccdo da ligacao.
Em adicao, pode ser determinado o numero de receptores
celulares de superficie por células. As linhas celulares ou
tecidos com a maior capacidade de ligagdo para com STEAP
seriam preferidos para clonagem de um parceiro de ligacao de
STEAP.

Noutro ensaio funcional, células NIH-3T3 que expressam
estavelmente STEAP podem ser analisadas quanto a sua
capacidade ©para formar coldénias em Adgar mole. Nestas
experiéncias, as células utilizadas neste procedimento (e.g.
células NIH-3T3), podem ser transfectadas para expressar
estavelmente STEAP ou neo ou Ras activado (como gene de teste,
e controlos negativo e positivo, respectivamente) de modo a
avaliar as capacidades de transformacao de STEAP. Tipicamente,
as experiéncias sao realizadas em duplicado e os ensaios séao
avaliados aproximadamente 4 semanas apds o plaqueamento das
células. Quando as observacdes experimentais demonstram que a
STEAP induz um aumento na formacao de coldénias relativamente a
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um controlo negativo (e.g. neo) estes resultados indicam que a
STEAP tem significativas capacidades de transformacéo.

Exemplo 17: Ensaio In Vivo para a Promocdo do Crescimento
Tumoral por STEAP

O efeito da proteina STEAP sobre o crescimento de células
tumorais pode ser avaliado 1in vivo por sSobre-expressao de
genes em ratinhos portadores do tumor. Por exemplo, ratinhos
SCID podem ser injectados subcutaneamente em cada flanco com
1x10° de uma linha celular da préstata contendo vector vazio
de tkNeo ou STEAP. Podem wutilizar-se pelo menos duas
estratégias: (1) Expressao constitutiva de STEAP sob regulacéo
de um promotor LTR, e (2) Expressao regulada sob controlo de
um sistema de vector indutivel, tal como ecdysona, tet, etc. O
volume tumoral é entdo monitorizado a partir do surgimento de
tumores palpdveis e seguido ao longo do tempo para determinar
se as células que expressam STEAP crescem a velocidade mais
rapida. Adicionalmente, o0s ratinhos podem ser implantados com
1x10° das mesmas células ortotopicamente para determinar se a
STEAP tem um efeito sobre o crescimento local no tecido alvo
(i.e., prdéstata) ou sobre a capacidade das <células para
metastasizar, especificamente para 0s pulmdes, nédulos
linfaticos, figado, medula dssea, etc. O efeito de STEAP sobre
a formacdo e crescimento de tumores d&sseos pode ser avaliado
por injeccao de células tumorais da prdéstata intratibialmente,
como descrito no Exemplo 1.

Estes ensaios sdo igualmente uteis para determinar o
efeito inibidor de STEAP de composicdes terapéuticas
candidatas, tais como por exemplo, anticorpos de STEAP,
moléculas anti-sentido de STEAP e ribozimas.

Exemplo 18: Detecgdo de Metdstases de Cancro da Préstata em

Ratinhos e Seres Humanos Utilizando Anticorpos Policlonais
Anti-STEAP-1

Ratinhos

A andlise imuno-histoquimica de STEAP-1 foi realizada em
tecidos de 4 pm fixados em formalina derivados de ratinhos
portadores de tumores de cancro da prdéstata LAPC-9 ortotdpicos
e suas metdstases derivadas do pulmdo e dos nddulos
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linfédticos. Secgdes de pulmdo em série foram testadas
utilizando anticorpo policlonal de ovelha anti-STEAP-1 e
anticorpo policlonal de coelho (pAb) anti-PSA. Utilizou-se o
exame microscépico de tecido corado para detectar células do
cancro da préstata LAPC-9, e os resultados estdao apresentados
na Figuras 31A-F.

O pAb de ovelha anti-STEAP-1 detectou prontamente células
de cancro da préstata humano na préstata de ratinho
(Figura 31A), assim como em metdstases nos nddulos linfdticos
(Figura 31B) e no pulmdo (Figura 31C-D). Tanto pequenas
(Figura 31C) e grandes (Figura 31D) micrometdstases no pulméo
foram prontamente detectadas utilizando o pAb anti-STEAP-1.
Para confirmar que as metdstases do pulmdo tinham origem no
cancro da prodstata, realizou-se uma I1muno-histoquimica em
secgcbes em série de pulmdo utilizando o pAb anti-PSA
(Figura 31E-F). A forte <coloragdo da superficie celular
observada com pAb e-STEAP-1 permite uma mais fdacil deteccdo de
micrometdstases em comparacdo com a utilizacdo do anticorpo

policlonal anti-PSA.

Seres Humanos

Utilizou-se o Ab policlonal para STEAP-1 num ensaio
imuno-histoquimico similar de espécimes de cancro da prdstata
metastdatico de pacientes humanos. Detectou-se uma elevada
expressdo de STEAP-1 tanto nas metédstases dos nddulos
linfaticos como nas do osso estudadas. Como apresentado nas
Figuras 32A (metédstase dos nddulos linféticos) e 32B
(metdstase no 0sso), €& observada uma intensa coloracéao
pericelular nestas amostras de pacientes humanos, confirmando
que a STEAP-1 ¢é um excelente marcador para a deteccdao de
cancro da prbstata metastatico.

Exemplo 19: Construgdes de Fusdo de Voltas Extracelulares de
STEAP-1, STEAP-2 e STEAP-3 com Fc

Para expressar e segregar as voltas extracelulares de
STEAP-1, STEAP-2, e STEAP-3 em meios condicionados de linhas
celulares de mamifero, podem clonar-se fragmentos destes genes
no vector pFc para gerar fusdes C-terminais da regido Fc de
IgGl humana. O vector pFc foi gerado por clonagem de Fc de
imunoglobulina G1 humana (bases 74-768 do n.° de acesso na
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GenBank X70421) prosseguido pelo local de clivagem para IgA-
protease (Roche, n.° de Cat. 1461265) codificada por
5' cctcgacctccaacaccgggg 3" (SEQ ID NO:47) em pTag-5
(GenHunter Corp. Nashville, TN) utilizando Xhol e Apal. Esta
construgcado gera uma fusdo de Fc de IgGl no terminal C de
regides extracelulares de STEAP-1, STEAP-2 e STEAP-3 enguanto
fundindo a sequéncia de sinal de IgGK no terminal N.

As proteinas recombinantes resultantes sao optimizadas
para secrecao nos meios de células de mamifero transfectadas e
podem ser utilizadas para identificar proteinas tais como
ligandos ou receptores que interactuam com a proteina STEAP-1,
STEAP-2 e STEAP-3. Estas fusdes de proteinas podem também ser
utilizadas como imunogénios para gerar anticorpos. A expressao
de proteinas é conduzida a partir do promotor de CMV. O gene
de resisténcia a zeosina permite a seleccao de células de
mamifero que expressam a proteina e o gene de resisténcia a
ampicilina permite a seleccao do plasmideo em E. coli.

As seguintes voltas extracelulares das proteinas STEAP-1,
STEAP-2 e STEAP-3 sao adegquadas para clonagem em pFc:

STEAP-1 revihplatshggyfykipily (SEQ ID NO:37)
rrsyrykllnwayggvggnkedawiehdvwrmei (SEQ ID NO:38)
widikgfvwytpptf (SEQ ID NO:39)

STEAP-2 ysfvrdvihpyamggsdfykipiei (SEQ ID NO:40)
trserylflnmayggvhanienswneeevwrie (SEQ ID NO:41)
krafeeeyyrfy (SEQ ID NO:42)

STEAP-3 ypyvyekkdntfrmaisipnrifp (SEQ ID NO:43)
yyvrwrlgnltvtgailkkenpfstssawlsdsy (SEQ ID NO:44)

Exemplo 20: Geracdo de anticorpos policlonais contra STEAP-2

Utilizaram-se trés imunogénios para gerar anticorpos
especificos para STEAP-2. Dois imunogénios eram péptidos que
codificam os aminodcidos 153-165 (ALQLGPKDASRQV; SEQ ID NO:45)
e o0s aminodcidos 345-358 (IENSWNEEEVWRIE; SEQ ID NO:46) da
sequéncia da proteina STEAP-2. O primeiro péptido reside no
terminal N de STEAP-2, dque ¢é intracelular wutilizando o
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programa SOSUI de previsao da topologia de membranas. O ultimo
péptido reside na regido entre os dominios transmembranares 3
e 4, e prevé-se que esta regido codifica a segunda de 3 voltas
extracelulares. Um terceiro imunogénio foi uma proteina de
fusao de glutationa-S-transferase (GST) abrangendo 0Ss
aminodcidos 2-204 da sequéncia da proteina STEAP-2. A proteina
de fusado recombinante GST-STEAP-2 foi purificada a partir das
bactérias induzidas por cromatografia de afinidade em
glutationa-Sepharose.

Em adicdo aos antigénios anteriores, péptidos que
codificam outras regides da proteina STEAP-2, ou proteinas
bacterianas e produzidas em baculovirus e virus que codificam
quer sequéncias de comprimento completo quer parciais da
proteina STEAP-2, sao utilizados para gerar uma variedade de
anticorpos especificos para STEAP-2. Estes anticorpos séao
dirigidos para regides que podem modular a funcdo de STEAP-2.

Geragdo de anticorpos policlonais (pAb)

Para gerar pAb contra STEAP-2, a proteina de fusado de GST
purificada e o0s péptidos acoplados a hemocianina de lapa
Fissurella (KLH) foram utilizados para imunizar coelhos
individuais como se segue. O0s coelhos foram imunizados com
200 png de ©proteina de fusdo ou antigénio KLH-péptido
misturados com adjuvante completo de Freund. Os coelhos foram
entdo 1injectados de duas em duas semanas com 200 ug de
imunogénio em adjuvante incompleto de Freund. Tomaram-se
sangrias de teste aproximadamente 7-10 dias apds cada
imunizacdo. O titulo do anti-soro de péptido 153-165 foi de
pelo menos 25 000 e do anti-soro de péptido 345-358 de pelo
menos 10 000, determinados por ELISA contra os imunogénios
respectivos. O titulo do soro da fusdo de GST era de pelo
menos 300 000. O anti-soro do péptido €& purificado por
afinidade por passagem do soro sobre uma coluna de afinidade
composta pelo respectivo péptido acoplado covalentemente a uma
matriz de Affigel (BioRad). O soro criado contra a fusao de
GST ¢é semi-purificado, primeiro por remocdo de anticorpos
reactivos com GST por passagem sobre uma coluna de afinidade
de GST. O anticorpo especifico para STEAP-2 € entdo isolado
por passagem sobre uma coluna de afinidade de GST-STEAP-2.
Alternativamente, o anti-soro especifico para STEAP-2 &
isolado por cromatografia de afinidade utilizando uma proteina



EP 1 244 705/PT
121

de fusdo proteina de 1ligacdo a maltose (MBP)-STEAP-2 que
codifica os mesmos aminoacidos

Exemplo 21: Geracgdo de Anticorpos Monoclonais contra Proteinas
STEAP

Para gerar mAb contra as proteinas STEAP-1, STEAP-2,
STEAP-3 ou STEAP-4, imunizam-se ratinhos BalbC
intraperitonealmente com 20-50 pg de péptido acoplado a KLH ou
com polipéptidos recombinantes bacterianos, tais como
proteinas de fusao de GST, que codificam regides da sequéncia
da respectiva proteina membro de STEAP em adjuvante completo
de Freund. Os ratinhos sdo entdo subsequentemente imunizados a
cada 2-4 semanas com 20-50 upg de imunogénio misturado com
adjuvante incompleto de Freund. Alternativamente, utilize-se
adjuvante Ribi para as imunizacgdes iniciais. Tomam-se sangrias
de teste 7-10 dias apds a imunizacdo para monitorizar o titulo
e a especificidade da resposta imunitéaria.

O soro de ratinhos imunizados com uma proteina de fuséao
de GST abrangendo os aminoacidos 148-251 de STEAP-1 atingiu um
titulo de pelo menos 8X10° como determinado por ELISA e
reconheceu especificamente a proteina STEAP-1 por Western blot
(Figura 33). Uma vez obtidas a reactividade e a especificidade
apropriadas como determinado por andlises de ELISA, Western
blotting e citometria de fluxo, €& entdo realizada a geracao de
fusdes e hibridomas utilizando procedimentos estabelecidos vem
conhecidos na especialidade (Harlow e Lane, 1988).

A Figura 33 é um Western blot que mostra que o pAb murino
anti-STEAP-1 reconhece a proteina STEAP-1 em linhas celulares
manipuladas e proteina STEAP-1 enddgena em células LNCaP. Os
lisados de células LNCaP e células 293T transfectadas com
PCcDNA 3.1 MYC/ STEAP-1 marcada com HIS ou vector vazio de neo,
e células RAT1 manipuladas para expressar STEAP-1 ou um gene
neo de controlo, foram separados por SDS-PAGE e transferidos
para nitrocelulose. A transferéncia foi entdao submetida a
andlise de Western anti-STEAP wutilizando wuma diluicdo de
1:1000 de soro de ratinhos imunizados com uma proteina de
fusdo GST-STEAP-1.

Sao igualmente wutilizados antigénios e estratégias de
imunizacgdo alternativos para gerar mAb com reactividade e
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especificidade especificas para varias regides das proteinas
STEAP. Estes antigénios podem incluir proteinas recombinantes
produzidas em baculovirus ou proteinas de fusdao com Fc de IgG
humana expressas e segregadas em mamifero que codificam varias
regides da sequéncia de cada proteina membro da familia STEAP,
tal como dominios extracelulares previstos. E também utilizada
uma estratégia de imunizacgdo baseada em células em gue o ADNc
de um membro da familia STEAP & sobre-expresso em células tais
como fibroblastos NIH3T3 de ratinho ou células prc-B de
murino300.19 e células completas ou preparacdes de membrana
destas células sao utilizadas como imunogénio. Em adigao, um
protocolo de imunizacdo a base de ADN em que um vector de
expressdao de mamifero que codifica o ADNc de STEAP-1 ou
STEAP-2 tal como pcDNA 3.1 é utilizado para imunizar ratinhos
por 1injeccdao directa do ADN plasmidico. Este protocolo ¢é
utilizado gquer isoladamente guer em combinacdo com estratégias
de imunizacdo a base de proteinas e/ou de células.

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> UroGenesys, Inc.

<120> NOVOS ANTIGENIOS TRANSMEMBRANARES EM SERPENTINA EXPRESSOS EM
CANCROS HUMANOS E SUAS UTILIZACOES

<130> 129.17wW0I1

<150> 09/455,486 <151> 1999-12-06
<160> 47

<170> FastSEQ for Windows, Versao 4.0

<210> 1

<211> 1130

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (64)...(1083)
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atggaaagca gaaaagacat cacaaaccaa gaagaacttt ggaaaatgaa gcctaggaga 60

aat tta gaa gaa gac gat tat ttg cat aag gac acg gga gag acc agc 108
Leu Glu Glu Asp Asp Tyr Leu His Lys Asp Thr Gly Glu Thr Ser

1 5 10 15 .

atg cta aaa aga cct gtg ctt ttg cat ttg cac caa aca gcc cat gect 156
Met Leu Lys Arg Pro Val Leu Leu His Leu His Gln Thr Ala His Ala

20 25 30

gat gaa ttt'gac tgc cct tca gaa ctt cag cac aca cag gaa ctc ttt 204

Asp Glu Phe Asp Cys Pro Ser Glu Leu Gln His Thr Gln Glu Leu Phe
35 40 45

cca cag tgg cac ttg cca att aaa ata gct gct att ata gca tct ctg -252

Pro Gln Trp His Leu Pro Ile Lys Ile Ala Ala Ile Ile Ala Ser Leu
50 S5 60

act ttt ctt tac act ctt ctg agg gaa gta att cac cct tta gca act 300

Thr Phe Leu Tyr Thr Leu Leu Arg Glu Val Ile His Pro Leu Ala Thr
65 70 75

tcc cat caa caa tat ttt tat aaa att cca atc ctg gtc atc aac aaa 348
Ser His Gln Gln Tyr Phe Tyr Lys Ile Pro Ile Leu Val.lle Asn Lys
80 85 90 95

gtc ttg cca atg gtt tcc atc act ctc ttg gca ttg gtt tac ctg cca 396
Val Leu Pro Met Val Ser Ile Thr Leu Leu Ala Leu Val Tyr Leu Pro

100 105 110

ggt gtg ata gca gca att gtc caa ctt cat aat gga acc aag tat aag 444

Gly Val Ile Ala Ala Ile Val Gln Leu His Asn Gly Thr Lys Tyr Lys
115 120 125
aag ttt cca cat tgg ttg gat aag tgg atg tta aca aga aag cag ttt 492

Lys Phe Pro His Trp Leu Asp Lys Trp Met Leu Thr Arg Lys Gln Phe
130 135 140
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939
Gly

tect
Ser
160

tat
Tyr

gtt
val

ata
Ile

ttg
Leu

tce
Ser
240

tgg
Trp

ata
Ile

ttc
Phe

gaa
Glu

aat
Asn

caa
Gln
325

244 705/PT

ctt ctc
Leu Leu
145

tac cca
Tyr Pro

caa cag
Gln Gln

tgg aga
Trp Arg

ctg gct
Leu Ala
210

aca tgg
Thr Trp
228

ctt cta
Leu Leu

ata gat
Ile Asp

gct gtt
Ala Val

ctg cca
Leu Pro
290

gac gtc
Asp Val
308

tac tgt

Tyr Cys
320

cat ttec
His Phe

daaaaaa

<210> 2
<211> 339
<212> PRT

<213>

<400> 2

1

Leu Lys Arg Pro Val Leu Leu His Leu His Gln Thr Ala His Ala Asp

agt
Ser

atg
Met

gtec
val

atg
Met
195

ctg
Leu

aga
Arg

ctg
Leu

ata
Ile

ttc
Phe
275

tge
cys

ace
Thr

tta
Leu

aag
Lys

tte
Phe

agg
Arg

caa
Gln
180

gag
Glu

ttg
Leu

gaa
Glu

ggc
Gly

aaa
Lys
260

ctt
Leu

ttg
Leu

aaa
Lys

cac
His

ttt
Phe

(444
Phe

cga
Arg
165

caa
Gln

att
Ile

gct
Ala

ttt
Phe

aca
Thr
245

caa
Gln

cca
Pro

agg
Arg

att
Ile

aca
Thr

tce
Phe
150

tee
Ser

aat
Asn

tat
Tyr

gtg
val

cac
His
230

ata
Ile

[ 444
Phe

att
Ile

aag
Lys

aac
Asn
1o

tet
Phe
325

gct
Ala

tac
Tyr

aaa
Lys

gtg
val

aca
Thr
215

tat
Tyr

cac
His

gta
val

gtt
val

aag
Lys
295

aaa

Lys

ttg
Leu

gta
val

aga
Arg

gaa
Glu

tct
Ser
200

tct
Ser

ate
Ile

gca
Ala

tag
Trp

gtc
val
280

ata
Ile

act
Thr

ttec
Phe

ctg
Leu

tac
Tyr

gat
Asp
185

ctg
Leu

att
Ile

cag
Gln

ttg
Leu

tat

Tyr
265

ctg
Leu

ctg
Leu

gag
Glu

aat
Asn

124

cat
His

aag
Lys
170

gce
Ala

gga
Gly

cca
Pro

age
Ser

att
Ile
250

aca

Thr

ata
Ile

aag
Lys

ata
Ile

att
Ile

gca
Ala
155

ttg
Leu

tgg
Trp

att
Ile

tet
Ser

aag
Lys
235

ttt
Phe

cct
Pro

ttt
Phe

att
Ile

tgt
cys
318
gat
Asp
330

att
Ile

cta
Leu

att
Ile

gtg
Val

gtg
val
220

cta
Leu

gcc
Ala

cca
Pro

aaa
Lys

‘aga

Arg
300

tcc
Ser

ata

tat
Tyr

aac
Asn

gag

Glu

gga
Gly
205

agt
Ser

gga
Gly

tgg
Trp

act
Thr

agc
Ser
285

cat
His

cag
Gln

tee

agt ctg
Ser Leu

tgg gca
Trp Ala
175

cat gat
His Asp
190

ttg gca
Leu Ala

gac tct
Asp Ser

att gtt
Ile val

aat aag
Asn Lys
255

ttt atg
Phe Met
270

ata cta
Ile Leu

ggt tgg
Gly Trp

ttg tag
Leu ~»

tat cac

Ile Phe Tyr His

gtatttgtta ataaaatgat tattcaagga aaaaaaaaaa

Homo sapiens

10

Leu Glu Glu Asp Asp Tyr Leu His Lys Asp Thr Gly Glu Thr Ser Met
S

1s

540

588

636

684

732

780

828

876

924

872

1020

1068

1123

1130
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125

20 25 30
Glu Phe Asp Cys Pro Ser Glu Leu Gln His Thr Gln Glu Leu Phe Pro
35 40 : 45
Gln Trp His Leu Pro Ile Lys Ile Ala Ala Ile Ile Ala Ser Leu Thr
50 55 60
Phe Leu Tyr Thr Leu Leu Arg Glu Val Ile His Pro Leu Ala Thr Ser
65 70 75 80
His Gln Gln Tyr Phe Tyr Lys Ile Pro Ile Leu Val Ile Asn Lys Val
85 20 95
Leu Pro Met val Ser Ile Thr Leu Leu Ala Leu Val Tyr Leu Pro Gly
100 105 110
val Ile Ala Ala Ile val Gln Leu His Asn Gly Thr Lys Tyr Lys Lys
115 : 120 125
Phe Pro His Trp Leu Asp Lys Trp Met Leu Thr Arg Lys Gln Phe Gly
130 135 140
Leu Leu Ser Phe Phe Phe Ala Val Leu His Ala Ile Tyr Ser Leu Ser
145 150 158 160
Tyr Pro Met Arg Arg Ser Tyr Arg Tyr Lys Leu Leu Asn Trp Ala Tyr
) 165 170 175
Gln Gln Val Gln Gln Asn Lys Glu Asp Ala Trp Ile Glu His Asp Val
180 185 190
Trp Arg Met Glu Ile Tyr Val Ser Leu Gly Ile Val Gly Leu Ala Ile
195 200 205
Leu Ala Leu Leu Ala val Thr Ser Ile Pro Sexr Val Ser Asp Ser Leu
210 © 218 220
Thr Trp Arg Glu Phe His Tyr Ile Gln Ser Lys Leu Gly Ile Val Ser
225 . 230 235 240
Leu Leu Leu Gly Thr Ile His Ala Leu Ile Phe Ala Trp Asn Lys Trp
245 250 255
Ile Asp Ile Lys Gln Phe Val Trp Tyr Thr Pro Pro Thr Phe Met Ile
260 265 270
Ala Val Phe Leu Pro Ile Val Val Leu Ile Phe Lys Ser Ile Leu Phe
275 . 280 285
Leu Pro Cys Leu Arg Lys Lys Ile Leu Lys Ile Arg His Gly Trp Glu
290 295 300
Asp Val Thr Lys Ile Asn Lys Thr Glu Ile Cys Ser Gln Leu Asn Tyr
305 310 315 320
Cys Leu His Thr Phe Leu Phe Asn Ile Asp Ile Phe Tyr His Gln His
325 330 338
Phe Lys Phe

<210> 3

<211> 111

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3
ggcggaggeg gaggceggagg 9cgaggggcyg gggagegecg cotggagege ggcaggteat 60

attgaacatt ccagatacct atcattactc gatgctgttg ataacagcaa g 111

<210> 4

<211> 24

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> iniciador

<400> 4
actttgttga tgaccaggat tgga 24

<210> 5

<211> 24

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> iniciador
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<400> 5

cagaacttca gcacacacag gaac 24

<210> 6
<211>
<212>
<213>

<400> 6

3627
ADN
Homo sapiens

ggggcccgea
gtgggtggcet
accaagaaga
ataaggacac
cagcccatgce
cacagtggca
ctcttectgag
ttccaatcct
tttacctgce
agtttccaca
tcttetttge
gatacaagtt
ttgagcatga
tactggctct
aatttcacta
tgtgtttatg
cagcaaagat
cttctaatta
teeeeeteet
ctetgttgee
tgggttcagg
accatgtcca
ctggtctcga
tgacagttgt
atttgctacce
aaaaaaaata
tagcactttc
atatgctagt
acttgaagtt
cttetggtgg
tctgacaaga
tgggtagaca
gtecacacgt
atctgaatta
ttgtaggttc
cacattgctce
taggactgca
aggtatacaa
agtaacctag
agattcatat
gcgcctgaat
tgaatagagg
ggtgaacaac
tgaaatgttt
catattattt
acttcattat
aagatcactg
gaatctaaaa
cagtccctga

agcacaaaaa
tttttgatca
acaagaaatt
tggacattgt
gagcatatcc
tgtetttctt
attgattttt
aacttttatg
cctgccatgce
aattaacaaa
caatattgat
tcaaggaaaa

cctctgggca
gaagccatac
actttggaaa
gggagagacc
tgatgaattt
cttgccaatt
ggaagtaatt
ggtcatcaac
aggtgtgata
ttggttggat
tgtactgcat
gctaaactgg
tgtttggaga
gttggctgtg
tattcaggta
atatagaata
cttatacttg
ggacaagtgt
tgtectgtttg
catgctggag
cgattctctt
gctaattttt
tctcctgace
gagccaccac
catctaatgt
ttcttttace
cagaaacaaa
gtctcatttce
tctaaatatt
tagattatce
ttcaaaggac
tctttggaaa
atactccaac
gtccagtgtg
agcctgataa
tgcctgttac
tcttgacaac
tacacatttg
aaatgtttca
atgaaaacgc
aattgtgagt
tcagaagtcg
tatttttaag
catcacatct
ccatgttate
tcatttatca
aagtcaaatt
tgtacaaatc
ttttaggtat

ataaatatca
cctgecttea
acccaaaagt
tgagaaatgt
agatgaggta
ttgcagagca
gcctggaata
atagctgttt
ttgaggaaga
actgagatat
atattttatc
aaaaaaaaaa

gecagcggcag
tattttatag
atgaagccta
agcatgctaa
gactgccctt
aaaatagctg
caccccttag
aaagtcttgc
gcagcaattg
aagtggatgt
gcaatttata
gcatatcaac
atggagattt
acatctattc
aataatatat
tgttgacttt
ttccaattaa
ttcctagaca
tettetgeee
tacagtggca
gcctcagcect
gtatttttag
tcaaatgate
actcagcctg
gatatctttag
tgtcacctga
aactctctce
aaaggctgcect
cttgtaattt
ataagaagag
taaatttaat
tttccacaag
actttattag
gcttagagtt
ccactggagt
acatatgatg
tgagcctatt
gtaaaactaa
cttaaaatct
aaacttagct
tcgatttgtt
tataaaagag
caactttatt
ctggatctct
agaatatttg
aaatcagagt
gatttttgct
attgtgttga
cctgtgaaaa

taaggggatg
aagaaaggct
aaggtgagga
gataggaaaa
ggatgggata
agctaggaat
agtggataga
tccttecaat
agatactgaa
gttcccagtt
accaacattt
aaaaaaa

126

ccgagactca
aattaatgga
ggagaaattt
aaagacctgt
cagaacttca
ctattatagc
caacttccecca
caatggtttc
tccaacttca
taacaagaaa
gtctgtctta
aggtccaaca
atgtgtctct
catctgtgag
aaaataaccc
accccataaa
taatgtgcte
taaataaaag
gtttgtttgt
cgatcteggce
cctgagtagce
tagagacagg
cgcecaccete
ctctttctaa
gaatccaata
atttagtaat
ttgaaataat
ttttccaget
taaaactatc
tgatgtgccea
tcagtcatga
gtcagacatt
gcatctgatt
ggtacaacat
tctttggtcce
aacactgctt
ctactatatg
ttttcaacca
gagaactggt
atttgattgt
ctggcaggct
gtgttgtcag
tgtgtagtga
ctattttgtg
attttttaaa
gaatcacatt
ataatcttca
ttctgcagtg
gcagaattaa

aacaaaatgg
gtgaattttg
ggataggcaa
caatcataga
aactcttatt
tgtttccctt
tataaaacaa
tgttgtcctg
gattagacat
gtagaattac
caagtttgta

cggtcaagcet
aagcagaaaa
agaagaagac
gcttttgeat
gcacacacag
atctctgact
tcaacaatat
catcactctce
taatggaacc
gcagtttggg
cccaatgagg
aaataaagaa
gggaattgtg
tgactctttg
taagaggtaa
aaataacaaa
tecetgttgtt
gcattaaaat
ttttttgaga
tcactgcaac
tgggattaca
gtttteceeat
ggecteccaa
tatttgaaac
tgcatggttt
gecttttatg
agagttttta
tacattttat
tcagatttac
gaatcactct
acactgccaa
cgcaactatc
agtttggaaa
tctcacagaa
tcattaaata
tttagacttc
tacaatacct
atgacatgta
tacactacaa
attcactggg
aatgaccatt
aacaccgttg
caaagcatcc
cagacattga
aacataggcc
agtcgectte
atctacctat
atcctgctat
gacaaataca

tggagaaaga
ttcacttaga
aaagagcaga
taaaggattt
gaaccaatct
ctactgggca
tttgtatggt
atatttaaaa
ggttgggaag
tgtttacaca
tttgttaata

aaggcgaaga
gacatcacaa
gattatttgc
ttgcaccaaa
gaactctttc
tttctttaca
ttttataaaa
ttggcattgg
aagtataaga
cttctecagtt
cgatcctaca
gatgcctgga
ggattggcaa
acatggagag
atcttctttt
tgtttttecaa
ttcectattg
attctttgtt
tgaagtctcg
ctgegeetee

ggcacccatce .

gttggccagg
agtgctggga
ttgttagaca
attatttctt
ttacacaact
tctaccaaag
atacttacte
tgaggtttat
gggatccttyg
ttaccgttta
ccttctacat
gtatgcctcece
tttcctaatt
gctttettca
attaggaatt
agcccataat
tttttcaact
gttaccttgg
acttaagaat
tccagtaaag
agattacata
caatgcaggce
aaaaattgtt
aagttcattc
acaactgata
atttaattga
aagtaagact
caagagacaa

gtagacaaag
cagcttggag’
aagatgtgaa

ccaagcaaca
tcaccaattt
caatacacgc
atacacctce
gcatactatt
acgtcaccaa
catttttgtt
aaatgattat

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3627
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127
<210> 7
<211> 2453
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<221> CDS
<222> (355)...(1719)
<400> 7
ggacgcgtgg gcggacgegt gggttcctcg ggeccctcgge gecacaagcect gtccocgggcac 60
gcagccccta gecggegegte gectgecaage cggcctcege gegectcect cctteocttet 120
cccetggetg ttcgecgatcec agcecttgggta ggcggggaag cagctggagt gegaccgcca 180
cggcagccac cctgcaaccg ccagtcggag gtgcagtccg taggccctgg ccccegggtg 240
ggcccttggg gagteggege cgctceccgag gagctgcaag getegecect geccggegtg 300
gagggcgcgg ggggcgcgga ggatattctt ggtgatcttg gaagtgtccg tate atg 357
Met
1
gaa tca atc tct atg atg gga agc cct aag agc ctt agt gaa act tgt 405
Glu Ser Ile Ser Met Met Gly Ser Pro Lys Ser Leu Ser Glu Thr Cys
5 10 15
tta cct aat ggc ata aat ggt atc aaa gat gca agg aag gtc act gta 453
Leu Pro Asn Gly Ile Asn Gly Ile Lys Asp Ala Arg Lys Val Thr Val
20 25 30
ggt gtg att gga agt gga gat ttt gcc aaa tcc ttg acc att cga ctt 501
Gly Val Ile Gly Ser Gly Asp Phe Ala Lys Ser Leu Thr Ile Arg Leu
35 40 45
att aga tgc ggc tat cat gtg gtc ata gga agt aga aat cct aag ttt 549
Ile Arg Cys Gly Tyr His val Val Ile Gly Ser Arg Asn Pro Lys Phe
1 55 60 65
get tct gaa ttt ttt cet cat gtg gta gat gtc act cat cat gaa gat 597
Ala Ser Glu Phe Phe Pro His Val Val Asp Val Thr His His Glu Asp
70 75 80
gct ctc aca aaa aca aat ata ata ttt gtt gét ata cac aga gaa cat 645
Ala Leu Thr Lys Thr Asn Ile Ile Phe Val Ala Ile His Arg Glu His
85 S0 . 95
tat acc tecc ctg tgg gac ctg aga cat ctg ctt gtg ggt aaa atc ctg 693
Tyr Thr Ser Leu Trp Asp Leu Arg His leu Leu Val Gly Lys Ile Leu
) 100 105 110
att gat gtg agc aat aac atg agg ata aac cag tac cca gaa tcc aat 741
Ile Asp Val Ser Asn Asn Met Arg Ile Asn Gln Tyr Pro Glu Ser Asn
115 120 125
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gct
Ala
130

ttt
Phe

agc
Ser

gtt
val

tcec
Ser

act
Thr
210

tte
Phe

aac
Asn

ace
Thr

gge
Gly

aga
Arg

gga
Gly

tgc
Cys

tat
TYyr

gtt
val

tta
Leu
370

244

gaa
Glu

aat
Asn

cgg
Arg

att
Ile

tta
Leu
195

ctc
Leu

tte
Phe

caa
Gln

tta
Leu

ctt
Leu
275

ttt
Phe

tta
Leu

i:ta
Leu

cag
Gln

tgg
Trp
355

ctt
Leu

705/PT

tat

Tyr

gtt
Val

cag
Gln

gaa
Glu
180

tca

Ser

tgg
Trp

ctt
Leu

cag
Gln

cct

Pro
260

ctg
Leu

cca
Pro

cta
Leu

ccg
Pro

cag
Gln
340

aga

tece
Ser

ttg
Leu

gtc
val

gtt
val
165

ctt
Leu

tca
Ser

aga

tat
Tyxr

agt
Ser
245

ata
Ile

gca
Ala

cect
Pro

agt
Ser

atg
Met
325

gtt
val

att
Ile

cte
Leu

gct
Ala

tca
Ser
150

tat
Tyr

gcc
Ala

gcc
Ala

999
Gly

tcc
Ser
230

gac
Asp

gtt
val

gct
Ala

tgg
Trp

ttt
Phe
310

aga

cat
His

gaa
Glu

ctg
Leu

tca
Ser
135

gct
Ala

ata
Ile

cgc

aga
Arg

cca
Pro
215

ttt
Phe

tet
Phe

gce
Ala

gct
Ala

ttg
Leu
295

tte
Phe

agg
Arg

gca
Ala

atg
Met

gca
Ala
375

tta
Leu

tgg
Trp

tgc
Cys

cag
Gln

gag
Glu
200

gtg
val

gtc
Val

tac
Tyr

ate
Ile

tat

Tyr
280

gaa
Glu

tte
Phe

tca
Ser

aat
Asn

tat
Tyr
360

‘gtc

val

tte
Phe

gca
Ala

agc
Ser

ttg
Leu
185

att
Ile

gatg
val

aga
Arg

aaa
Lys

act
Thr
265

caa
Gln

acc
Thr

gct
Ala

gag
Glu

att
Ile
345

atc
Ile

act
Thr

cca
Pro

ctt
Leu

aac
Asn
170

aat
Asn

gaa
Glu

gta
val

gat
Asp

attc
Ile
250
ttg
Leu

ctt
Leu

tgg
Trp

atg
Met
aga
330
gaa

Glu

tcc
Ser

tct
Ser

gat
Asp

cag
Gln
155

aat
Asn

ttc
Phe

aat
Asn

gct
Ala

gtg
Val
235

cct
Pro

ctc
Leu

tat
TYyr

tta
Leu

gtc
val
315

tat
Tyr

aac
Asn

ttt
Phe

atc
Ile

128

tct
Ser
140

tta

Leu

att
Ile

att
Ile

tta
Leu

ata
Ile
220

att

Ile

ata
Ile

tce
Ser

tac

Tyr

cag
Gln
300

cat
His

ttg
Leu

tect
Ser

ggc
Gly

cct
Pro
380

ttg
Leu

gga
Gly

caa
Gln

ccc
Pro

cce
Pro
205

agc
Ser

cat
His

gag
Glu

cta
Leu

gge
Gly
285

tgt
Cys

gtt
val

tet
Phe

tgg
TIp

ata
Ile
365

tca
Ser

att
Ile

cct
Pro

gcg
Ala

att
Ile
190

cta
Leu

ttg
Leu

cca
Pro

att
Ile

gta
val
270

acce
Thr

aga
Arg

gcce
Ala

cte
Leu

aat
Asn
350

atg
Met

gtg
val

gte
Val

aag
Lys

cga
Arg
175

gac
Asp

cga
Arg

gcc
Ala

tat
Tyr

gtg
val
255

tac
Tyr

aag
Lys

aaa
Lys

tac

Tyr

aac
Asn
335

gag
Glu

agc
Ser

agc
Ser

aaa
Lys

gat
Asp
160

caa
Gln

ttg
Leu

ctce
Leu

aca
Thr

gct
Ala
240

aat
Asn

ctt
Leu

tat
TyY

cag
Gln

agc
Ser
320

atg
Met

gaa
Glu

ctt
Leu

aat
Asn

gga
Gly
145

gce
Ala

cag
Gln

gga
Gly

tte
Phe

ttt
Phe
225

aga
Arg

aaa
Lys

gca
Ala

agg
Arg

ctt
Leu
305

cte
Leu

gci:
Ala

gaa
Glu

ggc
Gly

gct
Ala
38s

789
837
885
933
981
1029
1077
1125
1173
1221
1269
1317
}365
1413
1461

1509
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tta
Leu

aac
Asn

tgg
Trp

cte
Leu

gct
Ala

ctg
Leu

et
Phe

gct
Ala

gag
Glu
420

ctt
Leu

ctt
Leu

gct
Ala
435

tac

Tyr

tgc

Cys
450

aga
Arg

tctacttctt
catgtgactg
tttttcatce
ctccagagga
actacttccce
acatgaagtg
ctgtctgaat
gcaattcaca
atctttcatt
ttggtaatta
ttctatcatt
ttaaaaaaaa

<210> 8
<211> 454
<212> PRT
<213> Homo

<400> 8
Met Glu

1
Cys

val

Ser

Leu Pro

val
35
Arg

Gly

Ile
50
Ala

Leu

Phe
65
Asp

Ser

Ala Leu

His Tyr Thr

Leu Ile Asp
115
Ala Glu
130

Phe

Asn

Gly Asn

145

Ala Ser Arg

Gln val Ile

Gly Ser Leu

705/PT

aga
Arg

gaa
Glu
390

ata
Ile
405

agt
Ser

gag
Glu

gaa
Glu

gtt
val

ttg
Leu

cca
Pro

gac
Asp

taaaagcggc
agtgttggcce
cttcatcttg
tcaaagccac
tacttccact
aaaattaatt
taactagact
ttaaaattga
agatattttg
ctaaaactct
ctcatagatce
aaaaaaaaaa

sapiens

Ile Ser
Asn
20

Ile

Gly
Gly

Cys Gly

"Glu Phe

Thr Lys
85
Ser Leu
100

val

Tyr
val

Ser
Leu

val

tte
Phe

act
Thr

tac

Tyr

cece
Pro

tga

Met
Ile
Ser
Tyr
Phe

70
Thr

Trp
Asn
Ala

Ser

[ 44 4
Phe

agt
Ser

tte
Phe

cat
His

tac

Tyr

aga
Arg
425

att
Ile

tca
Ser
440

tgcccattac
agtgagatga
ctgctgggat
acccaaagag
gcttttcctg
ctrtctgece
gcaataattc
ttttecattg
tatctgettg
gtaatctcca
tgcecttataa
aaaaaaaaaa

Met Gly

Asn Gly

Gly Asp
His
S5
Pro

val
His
Asn Ile
Asp Leu
Met

120
Leu

Asn

Ser
135

Ala Trp

150

Gln val
165
Glu Leu
180

Ser Ser

Tyr
Ala

Ala

Ile
Arg Gln

Arg Glu

val

val

Arg

Axg

Ala

129

att
Ile

tct
Ser

cag
Gln
395

tta
Leu

att
Ile

gtt
val
410

tat

Tyr

ttt
Phe

aca
Thr

att
Ile

gta
val

ctg
Leu

attcctcagce
agtctcctea
tgtggatata
taaggcagat
catttaagcc
ttcagttctt
tttcttttga
tcaattagtt
gaatatatta
aaatattgct
acatttaaat
aaaaaaaaaa

Ser Pro
10

Lys

Lys

Ile
25
Phe

Asp

Ala Lys

Ile Gly

val Asp

Ile Phe
90
His

val

Leu
105
Ile Asn

Phe Pro Asp

Leu Gln

155

Ser Asn Asn
170

Leu Asn

185

Ile

Phe

Glu Aen

-Ser

ctt
Leu

aca
Thr

gga
Gly

tat
Tyr

gga
Gly

tag
415

cca
Pro

cca
Pro
430

aac
Asn

ctt
Leu

gat
Asp
445

ttg
Leu

tgtccttgca
aaggaaggca
acaggagccc
tagagaccag
attgtaaatc
tatcctgata
aagcttttaa
atactcattt
tecttcttttt
atcaaattac
aaaaagtact
aaaa

Ser Ser

Ala Lys

Thr

Ser Asn

val His

Ala His

Leu Gly
110
Gln Pro
Ser Ile
140
Leu Pro

Ile Ala

Ile Ile
190

Leu

Pro

Leu Pro

tat

Tyr
100

gtc
val

aaa
Lys

cga
Arg

ttt
Phe

gtt
Val

ctt
Leu

cag
Gln

gctggaactg gaatttgtct tcctattgac

gttaggtgta
gcatgtgtcc
tggcagetgt
aaagaccttg
tgggtgtgtt
ccatttaaca
aggataatgt
tcctgecttg
aactgtgtaa
acaccatgtt
atttaatgat

Glu Thr

val Thr

Ile Arg

Pro Lys

His Glu

Arg Glu

Lys Ile

Glu Ser

val Lys

Lys Asp
160
Arg Gln
175
Asp Leu

Arg Leu

1587

1605

1653

1701

1749

1809
1869
1929
1989
2049
2109
2169
2229
2289
2349
2409
2453
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Phe
Phe
225
Arg
Lys
Ala
Arg
Leu

305
Leu

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>

Thr
210
Phe
Asn
Thr
Cly
Arg
290
Gly
Cys
Tyr
Val

T, o0
ucu

370
Leu

Ala

Ala

Leu

Cys
450

9

195
Leu

Phe
Gln
Leu
Leu
Phe

Leu

Ala
435
Arg

4419
ADN
Homo sapiens

CDS
(85)...(1464)

9

Trp
Leu
Gln

Pro

200

Arg Gly Pro Val

215

230

245

260

Leu
Pro

Leu

Leu

Glu

Tyr Ser Phe Val
Ser Asp Phe Tyr
Ile val Ala Ile

Ala Ala Ala Tyr

280

Pro Trp Leu Glu

295

310

325

420

Leu

Tyr

Ser Phe Phe Phe
Met Arg Arg Ser
Val His Ala Asn

Ile Glu Met Tyr

360

s Ala val
u Ala Val

375

Pro Asp

Arg Glu Phe Ser
Ile Ser Thr Phe
Glu Glu Tyr Tyr

Val Leu Pro Ser

440

val
Arg
Lys
Thr
265
Gln
Thr

Ala

His

Arg
425
Ile

130

val
Asp
Ile
250
Leu
Leu
Trp
Met

Arg

Phe

val

Ala

val
235
Pro

Ile
220
Ile

Ile

Leu Ser

Tyr Tyr

Leu Gln

300

val His

315

Tyr Leu

Asn Ser

Phe Gly

Pro
2ro

380
Ser

1 Ile

Tyr Thr

Ile Leu

205
Ser

His
Glu
Leu

Gly
28S
Cys

val
Phe
Trp

Ile
365

Sar
SeX

Thr
Tyr
Pro

Asp
445

Leu
Pro
Ile
vVal

270
Thr

Leu
Gly
Pro

430
Leu

Ala
Tyr

Val
255

Tyr
Lys
Lys
Tyrx
Asn
335
Glu

Ser

415
Asn

Leu

Thrx
Ala
240
Asn
Leu
Tyx
Gln
Ser
320
Met

Glu

Lys
Phe

Gln

cgaaacttcc ctctaccege cecggeccegeg gocgcgeacceyg ttggegekbgg acgecttcocte
cttggaagcg cctctcececte agtt atg gag aaa act tgt ata gat gca ctt
Met Glu Lys Thr Cys Ile Asp Ala Leu

cct
Pro
10

gga
Gly

ggt
Gly

ctg
Leu

ctt
Leu

act
Thr G
tat
TyT

cce
Pro

act
Thr

ggt

tct
Ser

agt
Ser
60

atg
Met

gat

/ ASp

gtt
val
45

ggt
Gly

aat
Asn

tte
Phe
30

gtt
val

gca
Ala

tct tca
Ser Ser

gga aga
Gly Arg

ttt gga
Phe Gly

gaa gtc
Glu val

1

S

gaa aag caa gag act

Glu Lys

tca ctg
Ser Leu

agt cga
Ser Arg

Gln

gga
Gly

Glu Thr

20

35

50

ttg agc
Leu Ser

65

aac
Asn

tat
Tyr

ttg aaa
Leu Lys

ccc cag
Pro Gln

tca gaa
Ser Glu

gta
val

atg
Met

aag
Lys

gca
Ala
70

tgt
Cys

ctc
Leu

acc
Thr
55

gcc
Ala

att
Ile

cag
Gin

40
acc

Thr

aag
Lys

ttt
Phe
25

tgt

Cys

cta
Leu

aag
Lys

60
111

159

207

255
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tct
Serx

aca
Thr
90

aac
Asn

gcet
Ala

tca
Ser

ttt
Phe

gtt
val
170

gee
Ala

ttc
Phe

tgt
cys

aat
Asn

aca
Thr
250

gce

Ala

tgg
Trp

ctg
Leu

cga
Arg

ggc
Gly
75

gaa
Glu

aac
Asn

cat
His

gcc
Ala

gtg
val
155

cgt
Arg

aaa
Lys

cce
Pro

gtt
val

aca
Thr
235

gca
Ala

att
Ile

ctt
Leu

gga
Gly

tat
Tyr
315

705/PT

atc
Ile

tta
Leu

cce
Leu

ttg
Leu

tgg
Trp
140

tgt
Cys

aat
Asn

gaa
Glu

tte
Phe

ata
Ile
220

ttt
Phe

ctt
Leu

cta
Leu

gac
Asp

ttt
Phe
300

tat
Tyx

ata
Ile

act
Thr

aaa
Lys

gtg
val
125

gct
Ala

gga
Gly

ctt
Leu

att
Ile

tat
TYyr
205

aga
Arg

cgt
Arg

aca
Thr

caa
Gln

cac
His
285
gce
Ala

gta
val

atc
Ile

gag
Glu

‘atc

Ile
110

cca
Pro

ctc
Leu

aat
Asn

gga
Gly

gaa
Glu
190

ttg
Leu

gac
Asp

atg
Met

ctg
Leu

ctg
Leu
270

tgg
Trp

tte
Phe

cga
Arg

ata
Ile

gtt
val
95

aat
Asn

gga
Gly

cag
Gln

gac
Asp

ctt
Leu
175

aag
Lys

tct
Ser

gta
val

gct
Ala

ctt
Leu
255

tac
Tyx

atg
Met

ctt
Leu

tgg
Trp

gca
Ala
80

cte
Leu

caa
Gln

gce
Ala

tca
Ser

age
Ser
160

act
Thr

tac
Tyr

gct
Ala

ate
Ile

att
Ile
240

gct
Ala

cga
Arg

ctt
Leu

cat
His

aga
Arg
320

atc
Ile

aat
Asn

tat
Tyr

cac

His’

gga
Gly
145

aaa
Lys

cca
Pro

[o]e]+]
Pro

gtg
val

tac
Tyr
225

tce
Ser

ttg
Leu

ggc
Gly

tgce
Cys

gte
val
305

ttg
Leu

cac
His

gga
Gly

cca
Pro

gtg
val
130

gca
Ala

gce
Ala

atg
Met

ctg
Leu

ctg
Leu
210

cct
Pro

att
Ile

gttt
val

aca
Thr

cga
Arg
290

cte

Leu

gga
Gly

aga
Arg

aaa
Lys

gaa
Glu
11§

gta
val

ctg
Leu

aag
Lys

gat
Asp

cag
Gln
195

tgt
cys

tat
Tyr

cca
Pro

tac
Tyr

aaa
Lys
275

aag

Lys

tac

Tyr

aac
Asn

131

gag
Glu

ata
Ile
100

tct
Ser

aaa
Lys

gat
Asp

caa
Gln

caa
Gln
180

cta
Leu

gtec
val

gtt
val

aat
Asn

ctc
Leu
260

tac

Tyr

cag
Gln

aca
Thr

tta
Leu

cat
His
8s

ttg
Leu

aat
Asn

gca
Ala

gca
Ala

aga
Arg
165

gga
Gly

tet
Phe

tte
Phe

tat
Tyr

cgt
Arg
245

cct
Pro

cgf
Arg

ctt
Leu

ctt
Leu

acc
Thr
325

tat
Tyxr

gta
Val

gca
Ala

ttt
Phe

agt
Ser
150

gtg
val

tca
Ser

cca
Pro

ttg
Leu

gaa
Glu
230

ate

Ile

gge
Gly

cga

ggc
Gly

gtg
val
310

gte
val

gat
Asp

gac
Asp

gag
Glu

aac
Asn
135

cg9
Arg

atg
Met

ctc
Leu

atg
Met

tte
Phe
215

aag
Lys

ttt
Phe

gtt
val

tte
Phe

ttg
Leu
295

att
Ile

acc
Thr

ttt
Phe

atc
Ile

tac

Tyr
120

acc
Thr

cag
Gln

gat
Asp

atg
Met

tgg
200

ttec
Phe

aaa
Lys

cca
Pro

att
Ile

cca
Pro
280

gta
val

cct
Pro

cag
Gln

ctc
Leu

agc
Serx
105

ctt
Leu

atc
Ile

gtg
val

att
Ile

gca
Ala
185

agg
Arg

tat
Tyr

gat
Asp

ata
Ile

gct

Ala
265

gac

Asp

gct
Ala

att
Ile

gca
Ala

isa
399
447-
495
543
§91
639
687
735
783
831
879
927
875
1023

1071
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ata
Ile
330

cte
Leu

aag
Lys

tat
Tyr

teca
Ser

gat
Asp

atc
Ile

ttg
Leu

gga
Gly

tte
Phe

gag
Glu

cga
Arg
380

tgt
Cys

aca
Thr
395

gcc
Ala

ctce
Leu

aat
Asn

tca
Ser
410

att
Ile

cct
Pro

tgc
Cys

tta
Leu

ccc
Pro
440

caa
Gln

att
Ile

aaa
Lys

agc
Ser

ggatttctga
ttttttctta
ctggaagaga
tattttccca
gtttecttgt
gcagcttcct
accactgata
gggaatgagg
attctagtga
ctatttttat
tacgtatcta
tgaataaaaa
gggttgataa
aaataaatat
ctttgtaaat
agtgtaaata
aaatgaatag
atcatagggc
ccttgctgaa
gtgaccttca
atgatcttcc
tctgctaaga
caaaaatgat
tttttaaaaa
ttctaaaggc
ttgctetgtce
tcecaggtte

705/PT

aag
Lys

gag
Glu

aat
Asn

ttt
Phe

cca
Pro

338

gtg
val

get
Ala
350

tct
Ser

act
Thr
365

tte
Phe

gtc
val

cac
His

acc
Thr

aga
Arg

tgg
Trp

ttg
Leu

ttg
Leu

cag
Gln

ctg
Leu

tat
T™yr

ata
Ile

gga
Gly

tct
Sexr

cca
Pro

tce
Ser

aaa
Lys
385

tac

Tyr

gtg
val
400

ctt
Leu

cct
Pro

415

tca
Ser
430

aca
Thr

tce
Ser

gga
Gly

agt
Ser

gec
Ala

tce
Ser

ttg
Leu

get
Ala

agg
Arg

445

132

tcc
Ser
340

acc
Thr

agc
Ser

ttt
Phe

ctt
Leu

999
GCly
355

aat
Asn

gtt
val
370

agc
Ser

tat
TyT

agt
Gly

ctg
Leu

ggt
Gly

gg9
Gly

aag
Lys

tac
Tyr
420

gca
Ala

gece
Ala

taa tca
* Ser

tgc
Cys
4135

aaa
Lys

999
Gly

gga
Gly
450

tca
Ser

gcc
Ala

tgg
Trp

ctee
Phe

ctg
Leu

ttt
Phe

aac
Asn
375

gca
Ala

gtc
val

ttg
Leu

acc
Thr
390

ctg
Leu

ttc
Phe

aga
Arg
405

ctc
Leu

tta
Leu

gtg
Val

999
Gly

cat
His

gtg

tag
Val *

act caa
Thr Gln

aac
Asn

gaatggaaaa tcaatattta aaacaaagtt caatttagct

actatggttt
caccgtgact
acaccatttt
gaggccatgg
tatgggcaac
tctctggcte
aaggctttat
tttttgttgt
aatgacccct
aacacaagaa
tagagctgge
tggagggata
aagttcttga
tgtaaaattg
tttatattce
agtagcttct
tctgcaggta
agagaggtgt
atttaggatg
gggggattaa
cacatatcaa
cctttttttt

taaaatatat

taattgtatc
tttgttttce
gctcaggcetg
aagtgattct

tgaatgttta
gagggaaaca
atctcaggtt
agctgagatt
atgcatgacce
aagggctgag
taggtatate
tttttggaag
tgactttgct
aaatttacaa
atgtaattct
tceccettgga
tcaaaaagtt
cactatatta
aaatattgct
atatctgtct
taaatttgaa
gaagattcat
gttctcactg
ccttectage
aataactaaa
ttttttacte
taaaacaaca
tatatattca
tttttatcat
gagtgcagtg
tgttcatcag

aagaagaatg
ttgettgtet
agtgaagaat
gagactagcc
taatgtcettg
ttaagtgaaa
tgaggaagtg
taaaggcaaa
tttcttaata
ttgattaaaa
tcctctataa
tttcacttgce
caaagaaace
ggttaagtat
caatattttt
tagtctatta
caatgcatag
cattatgtga
tttttectgtg
tcaagcaatg
aggcactgag
tcattataac
tcaacaatec
attttacatc
ttttttcetet
gcacgatctc
cctecegagt

atgggtacag
ttgagaaatt
cagtgcaggt
ttgtggtttc
caaaatccaa
ggaaaaacag
ggtcacatga
cataaatatt
cagatattta
gtatccatgt
agaataggta
attgtgcaat
agaattttag
tatttaggta
catctattaa
taattgtaag
atgatcgaaa
aatttggatc
ctgatagtac
agctaaaagg
tttggcattt
atattataca
aggatatcttt
ctttttcaaa
tttattttte
agctcactge
agctgggact

ctc
Leu

agt
Ser
348

cte
Leu

gta
Val
360

tgg
Trp

aga
Arg

atc
Ile

cttg
Leu

cct
Pro

agc
Ser

ctt
Leu

atce
Ile
425

aca
Thr

aca
Thr

act
Thx

aga
Arg
455

ttaggaaagt
gactgacata
ccctgactct
acactaaaga
tagaagtatt
cacaatggtg
aatgtaaaaa
accatgatga
ctgagaggaa
cttggataca
taggaaagac
aagcaaagaa
acagcaagcet
ttataatatg
attaatttct
gagtaaaatt
attacggaaa
tttctcaaat
cctttccaag
agcecttatge
ttctgectge
tgacattata
tctataaaac
ggctttgttt
tgagacagtc
aacctcctcece
acaggcatgt

1119

1167

1215

1263

1311

1359

1407

1455

1504

1564
1624
1684
1744
1804
1864
1924
1984
2044
2104
2164
2224
2284
2344
2404
2464
2524
2584
2644
2704
2764
2824
2884
2944
3004
3064
3124



gccactatge
aggctggtct
tttcttaatyg
aaacatgtag
cactgataat
gagggtgttg
ttataactgg
caagcaagga
ctacagtatc
gttaggtgtg
ggtaccatce
aagagagtaa
ataggtaaaa
gctctacctg
ttttggcata
gccccaccag
gctcccaaaa
taaggtagaa
cttttaacag
gctgatatgt
ttccccatgt
aataaaaaaa
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ccagctaatt
tgaaatgctg
gctgcataat
actatatcca
gttgccaagce
ctttcatcge
ttgcaaaggt
tacaaaaagt
agtggaaaag
ctggggctgg
aggctggtct
tgtgtttate
tgctgaccta
agtagttaaa
atagctgcat
ctgaccaaag
ctatgaaatt
agaatgagtt
atccaaacta
ttcctgtatt
taagggatga
aaaaaaaaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Met

1
Glu
Ser
ser
Leu
65
Ile
Asn
TYyr
His
Gly
145
Lys
Pro

Pro

Val

TYX
225
Ser
Leu

Gly

10

tttgtacttt
gcgtcaagtg
atcacatcaa
ttetctacta
catttctaaa
accattgtag
acacagaaca
tggacgacat
ataaggaaaa
atactgctct
agagaagtct
ctggctcata
tagaaaaaaa
agcaattcat
ttccagacct
aaagcccaag
aatttgacca
tacaacagat
ttttacattt
ctagaaaaat
tggcttttat
aaaaaaaaaa

133

tagtagagac
atctgectge
ataggcattt
aaataaataa
gtgaccttat
attgtcettt
cacgctcectt
tgagtagagt
tgtcactact
tttacttgag
ttggagttaa
gtccgtcace
tgaactctac
gaagcctgaa
gacctttggc
ttcteecttct
tattaacaca
gaaaataagt
aaaaaaaaag
ttttacactt
aaatgtgtat
aaaaa

458
PRT
Homo sapiens

10

Glu
Lys
Leu
Arg
S0

Ser

His

Gly

Pro
val
130
Ala
Ala
Met
Leu
Leu
210
Pro
Ile
val

Thr

Lya
Gln
Gly

35
Asn

Tyr
Arg
Lys
Glu
115
val
Leu
Lys
Asp

Gln
195
Cys

Tyr
Pro

Tyr

Lys.

Thr
Glu
20

Leu
Pro
Ser
Glu
Ile
100
Ser
Lys
Asp
Gln
Gln
180
Leu
val
val
Asn
Leu

260
Tyr

Cys
S
Thr
Lys
Gln
Glu
His
85
Leu

Asn

Ala

Ala

Arg
165
Gly
Phe
Phe
Ty
Arg
245
Pro

Arg

Ile
val
Met
Lys
Ala
70

Tyr
val
Ala
Phe
Ser
150
val
Ser
Pro
Leu
Glu
230
Ile
Gly

Arg

Asp
Cys
Leu
Thr
Ala
Asp
Asp
Glu
Asn
135
Arg
Met
Leu
Met
Phe
215
Lys
Phe
val

Phe

Ala
ile
Gln
40

Thr
Lys
Phe

Ile

Tyr
120
Thr
Gln
Asp
Met
Trp
200
Phe
Lys
Pro

Ile

Pro

Leu

Phe
25
Cys

Leu
Lys
Leu
Ser
105
Leu
Ile
val
Ile
Ala
188
Arg
Tyr
Asp
Ile
Ala

265
Asp

Pro
Gly
Gly
Leu
Ser
Thr
Asn
Ala
Ser
Phe
val
170
Ala
Phe
Cys
Asn
Thr
250
Ala

Trp

Leu
Thr
TYyx
Pro
Gly
Glu
Asn
His
Ala
val
155
Arg
Lys
Pro
val
Thr
235
Ala
Ile

Leu

agggtttcac
ctcecgectta
ttcaaaccte
catttcagat
caatttaatt
ttatttcaat
caacttatct
catggtatac
cacctatgtt
cattggttga
ccatgctctt
gaaaatagaa
ttttatagec
gctaaagagce
cccaaccaca
gtccttceccececa
gctgactect
gctttgggceg
ttaaactaaa
tcacattatt
tcattaaatg

Thr Met Asn

Gly Asp Phe
Val
45

Gly

Ser Val

Ser Ala
60
Ile

Ile Ile

Leu Thr Glu
Ile
110

Pro

Leu Lys
val
125
Ala

Leu

Trp Leu

140
cys

Gly Asn

Asn Leu Gly

Glu Ile Glu

190

Phe Tyr Leu
20S

Ile Arg

220

Phe

Asp

Arg Met

Leu Thr Leu

Gln Leu
270

Trp

Leu

Asp His

cacattggte
cgtaatatat
tttccttatt
aatatctttg
accattggat
ttgcgtttat
ttgataaacc
ggtgctgacc
atgcaaaaca
ttaaagttta
tttgttaaag
aatgccatce
tagtaaaaat

actctgatgg

agtgctccaa
caacctcect
ccagtttact
aactgtattc
cttctttact
tttgtacact
ttactttaaa

Ser
Gly
Phe
Glu
Ile
val
95

Asn
Gly
Gln
Asp
Leu
175
Lys
Ser
val
Ala

Leu
255

Tyr

Met

Ser
Arg
Gly
val
Ala
80

Leu
Gln
Ala
Ser
Ser

160
Thr

Tyr
Ala
Ile
Ile
240
Ala
Arg

Leu

3164
3244
3304
3364
3424
3484
3544
3604
3664
3724
3784
3844
3904
3964
4024
4084
4144
4204
4264
4324
4384
4419
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134

Ala Leu

Ile Arg

Gly

Tyr

285
Phe Ala
300

val

315

Ala Ile
330
Ser Asp
345
Leu Leu

Arg Glu

Leu

Cys

Leu
Ser
Gly
Phe

Thr

Lys Lys

val
Ile Thr
365
Arg Phe
380

Ala His

395

Ser
410
Ile

Pro

Ile
425
Leu Gln

Ser Ile

gatctgattc
attgtgaata
ggtcttctag
tggttggaaa
atggtccatg

Asn
Pro

Gly

Leu

Cys

Ser

Arg
Thr

Ala
445

atccatatgc
aaaccttacc
cagctgetta
cctggttaca
ttgcctacag

Phe Leu His

Arg Trp Arg

320

Glu Asn Pro
335

Ala Leu

350

Ser

Gly

Leu Pro

val Gln Ser

Thr Val
400

Leu

Leu

Tyr
415
Ser

Trp

Ser
430
Arg

Leu

Ala Gly

tagaaaccaa
tatagttgecc
tcaactttat
gtgtagaaaa
cctctgcetta

tgcagatacc cagactgagc tggaactgga atttgtcttec ctattgacte
aaagcggetg cccattacat tccteagetg tecttgeagt taggtgtaca
tgttggccag tgagatgaag tctcctcaaa’ ggaaggcage atgtgtectt

275 280
Cys Arg Lys Gln Leu Gly Leu Val
290 295
val Leu Tyr Thr Leu Val Ile Pro
305 310
Leu Gly Asn Leu Thr val Thr Gln
. 325
Phe Ser Thr Ser Ser Ala Trp Leu
340
Ile Leu Gly Phe Phe Leu Phe Vval
355 360
Ser Val Ser Asn Ala Val Asn Trp
370 375
Lys Leu Gly Tyr Leu Thr Leu Ile
388 390
Tyr Gly Gly Lys Arg Phe Leu Ser
405
Pro Ala Ala Tyr Val Leu Gly Leu
420
Ser Ser Cys His Val Thr Thr Pro
435 440
Lys Gly Thr Gln Asn Thr Arg Lys
450 455
<210> 11
<211> 322
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 11
ggtcgacttt tcctttattec ctttgtcaga
cagagtgact tttacaaaat tcctatagag
attactttge tctcecctagt ataccttgca
tacggcacca agtataggag atttccacct
cagcttggat tactaagttg tttcttcget
ccgatgagaa ggtcagagag at
<210> 12
<211> 183
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 12
tttgcagett
tacttcttta
tgtgactgag
tece
<210> 13
<211> 448
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 13
aagaaggaga atccatttag cacctcctca
ggaatacttg ggttttttct gtttgtacte
aatgcagtca actggagaga gttccgattt
atcttgtgta cagcccacac cctggtgtac
ctcagatggt atcttecctge agcctacgtg
gtgatcaagt ttgtcctaat catgecatgt
ggctgggaaa ggaactcaaa acactagaaa
caaagttcaa tttagctgga aaaaaaaa
<210> 14
<211> 401
<212> ADN
<213> Homo sapiens

gcectggcectca
ttgggaatca
gteccagtcea
ggtgggaaga
ttagggctta
gtagacaaca
aagcattgaa

gtgattcata
cttetttgece
aactgggtta
gattcctcag
tcattccttg
cccttacaagq
tggaaaatca

tgtggctttg
atctgttage
tttgacccetg
cccttcaaat
cactgtgctg
gatccgcecag
atatttaaaa

60
120
180
240
300
322

60
120
180
183

60
120
180
240
300
360
420
448
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<220>
<221> misc_feature
<222> 11, 56, 233, 250, 310, 326, 377, 398
<223>n =a, t, ¢, oug
<400> 14
ggccgcggca nccgctacga cctggtcaac ctggcagtca agcaggtctt ggccanacaa
gagccacctc tgggtgaagg aggaggtctg gcggatggag atctacctct cecctgggagt
getggeecte ggcacgttgt ccctgetgge cgtgacctca ctgeccgtcca ttgcaaacte
gctcaactgg agggagttca gcttcgttca gtcctcactg ggetttgtgg centegtget
gagcacactn cacacgctca cctacggctg gacccgecgec ttcgaggaga gecgctacaa
gttctacctn cctcccaccet tcacgntcac getgetggtg cectgegtte gttcatcctg
ggccaaagcc ctgtttntac tgccttgcat tcagcecgnag a
<210> 15
<211> 118
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Xaa = Qualquer aminodcido
<400> 15
Ala Ala Ala Xaa Ala Thr Thr Trp Ser Thr Trp Gln Ser Ser Arg
1 5 10 15
Met Glu Ile Tyr Leu Ser Leu Gly Val Leu Ala Leu Gly Thr Leu
20 25 30
Leu Leu Ala Val Thr Ser Leu Pro Ser Ile Ala Asn Ser Leu Asn
35 40 45
Arg Glu Phe Ser Phe Val Gln Ser Ser Leu Gly Phe Val Ala Xaa
50 55 60
Leu Ser Thr Leu His Thr Leu Thr Tyr Gly Trp Thr Arg Ala Phe
65 70 75
Glu Ser Arg Tyr Lys Phe Tyr Leu Pro Pro Thr Phe Thr Xaa Thr
85 . 90 95
Leu Val Pro Cys Val Arg Ser Ser Trp Ala Lys Ala Leu Phe Xaa
100 105 110
Pro Cys Ile Gln Pro Xaa
115
<210> 16
<211> 23
<212> ADN
<213> Sequéncia Artificial
<220>
<223> iniciador
<400> 16

ttaggacaac ttgatcacca gca 23

<210>
<211>
<212>
<213>

17
24
ADN

<220>
<223>

<400> 17

iniciador

Sequéncia Artificial

tgtccagtee aaactgggtt attt 24

<210>
<211>
<212>
<213>

18
23
ADN

Sequéncia Artificial

Ser
Ser
Trp
Val
Glu
Leu

Leu

60
120
180
240
300
360
401
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<220>
<223> iniciador

<400> 18
agggagttca gcttegttca gte 23

<210> 19

<211> 24

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> iniciador

<400> 19
ggtagaactt gtagcggctc tcect 24

<210> 20

<211> 24

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> iniciador

<400> 20
gactgagctg gaactggaat ttgt 24

<210> 21

<211> 24

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> iniciador

<400> 21
tttgaggaga cttcatctca ctgg 24

<210> 22

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22
Trp Lys Met Lys Pro Arg Arg Asn Leu Glu Glu Asp Asp Tyr Leu
1 5 10 15

<210> 23

<211> 14

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> iniciador

<400> 23
ttttgatcaa gett 14
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<210> 24

<211> 42

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> iniciador

<400> 24
ctaatacgac tcactatagg gctcgagegg ccgecccggge ag 42

<210> 25

<211> 12

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> iniciador

<400> 25
ggccegtect ag 12

<210> 26
<211> 40
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> iniciador

<400> 26
gtaatacgac tcactatagg gcagegtggt cgcggcecgag 40

<210> 27

<211> 10

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> iniciador

<400> 27
cggctectag 10

<210> 28

<211> 22

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> iniciador

<400> 28
ctaatacgac tcactatagg gc 22

<210> 29

<211> 22

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial
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<220>
<223> iniciador

<400> 29
tcgageggee geccgggcag ga 22

<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> iniciador

<400> 30
agcegtggteg cggecgagga 20

<210> 31

<211> 25

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> iniciador

<400> 31
atatcgccege getegtegte gacaa 25

<210> 32

<211> 26

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> iniciador

<400> 32
agccacacgc agctcattgt agaagg 26

<210> 33

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> iniciador

<400> 33

Tyr Gln Gln Val Gln Gln Asn Lys Glu Asp Ala Trp Ile Glu His
1 5 10 15

<210> 34

<211> 24

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> sequéncia FLAG

<400> 34
gattacaagg atgacgacga taag 24
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

35
22
ADN

139

Sequéncia Artificial

iniciador

35

acaagagcca cctctgggtg aa 22

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

36
23
ADN

Sequéncia Artificial

iniciador

36

agttgagcga gtttgcaatg gac 23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

37
21
ADN

Sequéncia Artificial

local de clivagem para IgA-protease

37

cctcgacctc caacaccggg g 21

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

38
22
PRT
Homo

38

Arg Glu val

1
Lys Ile Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

39
34
PRT
Homo

39

Arg Arg Ser
1

Gln G1ln Asn

Glu Ile

<210>
<211>
<212>
<213>

40
15
PRT
Homo

sapiens

Ile His Pro Leu Ala Thr Ser His Gln Gln Tyr Phe Tyr
5 10 15

Ile Leu Val

20

sapiens

Tyr Arg Tyr Lys Leu Leu Asn Trp Ala Tyr Gln Gln val
5

10 15
Lys Glu Asp Ala Trp Ile Glu His Asp Val Trp Arg Met
20 25 30
sapiens
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<400> 40
Trp Ile Asp Ile Lys Gln Phe val Trp Tyr Thr Pro Pro Thr Phe
1 5 10 15
<210> 41
<211> 26
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 41
Tyr Ser Phe Val Arg Asp Val Ile His Pro Tyr Ala Arg Asn Gln Gln
1 3 10 15
Ser Asp Phe Tyr Lys Ile Pro Ile Glu Ile
20 25
<210> 42
<211> 33
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 42
Arg Arg Ser Glu Arg Tyr Leu Phe Leu Asn Met Ala Tyr Gln Gln Val
1 5 ‘ 10 : 15
His Ala Asn Ile Glu Asn Ser Trp Asn Glu Glu Glu Val Trp Arg Ile
20 25 30
Glu .
<210> 43
<211> 12
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 43
Lys Arg Ala Phe Glu Glu Glu Tyr Tyr Arg Phe Tyr
1 5 10
<210> 44
<211> 24
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 44
Tyr Pro Tyr Val Tyx Glu Lys Lys Asp Asn Thr Phe Arg Met Ala Ile
1 s 10 15
Ser Ile Pro Asn Arg Ile Phe Pro
20
<210> 45
<211> 34
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 45
Tyr Tyr Val Arg Trp Arg Leu Gly Asn Leu Thr Val Thr Gln Ala Ile
1 5 10 15
Leu Lys Lys Glu Asn Pro Phe Ser Thr Ser Ser Ala Trp Leu Ser Asp
’ 20 25 30

Ser Tyr
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<210> 46

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 46

Ala Leu Gln Leu Gly Pro Lys Asp Ala Ser Arg Gln Vval
5 10

<210> 47

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 47
Ile Glu Asn Ser Trp Asn Glu Glu Glu Val Trp Arg Ile Glu
1 5 10

Lisboa, 2010-04-27
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REIVINDICACOES

1. Polipéptido compreendendo uma sequéncia de aminodcidos
possuindo pelo menos 90% de identidade com a sequéncia de
aminocdcidos de comprimento completo apresentada na Fig. 9A-D.

2. Polipéptido da reivindicacéao 1 compreendendo a
sequéncia de aminodcidos de STEAP-2 apresentada na Fig. 9A-D.

3. Polipéptido de STEAP-2 compreendendo

(a) os residuos de aminodcido 1 a 205 apresentados na
Fig. 9A-D ou

(b) os residuos de aminodacido 229 a 254 apresentados na
Fig. 9A-D ou

(c) os residuos de aminodcido 278 a 303 apresentados na
Fig. 9A-D.

4., Polinucledétido 1isolado seleccionado do grupo que
consiste em:

(a) um polinucledétido que codifica um polipéptido de qualqgquer
uma das reivindicacgdes 1 a 3;

(b) um polinucledétido compreendendo a sequéncia de nucledtidos
desde a posicao 355 até, e incluindo, a posicdao 1719
apresentada na Fig. 9A-D;

(c) um polinucledétido compreendendo a sequéncia de nucledtidos
desde a posicao 355 até, e incluindo, a posicao 970
apresentada na Fig. 9A-D;

(d) um polinucledétido compreendendo a sequéncia de nucledtidos
desde a posicao 1039 até, e incluindo, a posicao 1115
apresentada na Fig. 9A-D;

(e) o ADNc contido no plasmideo 98P4B6-GTD3 como depositado na
American Culture Collection com o numero de acesso
PTA-311; em que T pode também ser U; e

(f) um polinucledétido que ¢é completamente complementar a um
polinucledtido de 4(a)-4(e).

5. Polinucledétido da reivindicacdo 4 marcado com um
marcador detectavel.
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6. Vector de expressao recombinante que contém um
polinucledétido da reivindicacgéao 4.

7. Células hospedeira que contém o vector de expressao da
reivindicacgao 6.

8. Processo para a produgao de um polipéptido de STEAP-2
compreendendo a cultura de uma célula hospedeira da
reivindicacdo 7 sob condicgdes suficientes para a producgao do
polipéptido e a recuperacao do polipéptido de STEAP-2.

9. Anticorpo ou seu fragmento, que se liga
especificamente a um epitopo no interior dos aminocdcidos 1-
205, 229-254, 278-303, 100-108, 227-235 ou 3060-314, da
sequéncia de aminodcidos apresentada na Fig. 9A-D.

10. Anticorpo ou seu fragmento da reivindicacao 9 que é
monoclonal.

11. Proteina recombinante compreendendo a regido de
ligagao ao antigénio de uma anticorpo monoclonal ou fragmento

de anticorpo da reivindicacéao 10.

12. Anticorpo ou seu fragmento da reivindicacao 9 ou da

reivindicacgao 10, ou proteina recombinante da
reivindicagao 11, que estdo marcados com um marcador
detectavel.

13. Anticorpo ou seu fragmento ou proteina recombinante
da reivindicacdo 12, em que o marcador detectdavel compreende
um radioisdétopo, um quelante de metais, uma enzima ou um
composto fluorescente, bioluminescente ou gquimioluminescente.

14. Anticorpo ou seu fragmento ou proteina recombinante
de qualquer uma das reivindicacdes 9-13 que é um anticorpo
humano.

15. Anticorpo ou seu fragmento de qualquer uma das
reivindicagdes 9-10 e 12-13, que compreende residuos da regiao
de ligag¢do ao antigénio de murino e residuos de anticorpo
humano.
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16. Ratinho transgénico que produz um anticorpo ou um
fragmento de anticorpo de qualgquer uma das reivindicagdes 9-10
ou 14-15.

17. Hibridoma que produz um anticorpo monoclonal de
qualquer uma das reivindicacdes 10 ou 14-15.

18. Anticorpo monoclonal ou seu fragmento da
reivindicacdo 10 gue estda conjugado com uma toxina, um

radioisdétopo ou um agente terapéutico.

19. Ensaio para deteccdo da presenga de um polipéptido de
STEAP-2 numa amostra compreendendo o contacto da amostra com
um anticorpo, fragmento ou proteina recombinante de qualquer
uma das reivindicagdes 9-12, e deteccao da sua ligagao ao
polipéptido de STEAP-2 na amostra.

20. Ensaio para deteccado da presenca de um polinucledtido
de STEAP-2 numa amostra compreendendo:

(a) o contacto da amostra com uma sonda polinucleotidica gque
hibrida especificamente com um polinucledétido da
reivindicacao 4; e

(b) a deteccdao da presenca de um complexo de hibridacéao
formado pela hibridacdo da sonda com polinucledétido de
STEAP-2 na amostra, em que a presenca do complexo de
hibridacdo indica a presenca de polinucledétido de STEAP-2
no interior da amostra.

21. Ensaio para deteccdo da presenca de um polinucledtido
de ARNm de STEAP-2 numa amostra bioldgica compreendendo:

(a) a produgdo de ADNc a partir da amostra por transcrigao

inversa utilizando pelo menos um iniciador;

(b) a amplificagdo do ADNc assim produzido wutilizando
polinucledétidos de STEAP-2 como iniciadores de sentido
directo e anti-sentido para amplificar ADNc de STEAP-2;

(c) a deteccdo da presenca do ADNc de STEAP-2 amplificado,

em que o0s polinucledtidos de STEAP-2 wutilizados como
iniciadores de sentido directo e anti-sentido s&o capazes de
amplificar o polinucledtido da reivindicacgao 4.
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22. Composicao farmacéutica compreendendo um anticorpo ou
um seu fragmento ou proteina recombinante de acordo com
qualguer das reivindicacdes 9-15 ou reivindicacdo 18, um
polipéptido de STEAP-2 de acordo com gualquer uma das
reivindicagbes 1-3, ou um polinucledétido de STEAP-2 de acordo
com qualguer uma das reivindicagdes 4 ou 5, e um transportador
fisiologicamente aceitéavel.

23. Composicadao de vacina compreendendo um polipéptido de
STEAP-2 de acordo com gualquer uma das reivindicacgdes 1-3, ou
um polinucledétido de STEAP-2 de acordo com a reivindicagédo 4 e
um transportador fisiologicamente aceitédvel.

24. Utilizacdo de um vector que codifica um anticorpo
monoclonal de cadeia simples que compreende os dominios
variaveis das cadeias pesada e leve de um anticorpo monoclonal
que se liga especificamente a um polipéptido de STEAP-2 de
acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 1-3, na preparacao
de um medicamento para o tratamento de um cancro que expressa
STEAP-2, tal que o vector entregue o anticorpo monoclonal de
cadeia simples que codifica a sequéncia as células cancerosas
e o0 anticorpo de cadeia simples codificado seja nelas expresso

intracelularmente.

25. Anticorpo ou fragmento como reivindicados em qualquer
uma das reivindicagdes 9, 10, 12-15 e 18 para utilizacado num
método de tratamento de um cancro que expressa STEAP-2.

26. Utilizacdo de um anticorpo ou fragmento como
reivindicados em qualquer uma das reivindicacdes 9, 10, 12-15
e 18 no fabrico de um medicamento para um método de tratamento
de um cancro que expressa STEAP-2.

Lisboa, 2010-04-27
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11 20 29 38 47 56

GAG ACT CAC GGT CAA GCT ARG GCG AAG AGT GGG TGG CTG AAG CCA TAC TAT TTT

65 74 83 92 101 110

ATA GAA TTA ATG GAA AGC AGA AAA GAC ATC ACA AAC CAA GAA GAA CTT TGG AAA
¥ E S R K D I T N @ E E L W X

119 128 137 146 155 164

ATG AAG CCT AGG AGA AAT TTA GAA GAA GAC GAT TAT TTG CAT AAG GAC ACG GGA
M X P R R N L E E D D Y L H K D T G
173 182 191 200 209 218

GAG ACC AGC ATG CTA AAA AGA CCT GTG CTT TTG CAT TTG CAC CAA ACA GCC CAT
E T $S M L X R P VvV L L H L H © T A H
, 227 216 245 254 263 272
GCT GAT GARA TTT GAC TGC CCT TCA GAA CTT CAG CAC ACA CAG GAA CTC TTT CCA
A D E F D ¢ ? 8 E L Q@ H T Q E L F P
281 290 299 . 308 317 326

CAG TGG CAC TTG CCA ATT AMA ATA GCT GCT ATT ATA GCA TCT CTG ACT TTT CTT
0 W ® L P I K T A A I I A S L T P L
335 344 353 362 371 380

TAC ACT CTT CTG AGG GAA GTA ATT CAC CCT TTA GCA ACT TCC CAT CAA CAA TAT
b'4 T L- L R B v I H P L A T s H Q Q Y
3gs 398 407 4186 425 434

TTT TAT AAA ATT CCA ATC CTG GTC ATC AAC AAA GTC TTG CCA ATG GTT TCC ATC
F ¥ x 1 P I L V I N X Vv L P M V S I
443 452 4§61 470 479 488

ACT CTC TTG GCA TTG GTT TAC CTG CCA GGT GTG ATA GCA GCA ATT GTC CAA CTT
T L L A L VvV ¥ L P G VvV I A A I V Q L
497 506 515 524 533 542

CAT AAT GGA ACC AAG TAT AAG AAG TTT CCA CAT TGG TTG GAT AAG TGG ATG TTA
H N G T K Y K K F p H W L D K w M L
551 560 569 578 587 596

ACA AGA AAG CAG TTT GGG CTT CTC AGT TTC TTT TTT GCT GTA CTG CAT GCA ATT
T R K @ F 6 t L S8 P F P A ¥ L H A I
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FIG. 1B

605 614 623 632 641 650

TAT AGT CTG TCT TAC CCA ATG AGG CGA TCC TAC AGA TAC AAG TTG CTA AAC TGG
Y s L s Y P M R R S§ Y R Y X L L N
659 668 677 686 695 704

GCA TAT CAA CAG GTC CAA CAA AAT AAA GAA GAT GCC TGG ATT GAG CAT GAT GTT
A Y @ 0 V 0 @ N K E D A W I E H D V
713 722 731 740 749 758

TGG AGA ATG GAG ATT TAT GTG TCT CTG GGA ATT GTG GGA TTG GCA ATA CTG GCT
W R M E I Y VvV S L 6 1 VvV @ L A I L A
767 776 785 794 go3 | 812

CTG TTG GCT GTG ACA TCT ATT CCA TCT GTG AGT GAC TCT TTG ACA TGG AGA GAA
L_L A VvV T S8 I P 8 VvV S D § L T W R E
821 830 839 848 857 8686

TTT CAC TAT ATT CAG AGC AAG CTA GGA ATT GIT TCC CTT CTA CTG GGC ACA ATA
F H Y I o S8 K & 6 I Vv S L L L G T I
875 884 893 902 911 920

CAC GCA TTG ATT TTT GCC TGG AAT AAG TGG ATA GAT ATA AAA CAA TTT GTA TGG
¥ A L I ® A W N K W I D I K Q F V W
929 938 947 956 965 974

TAT ACA CCT CCA ACT TTT ATG ATA GCT GTT TTC CTT CCA ATT GTT GTIC CTG ATA
Y T P 4 T F M I A v F L P . I v v L I
983 992 1001 1020 1019 1028

TTT AAA AGC ATA CTA TTC CTG CCA TGC TTG AGG AAG AAG ATA CTG AAG ATT RAGA
P _K S8 I L ¥ L P € ¥ R K K I L X I R
1037 1046 1055 1064 1073 1082

CAT GGT TGG GRA GAC GTC ACC ARA ATT AAC AAA ACT GAG ATA TGT TCC CAG TTG
H 6 w E D vV T K I N K T B I € § Q L
1091 1100 1109 1118 1127 1136

TAG AAT TAC TGT TTA CAC ACA TTT TIG TTC RAT ATT GAT ATA TTT TAT CAC CAA
* N Y ¢C L H T F L F N I D I F Y H Q
1145 1154 1163 1172 1181 1190

CAT TTC ARG TTT GTA TTT GTT AAT AAR ATG ATT ATT CAA GGA AAA AAA AAA AAA
H F K F VvV F VvV N K M I I Q G K K K K

ARA AA 3°
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FIG.1C

Exiracelular

/\113 18/\718 277
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FIG. 1D

S’ GGC GGA GGC GGA GGC GGA GGG CGA GGG GCG GGG AGC GCC GCC TGG AGC GCo
GCA GGT CAT ATT GAA CAT TCC AGA TAC CTA TCA TTA CTC GAT GCT GTT GAT

AAC AGC RAG 3
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FIG. 2A

27X
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FIG. 3A
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FIG. 4A

GGGGCCCGCACCTCTGGGCAGCAGCGGCAGCCGAGACTCACCGTCAAGCTARGGCGAAGAGTGGGTGGCTGARGCC
ATACTATTTTATAGAATTAATGGAAAGCAGAAAAGACATCACAAACCANGAAGAACTTTGGAAAATGAAGCCTAGS
AGAANTTTAGAAGAAGACGATTATTTGCATAAGGACACAGGAGAGACCAGCATGCTARARAGACCTGTGCTTTTGC
ATTTGCACCAAACAGCCCATGCTGATGARTTTGACTGCCCTTCAGAACTTCAGCACACACAGGAACTCTTTCCACA
GTGGCACTTGCCAATTAAAATAGCTGCTATTATAGCATCTCTGACTTTTCTTTACACTCTTCTGAGGGAAGTAATT
CACCCCTTAGCAACTTCCCATCAACAATATTTI TTATAAAAT TCCAATCCTGGTCATCARCAAAGTCTTGCCAATGG
TTYrCCATCACTCTCTTGGCATTGGT TTACCTGCCAGCTGTGATAGCAGCAATTGTCCAACTTCATAATGGAACCAA
GTATAAGARGTTTCCACATTGGTIGGATAAGTGGATGT TAACAAGARAGCAGTTTGGRCTTCTCAGTTTCTTTTTT
GCTGTACTGCATGCAATT TATAGTCTGTCTTACCCAATGAGGCGATCCTACAGATACAAGTTGCTAAACTGGGCAT
ATCAACAGGTCCARCAAAATAAAGAAGATGCCTGGATTGAGCATGATGT TTGGAGAATGGAGATTITATGTGTCTCT
GAGAATTETGGGATTGECAATACTIGCTCTGTTGGCTGTGACATCTATTCCATCTGTGAGTGACTCTTTGACATGO
AGAGAATTTCACTATATTCAGCTAAATAATATATARAATAACCCTAAGAGGTAAATCTTCTTTTTGTGTTTATGAT
ATAGAATATGTTGACTTTACCCCATAAARAATAACAARTGTTTTTCAACAGCARAGATCTTATACTTGTTCCAATT

AATAATGTGCTCTCCTGTIGTTTTCCCTATTGCTTCTAATTAGGACAAGTGTT TCCTAGACATAAATAAARGGCAT

TAAAATATTCTTTGT T T T TT T TTT T TGT T TG T T TGTT T T T TGTI TG TTTGTTTGTTTTTTTGAGATGAAGTCTCG
CTCPGTTGCCCATGCTGGAGTACAGTGCCACGATCTCEGGCTCACTGCAACCTGCGCCTCCTGGGTTCAGGCGATTC
TCTTGCCTCAGCCTCCTGAGTAGCTGGGATTACAGGCACCCATCACCATGTCCAGCTAATTTTTGTATTTTTAGTA
GAGACAGGGTTTTCCCATGTTGGCCAGGCTGGTCTCGATCTCCTGACCTCARATGATCCGCCCACCTCGGCCTCCC
AARGTGCTGGGATGACAGT TGTGAGCCACCACACTCAGCCTGCTCTTTCTAATATTTGAAACTTGTTAGACAATTT
GCTACCCATCTAATGTGATATTTTAGGAATCCAATATGCATGGTTTATTATTICTTAAAAAAAATATTCTTTTACC
TGTCACCTGAATTTAGTAATGCCTTTTATGTTACACAACTTAGCACTT‘I‘CCAGAAACAAAAACTCTCTCCTTGMA
TAATAGAGT'IT'I'I‘ATCTACCAAAGATATGCTAGTGTCTCATTTCAAAGGCTGC‘I‘T’I'I;ICCAGCTTACATTTTATAT
ACTTACTCACTTGAAGT TTCTAAATAT TCTTGTAATTTTAARACTATCTCAGATTTACTGAGGTTTATCTTCTGGT
GGTAGATTATCCATAAGAAGAGTGATGTGCCAGAATCACTCTGGGATCCTTGTCTGACAAGATTCAAAGCGACTAAA
TTTAATTCAGTCATGARCACTGCCAAT TACCGTTTATGGGTAGACATCTTTCGGAAATTTCCACAAGGTCAGACATT

CGCAACTATCCCTTCTACATGTCCACACGTATACTCCAACACTTTATTAGGCATCTGATTAGTTTGGAAAGTATGC
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FIG. 4B

CTCCATCTGAATTAGTCCAGTGTGGCTTAGAGTTGGTACAACATTCTCACAGAATTTCCTAATTTTGTAGGTTCAG
CCTGATAACCACTGGAGTTCTTTGGTCCTCATTAAATAGC T TTCTTCACACAT TGCTCTGCCTGTTACACATATGA
TGAACACTGCTTTTTAGACTTCAT&AGGAATTTAGGACTGCATCTTGACAAdTGAGCCTATTCTACTATATGTACA
ATACCTAGCCCATAATAGGTATACAATACACATTTGGTAAAACTAATTTTCAACCAATGACATGTATTTTTCAACT
AGTAACCTAGAAATGTTTCACTTAARATCTGAGAACTGGT TACACTACAAGT TACCTTGGAGATTCATATATGAAA
ACGCRAACT TAGCTATTTGATTGTATTCACTGGGACT TAAGAATGCGCCTGAATAAT TG TGACTTCGAT T TGTTCT
GGCAGGCTAATGACCATTTCCAGTAAAGTGAATAGAGG TCAGAAGTCGTATAAAAGAGGTGTTGTCAGAACACCGT
TGAGATTACATAGGTGAACAACTATT T TTAAGCAACTTTAT TTGTGTAGTGACAAAGCATCCCAATGCAGGCTGAA
ATGTTTCATCACATC TCTGGATCTCTCTAT TT TG TGCAGACATTGAARAARATTGTTCATATTAT TTCCATGTTATC
AGAATATTTGATTTTTTAAAAACATAGGCCAAGTTéATTCACTTCATTATTCATTTATCAAAATCAGAGTGAATCA
CATTAGTCGCCTTCACARCTEATARAGATCACTGAAGTCAAATTGATT TTTGCTATAATCTTCAATCTACCTATAT
TTAATTGAGRATCTAAAATGTACARATCATTGTGTTGAT TCTGCAGTGATCCTGCTATAAGTAAGACTCAGTCCCT
GATTTTAGGTATCCTGTGAAAAGCAGAAT TAAGACAARTACACAAGAGACAAAGCACAAAARATAMATATCATAAG
GGGATGAACAAAATGGTGGAGAAAGAGTAGACAAAGTTTTTGATCACCT&CCTTCAAAGAAAGGCTGTGAATTTTG
'TTCACTTAGACAGCTTGGAGACAAGAAATTACCCAAAAGTAAGGTGAGGAGGATAGGCAAAAAGAGCAGAAAGATG
TGAATGGACATTGTTGAGAAATGTGATAGGAAAACAATCATAGATAAAGGATTTCCARGCAACAGAGCATATCCAG
ATGAGGTAGGATGOGATAAACTCTTAT TGAACCAATC TTCACCAAT TTTGTT T TTCT TTTGCAGAGCAAGCTAGCA
AT TGTTICCCTITCTACTGGGCACAATACACGCAT IGAT T I TTGCCTGGAATAAGTGGATAGATATAAMCAATTTG
TATGGTATACACCTCCAACT I TTATGATAGCTGT T TTCCT T CCAATTGT TG TCCTCATATTTAARAGCATACTATT
CCTGCCATGCTITGAGGARGAAGATACTGAAGATTAGACATGGTTGRGAAGACGTCACCAAAATTAACAAARCTGAG
ATATGTTCCCAGT TG TAGAATTACTGT TTACACACATTTTTGTTCAATATTGATATATTTTATCACCAACAT T'TCA

AGTTTGTATTTGTTAATAAAATGATTATTCAAGGAAAARAAAARAAARAAARAAD
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FIG. 5A
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FIG. 7A
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FIG.
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FIG. 9D
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FIG. 10A
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FIG. 10B
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FIG. 10C

CTGAACTATG
GACTTGATAC

CTTACACCGT
GAATGTGGCA

GAGAACACCA
CTCTTGTGGT
CCCAGAGGCC

GGGTCTCCGG

TTGTTATGGG
AACAATACCC

TCCTTCTCTG
AGGAAGAGAC

GATAAAGGCT
CTATTTCCGA

GTTTTGAATG
CAAAACTTAC

GACTGAGGGA
CTGACTCCCT

TTTTATCTCA
AAAATAGAGT
ATGGAGCTGA

TACCTCGACT

CAACATGCAT
GITGTACGTA

GCTCAAGGGC
CGAGTTCCCG

TTATTAGGTA
AATAATCCAT

GAGGTTTTTG
CTCCAAAAAC

GTGAAATGAC
CACTTTACTG

TTATAACACA
AATATTGTGT

TCTATAGAGC
AGATATCTCG

AARATGGAGG
TTTTACCTCC

ATAAMAAGTTC
TATTTTCAAG

ATATTGTAAA
TATAACATTT

AAATTTTATA
TTTAAAATAT

AATAAGTAGC
TTATTCATCG

TTGTTTTTTG
AACAAAMMAC

CCCTTGACTT
GGGAACTGAR

AGAAAAATIT
TCTTTTTARA

TGGCATGTAA
ACCGTACATT

GATATCCCCT
CTATAGGGGA

-TTGATCAARA

AACTAGTTIT

ATTGCACTAT
TAACGTGATA

TTCCAAATAT
ARGGTTTATA

TTCTATATCT
AAGATATAGA

TTTAAAGAAG
AAATTTCTTC

AACATTGCTT
TTGTAACGAR

GGTTAGTGAA
CCAATCACTT
GATTGAGACT

CTAACTCTGA

GACCTAATGT
CTGGATTACA

TGAGTTAAGT
ACTCAATTCA

TATCTGAGGA
ATAGACTCCT

GAAGTAAAGG
CTTCATTTCC

TGCTTTTCTT
ACGAAADMGAA

ACAATTGATT
TGTTAACTAA

TTCTTCCTCT
AAGAAGGAGA

TGGATTTCAC
ACCTAAAGTG

AGTTCAAAGA
TCAAGTTTCT

ATTAGGTITAA
TAATCCAATT

TGCTCAATAT
ACGAGTTATA

GTCTTAGTCT
CAGAATCAGA

BATGATGGGT
TTACTACCCA

GTCTTTGAGA
CAGARAACTCT

GAATCAGTGC
CTTAGTCACG
AGCCTTGTCG

TCGGAACACC

CTTGCAAAAT
GAACGTTTTA

GAAAGGARAR
CTTTCCTTTT

AGTGGGTCAC
TCACCCAGTG

CAAACATARRA
GTTTGTATTT

AATACAGATA
TTATGTCTAT

AAAAGTATCC
TTTTCATAGG

ATAARAGAATA
TATTTCTTAT

TTGCATTGTG
AACGTAACAC

AACCAGAATT
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GACTACAGGC
CTGATGTCCG

TCACCACATT
AGTGGTGTAA

CTTACGTAAT
GAATGCATTA

CCTCTTTCCT
GGAGAAAGGA

AGATAATATC
TCTATTATAG

CTGCTCTGCT
GACGAGACGA

TATACAAARA,
ATATGTTTTT

AAACTTTTTA
TTTGAAAAAT

GTTTTTCTAA
CRAAAAGATT

AGTCTTGCTC
TCRGAACGAG

CTCCTCCCAG
GAGGAGGGTC

ATGTGCCACT
TACRCGGTGA

GOTCACGCTG
CCAGTCCGAC

ATATTTTCTT
TATAARAAGAA

TATTAAACAT
ATAATTTGTA

TTTGCACTGA
AAACGTGACT
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FIG. 10D

ATAGTCTGCA

TATCAGACGT

GGGCAGAGAG
CCCGTCTCTC

TGAAATTTAG
ACTTTAAATC

TTCAGGGGGA
AAGTCCCCCT

TTCCCACATA
AAGGGTCTAT

GGTATAMATT
CCATATTTAA

GTGTGAAGAT
CACACTTCTA

GATGGTTCTC
CTACCAAGAG

TTAACCTTICC
AATTGGAAGG

TCAAAATAAC
AGTTTTATTG

ARGACCTTTT
TTCTGGAAAA

TGATTAAAAT

ACTAATTTTA

AARATAATTG
TTTTATTAAC
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TATCTATATA
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TTCCTTTTITA
AAGGAARAAT

GCTGGAGTGC
CGACCTCACG

TTCTTGTTCA
AAGARCAAGT

TGAACAATGC
ACTTGTTACG

TCATCATTAT
AGTAGTAATA

ACTGTTTTTIC
TGACAAAAARG

TAGCTCARGC
ATCGAGTTCG

TAARAGGCAC
ATTTTCCGTG

ACTTTCATTA
TGAARAGTAAT
AACATCAACA

TTGTAGTTGT

TTCAATTTTA
AAGTTAARAT

TTATTTITTTT
AATAARRAMA

AGTGGCACGA
TCACCGTGCT

TCAGCCTCCC
AGTCGGAGGG

AATTTTTGTA
TTAAAAACAT

GCTGGCGTCA
CGACCGCAGT

TAATATCACA
ATTATAGTGT

TCCATTTTITT
AGGTAAAARA

AAGCCATTTC
TTCGGTAAAG

CTTTTAGTAG
GAAAATCATC

AGTGATCTCGC
TCACTAGACG

TCAAATAGGC
AGTTTATCCG

ACTAAAATAA
TGATTTTATT

TAAAGTGACC
ATTTCACTGG

ATAGATGATC
TATCTACTAG

GTGAAATTTG
CACTTTAARAC

TGTGCTGATA
ACACGACTAT

ARTGAGCTAA
TTACTCGATT

TGAGTTTGGC
ACTCARACCG

TAACATATTA
ATTGTATAAT
ATCCAGGATA

TAGGTCCTAT

CATCCTTTTT
GTAGGAAAAR

CTTTTTTATT
GAARAAATARM

TCTCAGCTCA
AGAGTCGAGT

GAGTAGCTGG
CTCATCGACC

AGACAGGGTT
TCTGTCCCAA

CTGCCTCCGC
GACGGAGGCG

ATTTTTCAAA
TAAAAAGTTT

ATRACATTTC
TATTGTARAG

TTATCAATTT
AATAGTTAAA
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TGTTATGCAA
ACAATACGTT

TTGATTAAAG
AACTAATTTC

TCTTTTTGTT
AGAAAMACAR

AGAAAATGCC
TCTTTTACGCG

AGCCTAGTAA
TCGGATCATT
GAGCACTCTG

CTCGTGAGAC

CACAAGTGCT
GTGTTCACGA

CCCACAACCT
GGGTGTTGGA

TCCTCCAGTT
AGGAGGTCAA

GGCGAACTGT
CCGCTTGACA

TAAACTTCTT
ATTTGAAGAA

TATTTITGTA
ATAAAAACAT

AATGTTACTY
TTACAATGAA

GACCCTACAG
CTGGGATGTC

AACAGTTAGG
TTGTCAATCC

TTTAGGTACC
AAATCCATGG

ARAGAAGAGA
TTTCTTCTCT

ATCCATAGGT
TAGGTATCCA

AAATGCTCTA
TTTACGAGAT
ATGGTTTTGG

TACCAAARCC

CCAAGCCCCA
GGTTCGGGGT

CCCTGCTCCC
GGGACGAGGE

TACTTAAGGT
ATGAATTCCA

ATTCCTTTTA
TAAGGAAAAT

TACTGCTGAT
ATGACGACTA

CACTTTCCCC
GTGAMAGGGG

TAAAAATAAR
ATTTTTATTT
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FIG. 10E

GTTGCTTTCA
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CTGGTTGCAA
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AGGTACACAG
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CAGATCTICTT
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ATAAGATCTT

ATGATGGCTT
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GTAGATTGTC
CATCTAACAG

AACARCACGCT
TTGTATGCGA

ACATTGAGTA
TGTAACTCAT

AARATGTCAC
TTTTACAGTG

CTCTTTTACT
GAGRAAATGA

GTCTTTGCAG
CAGARACCTC

CATAGTCCGT
GTATCAGGCA

AADATGAACT
TTTTACTTGA

TCATGAAGCC
AGTACTTCGG
ACCTGACCTT

TGGACTGGAA

CAAGTTCTCC
GTTCAAGAGG

ACCATATTARA
TGGTATAATT

AGATGAAAAT
TCTACTTITA

ATTTAAAAAR
TAAATTTITT

AAATTTTTAC
TTTAAAAATG

TTATAARATGT

AATATTTACA

ARRAAARAA
TTTTTTTTT

TTTTTTATIT
AAARAATAAA

CCTICAACTT
GGAAGTTGAA

GAQGTCATGGT
CTCAGTACCA

TACTCACCTA
ATGAGTGGAT

TGAGCATTGG
ACTCGTAACC

TTAACCATGC
AATTGGTACG

CACCGARAAT
GTGGCTTTTA

CTACTTTTAT
GATGAAAATA

TGAAGCTAAR
ACTTCGATIT
TGGCCCCAAC

ACCGGGGTTG

TTCTGTCCTT
ARGACAGGAA

CACAGCTGAC
GTGTCGACTG

AAGTGCTTTIG
TTCACGARAC

ARAGTTAAAC
TTTCAATTTG

ACTTTCACAT
TGAAAGTGTA

GTATTCATTA
CATARGTARAT
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FIG. 10F

STEAP-1, AA508880 (NCI_CGAP Pré)

ggtcgacttttectitattectttgtcagagatctgattcatecatatgetagaaaccaacagagtgacttttaca
ajattectatagagattgtgaataaaaccttacetatagttgecattactttgetotecetagtatacettgeagy
tcttctggroagergcttatcaactttattacggraccaagtataggagatttecaccttggt tggaaacetggeta
cagtgtagaaaacagettggattactaagtegtttcttegetatggtccatgtcgectacageckotgettacega
tgagaaggtcagagagat '

STEAP-2, fragmento SSH de 98P4B6

TTTGCAGCTTTGCAGATACCCAGACTGAGCTGGAACTCGAATTTGTCTTCCTATTGACTCTACTTCTTTARAAGCG
GCTGCCCATTACATTCCTCAGCTGTCCTTECAGTTAGGTCTACATGTGACTGAGTGTTIGGCCAGTGAGATGAAGTC
TCCTCAMGGAAGGCAGCATGTGTCCTTTTT

STEAP-3, Al139607 (EST de festiculos)
aagaaggagaatccatttagracctectcagoctggoctcagtgattcatatgtggectttgggaatacettgggeete
ttectgtttgtactcttgggaatcacttotttgeocatetgttagocaatgcagtcaactggagagagktecgateegt
ccagtecaaactgggttatttgacectgatettgtgtacagocecacaccetggigtacggtgggaagagattecte
agcoccttcaaatctcagatggtatcriaeckgoagectacqgtgttaggqettatcattecttgeactgtgotggtga
tcaagtttgtcctaatcatgocatgtgtagacaacacocttacaaggatocegecagggctgggaaaggaactcaaa
acactagaaaaagcattgaatggaaaatcaatatttaaaacaaagttcaatttagectggaaaaaaaaa

STEAP-4, R80991 (EST de placenta)

ggccgeggeancegctacgacctggtcaacctggoagtcaagcaggecttggocanacaagageccacctetgggty
aaggaggaggtcotggcggatggagatctacctetoecctgggaghgatggeocteggeacgtigtecctgetggecg
tgacctcacrgecegtccattgeaaactocgotecaactggagggagttcagottogetcagtectcactgggetetgt
ggccntcegtgctgagcacactncacacgckcacctacggetggaccegegocttegaggagageogetacaagtee
tacctncctoccaccttcacgntcacgctgetggtgecctgeoghtoegtecatectgyggecaaagecctgtitntac
tgcocttgeatrcagoognaga
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FIG. 11C

LFPQWHLPIKIAAIIASLTFLYTLLREVIHPLATSHQRYFYKI PILVINKVLPMVEITLL
LFTLWRGPVVVAISLATFFFLYSFVRDVIHPYARNQQSDFYKIPIEIVNRTLPIVAITLL

am ] - 1 3 * LA * dddr & * (2223 F k& kEk * wddo

ALVYLPGVIAAIVQLHNGTKYKKFPHWLDKWMLTRKQFGLLSFFFAVLHAIYSLSYPMRR
SLVYLAGLLAAAYQLYYGTKYRRFPPWLETWLQCRKQLGLLS FFFAMVHVAY SLCLPMRR

LE R L B | " *n LR AR *h wR * Rk FEEX kA roh * LA R LA AR

SYRYKLLNWAYQQVQQONKEDAWI EHDVWRMEI ¥VSLGIVGLATLALLAVTSIPSVSDSLT
SERYLFLNMAYQQVHANIENSWNEEEVWRIEMYISFGIMSLGLLSLLAVTSIPSVSNALN

. a8 *E ERERE * * ddrk & * W k% * * Rk kA AR TAN *

WREFHYI1QSKLGIVSLLLGTIHALIFAWNKWIDI KQFVWYTPPTFMIAVFLPIVVLI
WREFSFIQSTLGYVALLISTFHVLIYGWKRAFEEEYYRFYTPPNFVLALVLPSIVIL

LR X ik kdk F ko * R wR * ik w N a* * *
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FIG. 11D

ELFPOWHLPIKIAAITASLTFLYTLLREVIHPLATSHQQYFYKIPILVINKVLPMVSITL
QLFPMWRFPFYLSAVLCVFLFFYCVIRDVIYPYVYEKKDNTFRMAISIPNRIFPITALTL
kd W L * L w W * * * & &
LALVYLPGVIAATVQLHNGTKYKKFPHWLDKWMLTRKQFGLLSFFFAVLHAIYSLSYPMR
LALVYLPGVIAAILQLYRGTKYRRFPDWLDHWMLCRKQLGLVALGFAFLEVLYTLVIPIR
L 2 E R 2 SR R R R L 3 LE R 4] *dk HEN kWK KRR kW *hk WK * b * *
RSYRYKLLNWAYQQVQQNKEDAWIEHDVWRMEIYVSLGIVGLAILALLAVTSIPSVSDSL
YYVRWRLGNLTVIQAILKKENPFSTSSAWLSDSYVALGILGFFLFVLLGITSLPSVSNAV
- *x % * * W * kW hodtE & * LA BN & L X J
TWREFHYIQSKLGIVSLLLGTIHALIFAWNKWIDIKQFVWYTPPTFMIAVFLPIVVLIFK
NWREFRFVQSKLGYLTLILCTAHTLVYGGKRFLSPSNLRWYLPAAYVLGLIIPCTVLVIK
LA A LE A & 2 * k& % * & wk * Ll *

SILFLPCLRKKILKIRHGWEDVTK

FVLIMPCVDNTLTRIRQGWERNSK
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FIG. 11E

RKVTVGVIGSGDFAKSLTIRLIRCGYHVVICSRNPKFASEFFPHVVDVTHHEDALTKTNI
KQETVCIFGTGDFGRSLGLKMLQCGY SVVFGSRNPQ-KTTLLPSGAEVLSYSEARKKSGI
LR * kR W Whw ik kW Aok * * » W L]
IFVAIHREHYTSLWDLRHLLVGKILIDVSNNMR INQYPESNAEYLASLFPDSLIVKGFNV
IIIAIHREHRYDFLTELTEVLNGKILVDISNNLKINQYPESNAEYLAHLVPGAHVVKAFNT
PR TT LY TR S * O kwRE ok hkw  kkkkRAAATE AR * N e kk
VSAWALQLGPKDASRQVYICSNNIQARQQVIELARQLNFIPIDLGSLSSAREIENLPLRL
ISAWALQSGALDASRQVFVCGNDSKAKQRVMDIVRNLGLTPMDQGSLMAAKEIEKYPLQL
Skkkkh * EEWkER X ¥ * * * % ® k kkh Kk wEkw  kk &
FILWRGPVVVAISLATFFFLYSFVRDVIHPYARNQQSDFYKIPIEIVNKTLPIVAITLLS
FPMWRFPFYLSAVLCVFLFFYCVIRDVIYPYVYEKKDNTFRMAISIPNRIFPITALTLLA
L ke W » * ok * khix hR * k * wk * wwA
LVYLAGLLAAAYQLYYGTKYRRFPPWLETWLQCRKQLGLLSFPFFAMVHVAYSLCLPMRRS
LVYLPGVIAAILQLYRGTKYRRFPDWLDHWMLCRKQLGLVALGFAFLHVLYTLVIPIRYY
HEKE k kE Wwk kkhkkwkkd Rh X WA Ah Ak T I
ERYLFLNMAYQQVHANIENSWNEEEVWRIEMYISFGIMSLGLLSLLAVTS IPSVSNALNW
VRWRLGNLTVTQAILKKENPFSTSSAWLSDSYVALGILGFFLFVLLGITSLPSVSNAVNW
- * * e * * " w W Rk kE RRNRRAE A
REFSFIQSTLGYVALLISTFHVLIYGWKRAFEEEYYRFYTPPNFVLALVLPSIVIL

REFRFVQSKLGYLTLILCTAHTLVYGGKRFLSPSNLRWYLPAAYVLGLIIPCTVLV
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FIG. 17
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FIG. 20
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Fig. 238
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Fig. 25
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