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RESUMO

"ANTICORPOS MONOCLONAIS E FRAGMENTOS DE ANTICORPO DE CADEIA
UNICA CONTRA ANTIGENIO DE MEMBRANA ESPECIFICO DA PROSTATA
DE SUPERFICIE CELULAR"

Anticorpos monoclonais isolados ou uma porgao de
ligacédo a antigénio dos mesmos que se ligam a antigénio de
membrana especifico da préstata na sua forma nativa que
ocorre na superficie de células tumorais caracterizados por
serem ligados a um marcador ou um agente citotdxico ou
construidos como uma parte de um anticorpo biespecifico ou

um diacorpo recombinante.



DESCRICAO

"ANTICORPOS MONOCLONAIS E FRAGMENTOS DE ANTICORPO DE CADEIA
UNICA CONTRA ANTIGENIO DE MEMBRANA ESPECIFICO DA PROSTATA
DE SUPERFICIE CELULAR”

O cancro da préstata é o cancro mais comummente
diagnosticado nos homens e a segunda causa mais comum de
morte na civilizagao Ocidental. Nenhum tratamento curativo
existe actualmente para este tumor apds a progressao além
das fronteiras da possibilidade de ser operado. Por causa
da mortalidade e da morbidade significativa associadas a
progressao da doenga, existe uma necessidade urgente de
novos tratamentos alvo. Em contraste com o cancro em outros
sistemas de oérgaos, o cancro de prdéstata representa um
excelente alvo para a terapéutica de anticorpo por uma
gquantidade de razbes, gque incluem i) a prdéstata expressa
antigénios especificos dos tecidos, 1i) a prdéstata é um
6rgdo ndo essencial e sua destruicdo ndo prejudicara o
hospedeiro, 1ii) os locais de metastase sao ndédulos
linfaticos e osso que recebem altos niveis de anticorpos
circulantes, e iv) os niveis séricos de PSA proporcionam um
meio para monitorizar a resposta terapéutica.

Entre os diversos marcadores candidatos que foram
identificados para cancro de prdstata, o antigénio de
membrana especifico da préstata (PSMA) parece ser o mais
promissor. Esta glicoproteina transmembranar do tipo II de

aproximadamente 100 KD consiste num segmento intracelular

curto (1 - 18 aminodcidos), um dominio transmembranar (19 -
43 aminoacidos), e um dominio extracelular extenso (44 -
750 aminocacidos). O PSMA pode servir como um alvo util para

imunoterapia porgue cumpre com 0s seguintes critérios: 1) a
expressao € primariamente restrita a prdstata, i1ii) o PSMA é
expresso abundantemente como proteina em todos os estagios

de doenga, 1ii) apresenta-se na superficie celular, mas nao



derramado na c¢irculacao, 1v) a expressao ¢é associada a
actividade enzimatica ou de sinalizagdo. O PSMA & também
expresso na neovasculatura da maioria dos outros tumores
s6lidos, e portanto pode ser um alvo para a administracao
especifica de farmacos anti-angiogénicos.

Por causa das suas especificidades orientadas ao alvo,
coloca-se muita énfase no desenvolvimento de anticorpos
monoclonais (mAbs) para aplicagbdes de diagndstico e
terapéuticas em medicina do cancro. No entanto, a
utilizagao in vivo de mAbs é associada a sérios problemas,
por causa do seu tamanho e imunogenicidade. Portanto, a
investigag¢ao focou-se no desenvolvimento de anticorpos
terapéuticos menores com poucos efeitos secundarios, melhor
acessibilidade tumoral e taxas de depuragdao mais rapidas. A
engenharia genética tornou possivel construir fragmentos de
anticorpo de cadeia Unica (scFv) gue sdo ferramentas
potencialmente poderosas para terapéutica de cancro. Estes
anticorpos pequenos sao compostos dos dominios variaveis da
cadeia leve (Vy) e a cadeia pesada (Vy) 1ligadas por um
péptido linker. Mostram pouca imunogenicidade, gquase nenhum
efeito toéxico, uma taxa de depuracao aumentada, uma
absorcao melhorada pelo tumor e uma penetragao melhor nas
células tumorais. scFv murino recombinante pode ser
estabelecido de acordo com métodos padrao utilizando
bibliotecas de expressao de hibridomas ou células do bacgo
de ratinhos especificamente imunizados [Chowdhury et al.,
MoI. Immunol. 4 (1997), p. 9-20].

O primeiro mAb publicado (7E11-C5) contra alvos de
PSMA no dominio intracelular da proteina e mostrou-se
altamente especificos da prdéstata [Horoszewicz et al.,
Anticancer Res. 7 (1987), P. 927-935]. Também, oS
anticorpos monoclonais contra o dominio extracelular de
PSMA foram originados apds a imunizagdo com o antigénio. No

entanto, existe ainda uma discrepancia entre a ligagao ao



antigénio em células fixadas e secgdes histoldgicas por um
lado e ligacao a células tumorails viaveis por outro lado.

O antigénio de membrana especifico da prdstata (PSMA)
¢ um marcador de prdstata que ¢é altamente expresso em
préstata normal bem como em cancro de prostata. Sua
expressao é aumentada em cancro de préstata e encontra-se
primariamente na prdstata.

O antigénio de membrana especifico da prdstata (PSMA)
é uma membrana Unica ligada a proteina celular que é sobre-
expressa muitas vezes no cancro de prdstata bem como na
neovasculatura de muitos outros tumores sélidos, mas nao na
vasculatura dos tecidos normais. Esta expressao uUnica de
PSMA torna-o num marcador importante bem como um alvo
extracelular grande de agentes de de imagiologia. O PSMA
pode servir como alvo para a distribuicao de agentes
terapéuticos tais como citotoxinas ou radionuclideos. O
PSMA tem duas fungdes enzimaticas unicas, folato hidrolase
e NAALADase e é reciclado como outros receptores ligados a
membrana através de depressdes revestidas com clatrina.

Uma forma de radio-imuno-conjugado do anticorpo
monoclonal anti-PSMA (mAb) TE11, esta comercialmente

. . . ®
disponivel como "ProstaScint™"

que se utiliza actualmente
para diagnosticar a metastase e recorréncia do cancro de
préstata. O epitopo de PSMA reconhecido pelo anticorpo
monoclonal 7E11-C5.3 esta localizado no dominio
citoplasmatico do antigénio de membrana especifico da
proéstata.

Existem, no entanto, também relatdérios que descrevem a
expressdo de PSMA em tecidos ndo prostaticos que incluem
rim, figado e cérebro. Uma explicagao possivel &, assim,
proporcionada por O'Keefe et al. (Prostate, 2004, 1 de
Fevereiro; 58 (2) 200-10), i1isto ¢é, que existe um gene
semelhante a PSMA que possuili 98% de identidade ao gene de

PSMA ao nivel dos nucledtidos, que € expresso em rim e



figado sob o controlo de um promotor diferente ao do gene
de PSMA.

O documento WO 01/009192 descreve o desenvolvimento de
anticorpos monoclonais humanos para antigénio de membrana
especifico da préstata. Os anticorpos monoclonais anti-PSMA
humanos foram gerados por meio da imunizacao de ratinhos
com PSMA purificado ou preparagdes enriquecidas de
antigénio PSMA. Tal antigénio purificado €& um PSMA
desnaturado uma vez que se purificou por imunocadsorcao apds
lise celular com detergentes idénicos.

0 documento WO 97/35616 descreve anticorpos
monoclonais especificos para o dominio extracelular de
antigénio de membrana especifico de prdstata. As
imunizag¢des foram realizadas com um péptido C-terminal ou
uma preparagao de membrana de tumor gue expressa PSMA. Os
mAbs ndo se ligam especificamente a células gue expressam
PSMA e, portanto, nao podem ser utilizados para fins de
diagnéstico ou terapéuticos.

Bander et al., Seminars in Oncology, 2003, pp 667-677
e o documento US 2004/0213791 respectivamente divulgam
anticorpos monoclonais dirigidos contra antigénio de
membrana especifico de préstata. Uma vez que a imunizacgéao
foi realizada com antigénio purificado, os anticorpos
monoclonais nadao tém uma alta ligacdo a célula e nao se
conseguiu obter scFv de nenhum destes mAb.

O documento WO 98/03873 descreve o0s mesmos anticorpos
como no documento US 2004/0213791 ou porgdes de ligacao dos
mesmos que reconhecem um dominio extracelular de antigénio
de membrana especifico de préstata. Nao pdde ser mostrado
gque as porgdes de ligacao dos anticorpos de facto ligam-se
ao antigénio. Fracasso et al., The Prostate, 2002, pp 9-23
descrevem anticorpos monoclonais anti-PSMA que sao
quimicamente acoplados a cadeia A de ricina. As construgdes

descritas neste artigo nao se ligam de forma



suficientemente especifica ao alvo e tém as desvantagens
geralmente descritas de geracgcao em imunotoxinas.

E um objecto da presente invencdo proporcionar meios
superiores e construgdes que ajudam a diferenciar com maior
fiabilidade entre células tumorais e células saudavels que
expressam PSMA ou uma proteina similar e células PSMA-
negativas. Tais construgdes podem ser utilizadas para
alvejar mais especificamente cancro de prdstata.

E outro objecto proporcionar construcdes que destroem
células de cancro de proéstata especificas gue expressam
PSMA.

O antigénio de membrana especifico de prdstata (PSMA)
é¢ um alvo atractivo para imunoterapia de cancro de
préstata. No entanto, em células de prdéstata o PSMA é
exXpresso com uma estrutura terciaria e quaternaria
especifica e anticorpos produzidos contra PSMA desnaturado
isolado nao reconhecem eficientemente células tumorais que
expressam PSMA. A ligacao de anticorpos e scFv a PSMA
desnaturado pode ser obtida apdés a imunizagao com o
antigénio purificado isolado. A presente invencgdo, no
entanto, permite a geracao de anticorpos e scFv de alta
afinidade contra PSMA celular nativo por meio de um método
de imunizagdo diferente que da somente um pobre rendimento
de clones positivos. Somente 0s ultimos anticorpos
produzidos contra PSMA nativo podem reagir com PSMA de
superficie celular e podem ser utilizados como ferramentas
de diagndstico e terapéutica.

Os anticorpos monoclonais (mAbs), fragmentos de
anticorpo de cadeia unica (scFv) e diacorpos da presente
invencao foram preparados de acordo com métodos
convencionais a partir de células do baco de ratinhos. No
entanto, os ratinhos foram imunizados com células LNCaP e
lisado de células LNCaP contendo PSMA nativo de comprimento
completo. Numa forma de realizacao preferida da presente

invengao o antigénio, em particular o PSMA nativo de



comprimento completo foi obtido apdéds o tratamento das
células, preferentemente células LNCaP com um tampao de
lise especial chamado M-PER, reagente de extracgao de
proteina de mamifero que estd comercialmente disponivel de
Pierce, Roquefort, 1Illinois. O tampao M-PER utiliza um
detergente patenteado em 25 mM de tampao bicina (pH 7,6).
Hibridomas e scFv foram rastreados e seleccionados por meio
de citometria de fluxo em células LNCaP positivas para PSMA
apds absorcado com células de prdstata DU 145 negativas para
PSMA. Adicionalmente, foram testados para reactividade com
PSMA purificado. Os anticorpos monoclonais e scEFv
resultantes foram caracterizados por citometria de fluxo em
LNCaP e DU 145 transfectadas com PSMA e por western blot
com PSMA glicosilado e desglicosilado purificado. Além
disso, imunocitologia com células LNCaP e imunohistoguimica
em secgbes de parafina de amostras de cancro de préstata
foi preparada.

No curso da presente invencao trés mAbs (3/F11, 3/Al12
e 3/E7) puderam ser obtidos, gque foram reactivos com
células LNCaP viaveis e DU 145 transfectadas com PSMA
células, mas nao com outras linhas celulares gue nao
expressam PSMA. A ligagao a células LNCaP foil muito forte.
Nas concentragdes de saturagcao (100 nM) a intensidade de
fluorescéncia média de PE (MFI) foi entre 1000 e 1600. A
reactividade com PSMA purificado foi mais forte com a forma
nativa (ELISA) que com a proteina desnaturada e
desglicosilada (western Dblot), a imunohistoquimica em
secgbes de parafina foi especificamente positiva para
células epiteliais com mAb E7.

A partir de mAb 3/Al12 dois scFv, chamados E8 e A5,
foram obtidos por meio de seleccao de fagos recombinantes
em células LNCaP e PSMA purificadas. A sequéncia de scFv ES8
foi idéntica a um scFv A4, que foi obtida da Biblioteca de
células B do mesmo ratinho. ScFv E8 fol fortemente reactivo

com células LNCaP mostrando um MFI de aproximadamente 100



nas concentragdes de saturacgao, enquanto a MFI de scFv A5
foi somente aproximadamente 40 sob as mesmas condigdes.
Nenhuma ou ligag¢do minima foi wvista com outras linhas
celulares gue nao possuiam expressadao de PSMA. Ligacgao de
ambos scFv a PSMA desglicosilado e glicosilado desnaturado
purificado foi fraca. Além disso, do mAb 3/F11 o scFv
chamado D7 e para mAb 3/E7 o scFv chamado H12 foi obtido.

No presente pedido de patente descrevem-se trés mlAb,
que sao diferentes daqueles publicados por outros autores
com relacao a alta afinidade de ligacao e alta coracgao de
Células de cancro de prodéstata que expressam PSMA. Os
anticorpos 3/F11, 3/Al12 e 3/E7 nao somente mostram uma
forte actividade de ligacdo, mas também internalizacdo em
células LNCaP como sao mostradas por meio de citologia de
imunofluorescéncia e detecgao com microscopia de varrimento
laser confocal. Estes mAbs foram obtidos apds imunizacgao
com PSMA nativo de comprimento completo, que estd em
contraste a métodos de imunizacao diferentes publicados.

Apds a 1imunizagdo com PSMA desnaturado purificado,
mAbs foram obtidos que foram altamente especificos para o
antigénio, mas tinham somente uma ligacdao limitada a
células LNCaP que expressam PSMA e também nao foram
internalizados nas células. Estes dados de controlo nao séo
mostrados no presente pedido de patente. Existem alguns
mAbs anti-PSMA descritos em literatura. No entanto, os
valores de intensidade de fluorescéncia médios foram muito
inferiores que com os anticorpos da presente invencao.

De maneira similar aos mAbs, scFv anti-PSMA foram
gerados apds imunizagao com PSMA desnaturado e nativo. Com
o PSMA desnaturado foi obtido scFv altamente especifico ao
antigénio, mas nao ligacao a células LNCaP (dados nao
mostrados no presente pedido de patente). Em contraste, com
PSMA nativo foi obtido scFv com uma alta actividade de
ligagao a célula, mas uma pobre ligagao ao antigénio

desnaturado isolado.



No entanto, os problemas identificados nestes e outros
ensaios com imunotoxinas guimicamente ligadas sao o
desenvolvimento de anticorpos contra as 1imunotoxinas,
toxicidade hepatica e sindrome de vazamento vascular e
também dificuldades em produzir grandes quantidades de
material definido. Estes problemas sao, pelo menos em
parte, superados pela utilizagao tecnologia de  ADN
recombinante que torna a construcdo de menos imunogénica e
menores imunotoxinas factiveis, e mais facilmente permita a
produgao de imunotoxinas em grandes quantidades. Acredita-
se também que a penetragao em tumores deve ser melhor para
pequenas proteinas que grandes conjugados. Portanto,
imunotoxinas recombinantes foram engenheiradas fusionando a
sequéncia codificante do scFv E8, H 12, D7 e A5 e a toxina
PE40. A descoberta central foi que todas as i1munotoxinas
recombinantes efectivamente mataram células de cancro de
prostata cultivadas numa maneira dependente da dose. Morte
potente foli encontrada nao somente com a alta ligacao de
E8- com CI50 de aproximadamente 0,05 nM, mas também com a
menor ligagao de ©proteina de fusdao A5- com CI50 de
aproximadamente 0,09 nM. A morte de células de cancro de
préstata que nao expressam PSMA foi mais que 2000 vezes
menos. Isto pode ser seguido de volta a proteinas
bacterianas residuais ou outros agentes téxicos nas
preparagdes de imunotoxina, porgque o mesmo antecedente pdde
ser observado em concentrag¢des igualmente altas com o scFv
sozinho. O termo CI50 é definido como a concentragao em nM
da toxina que reduz a proliferacao de células a 50% da
proliferagao de células sem adicionar uma toxina.

Os anticorpos e scFv descritos neste relatédrio
descritivo especificamente ligam-se a PSMA de superficie
celular nativo e, portanto, terao valor em aplicagdes de
diagnéstico e terapéuticas focalizando em PSMA como um alvo

antigénio para cancro de prédstata.



Uma vez que PSMA é expresso nas células de cancro de
prbostata com uma estrutura terciaria e qguaternaria
especifica, somente anticorpos contra esta conformacgao
celular podem reconhecer e fortemente ligar-se a células de
cancro de prdstata viaveis e tecido gque expressa PSMA.
Portanto, o objectivo do presente estudo foi gerar tais
mAbs e scFv que podem ser utilizados para terapéutica e
diagndéstico alvejando de cancro de proéstata.

A presente invencao proporciona portanto um anticorpo
monoclonal isolado ou uma porcdo de ligacdo a antigénio do
mesmo dque liga-se a antigénio de membrana especifico da
préstata na sua forma nativa que ocorre na superficie de
células tumorais que é ligado a um marcador ou um agente
citotdxico.

O termo "anticorpo monoclonal isolado" refere-se a uma
glicoproteina que compreende pelo menos duas cadeias pesada
(H) e duas cadeias 1leve (L) interligadas por ligagdes
dissulfeto. Cada cadeia pesada €& compreendida de uma regiao
variavel de cadeia pesada (abreviada como Vi) e uma regiao
constante de cadeia pesada. A regiao constante de cadeia
pesada é compreendida de trés dominios, em particular CH 1,
CH2 e CH3. Cada cadeia leve contém uma regido variavel de
cadeia leve (Vy) e uma regiao constante de cadeia leve
(CL). As regides de VH e VL podem ser ainda subdivididas em
regides de hipervariabilidade, gue sdo também chamadas
regides de determinacgao de complementaridade (CDR)
entremeada com regides que sao mais conservadas. Aqgquelas
regides sao também chamadas regides de framework (FR). Cada
regidao de Vy e V;, é composta de trés CDRs e quatro FRs
dispostas desde a terminacao amino até a terminacao carboxi
na seguinte ordem: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. As
regibes varidveis das cadeias pesada e leve contém um
dominio de ligacdo gque interage com um antigénio.

Nas Figuras 13, 14 e 20, 21 as CDRs sao marcadas por

caixas cinzas. Aquelas areas sao importantes para a ligacgéo
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do anticorpo monoclonal ou a porgao de ligacao a antigénio
do mesmo. As outras Aareas sao regides de framework dque
podem ser substituidas por outras sequéncias, contanto que
a estrutura tridimensional que € requerida para a ligacgao
nao seja desarranjada. Em caso da estrutura da construcgao
ser mudada, nado havera suficiente ligacdo ao antigénio.
Anticorpos monoclonais derivados de ratinho podem causar
efeitos secundarios imunoldgicos indesejados devido ao
facto de que contém uma proteina de outra espécie que pode
provocas anticorpos. A fim de superar este problema os
anticorpos monoclonais ou as porgdes de ligagao ao
antigénio do mesmo pode ser humanizadas. O processo de
humanizac¢ao de anticorpos monoclonais é€ conhecido ao perito
na especialidade. As regides de framework de um mAb de
ratinho sdo substituidas pelas correspondentes regides de
framework humanas. A fim de manter as propriedades de
ligagao preferidas as sequéncias das CDRs deveriam ser
mantidas tao longe quanto possivel. Pode ser requerido, no
entanto, realizar algumas trocas de aminocdcido a fim de
optimizar as propriedades de ligagao. Isto pode ser
realizado pelo perito na especialidade por meio de
procedimentos padrao. Além disso introduzindo um framework
humano pode ser necessario realizar trocas e/ou delegdes a
de aminodcido fim de melhorar as propriedades da
construcao.

O termo "porcado de ligagao a antigénio" do anticorpo
monoclonal refere-se a um ou mais fragmentos de tal
anticorpo que reteve a capacidade de especificamente ligar-
se ao antigénio de membrana especifico da prdéstata na sua
forma nativa. Exemplos de porgdes de ligacgao ao antigénio
do anticorpo incluem um fragmento de Fab, um fragmento
monovalente que consiste nos dominios VL, VH, CL e Cm, um
fragmento de F(ab');, um fragmento bivalente que compreende
dois fragmentos de Fab ligados por uma ponte dissulfeto na

regiao de dobradiga, um fragmento Fd que consiste no
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dominio Vi e Cyi, um fragmento Fv que consiste nos dominios
Vi, € Vg de um Unico bragco de um anticorpo, um fragmento dAb
que consiste num dominio Vg e um regido de determinacao de
complementaridade isolada (CDR).

O anticorpo monoclonal isolado ou a porgao de ligacgao
a antigénio do mesmo de acordo com a presente invencao pode
preferentemente ser internalizado por uma célula tumoral se
¢ utilizado para propdsitos terapéuticos. Para propdsitos
de diagndéstico uma internalizacdo pode nao ser requerida.

O anticorpo monoclonal isolado ou uma porgao de
ligagao a antigénio do mesmo de acordo com a presente
invencao se liga fortemente a células LNCAP, mas nao a
células que nao possuem expressao de antigénio de membrana
especifico da prdstata.

A ligacgao do anticorpo monoclonal isolado ou a porgao
de ligagédo a antigénio do mesmo é medida por intensidade de
fluorescéncia de PE (MFI) que é preferentemente igual ou
superior a 40 para um scFv e preferentemente superior a
1000 para um mAb em concentragdes de saturacao.

As propriedades de ligagao dos anticorpos monoclonais
isolados ou uma porcgao de ligagcao a antigénio dos mesmos ao
PSMA nativo foram comparadas por tratamento das células
LNCAP com concentragdes crescentes do Ab anti-PSMA da
primeira etapa seguido por incubacao com o Anticorpo
marcado para PE da segunda etapa. A partir das resultantes
curvas de saturagdao a concentragao de anticorpo alcangando
50% de saturacgcao de locais de PSMA pode ser lida. Os trés
mAb 3/F11, 3/A12 e 3/E7 mostraram uma alta actividade de
ligagao alcangando 50% de saturacao de locais de PSMA a
aproximadamente 16 nM (3/F11), 2 nM (3/A12) e 30 nM (3/E7).
Com o scFv um 50% de saturagao de locais de PSMA foi
encontrado a 10 nM (E8) e 60 nM (A5).

A fim de determinar a forca de ligacao a fluorescéncia
intensidade de PE (ficoeritina) (MFI) foi medida. Os

valores de MFI foram representados em grafico contra a
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concentracao de anticorpo (ou fragmentos de ligagao do
mesmo) pelo qual o valor de platd de MFI corresponde a 100%
de saturacao com antigénio. Apds ter determinado o valor de
topo (platd correspondente a 100% de saturacgao de
antigénio) o valor correspondente a 50% de saturacao pode
ser facilmente determinado. Utilizando o) grafico a
concentracao correspondente dos anticorpos ou fragmentos de
ligagao do mesmo em nM pode ser vista.

O anticorpo monoclonal isolado ou uma porgao de
ligagao a antigénio do mesmo compreende um marcador dJue
pode ser uma particula que emite radiagdo radiocactiva. Esta
particula pode ser um elemento radioactivo numa forma que
pode ser ligado a construgdo, preferentemente na forma de

111
um complexo. Por exemplo um mAb marcado com

pode ser
utilizados como um agente de radioimunocontigrafia na

deteccdo de tumores metastasicos distantes em pacientes de

cancro de préstata. Obviamente outros elementos
radioactivos adequados como °°S ou 1 podem ser
utilizados.

Alternativamente o anticorpo monoclonal isolado ou
porcao de ligagcao a antigénio do mesmo pode compreende um
agente citotdéxico que € uma substancia celular téxica
seleccionada do grupo que consiste em toxinas, por exemplo,
taxol, citocalasina B, gramicidina D, brometo de etidio,
emetina, mitomicina, etoposido, teniposido, vincristina,
vinblastina, colchicina, doxorrubicina, daunorubicina,
dihidroxi antracindiona, mitoxantrona, mitramicina,
actinomicina D, l-desidrotestoterona, glicocorticdides,
procaina, tetracaina, lidocaina, propranoclol e/ou
puromicina.

Numa forma de realizacao preferida da ©presente
invengao um anticorpo monoclonal isolado ou uma porgao de
ligagdo a antigénio do mesmo compreende uma sequéncia de
aminoacidos parcial de pelo menos 10 aminoacidos
consecutivos de SEQ ID NO:1 (scFv E8), SEQ ID NO: 10 (scFv
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A5), SEQ ID NO:20 (scFv H12) e/ou SEQ ID NO:22 (scFv D7).
Numa forma de realizacao preferida o anticorpo monoclonal
ou proteina de ligacdo a antigénio do mesmo compreende pelo
menos 25 ou, mals preferido, pelo menos 35 e o mais
preferido pelo menos 50 aminodcidos consecutivos de SEQ ID
NO:1, SEQ 1ID NO:10, SEQ 1ID ©NO:20 e/ou SEQ ID NO:22,
respectivamente.

Numa forma de realizacgao preferida o anticorpo
monoclonal isolado ou porgao de ligacdao a antigénio do
mesmo compreende pelo menos uma das CDRs gque tém SEQ ID
NO:2 - SEQ ID NO:7 e/ou SEQ ID NO:11 a 16. Mais
preferentemente tal construgao compreende pelo menos 3 e
mais preferentemente pelo menos 5 daquelas sequéncias de
CDR. Numa maneira similar as CDRs pode ser deduzidas da
Fig. 20 e 21 em que as sequéncias de CDR sao designadas.

E ainda um aspecto da invencdo proporcionar sequéncias
de ADN que podem ser utilizadas para a preparagao de
anticorpos monoclonais ou fragmentos de ligagao do mesmo.
As SEQ ID NO:8 e 9 referem-se a scFv E8 e as SEQ ID NO:17 e
18 referem-se a scFv A5. As SEQ ID NO:19 e 23 referem-se a
scFv H12 e as SEQ ID NO:21 e 24 referem-se a sckFv D7. As
sequéncias reportam a cadeia codificante e a cadeia
complementar aos mesmos. As SEQ ID NOS:9 e 18 sao mostradas
na orientagao 5'-3'". Os polinucledétidos da presente
invengdo compreendem uma sequéncia contigua de pelo menos
20, preferentemente 50 e mais preferentemente 75 e o mais
preferido pelo menos 100 nucledétidos do grupo que consiste
nas SEQ ID NOS: 8, 9, 17, 18, 19, 21, 23 e 24. A sequéncia
gue codifica a CDR é em particular preferida.

E um aspecto da presente invencdo proporcionar uma
composicgao farmacéutica que compreende um anticorpo
monoclonal isolado ou uma porgao de ligacado a antigénio do
mesmo como descritas no presente pedido de patente. A
composicao farmacéutica da presente invencgao compreende o

anticorpo monoclonal ou uma porgao de ligagao a antigénio
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do mesmo junto com aditivos farmaceuticamente aceitéaveis.
Preferentemente tal composicao €& preparada para for
injecgao intramuscular ou intravenosa. Alternativamente o
anticorpo pode ser proporcionado numa formulagao depot que
permite a libertacgcao sustentada do agente biologicamente
activo ao longo de um certo periodo de tempo que pode
variar preferentemente desde um até seis meses. Tal
formulagcao libertacao sustentada pode compreender um
polimero biodegradavel como um polilactido ou copolimero
polilactido/poliglicolido que ¢ degradado ao longo de um
periodo de tempo prolongado no corpo humano pelo gqual o
anticorpo ou a porgao de ligagao a antigénio do mesmo
preferentemente que tém uma toxina é libertada numa maneira
controlada ao longo de um certo periodo de tempo.

O anticorpo monoclonal isolado ou uma porgao de
ligagao a antigénio do mesmo pode ser utilizado para a
preparacgao de um medicamento para o tratamento do cancro,
em particular cancro de proéstata.

Alternativamente a invencgao proporciona um kit
diagndéstico para a deteccadao de células tumorais que
compreende um anticorpo monoclonal isolado ou uma porgao de
ligagao a antigénio do mesmo. Em tais formas de realizagao
o) marcador permite a deteccgao da construgao com
dispositivos de deteccao adequados.

A invengdo proporciona também um método para a
identificacdo in vitro de células tumorais pelo qual as
células tumorais a serem identificadas sao colocadas em
contacto com um anticorpo monoclonal isolado ou uma POrgao
de ligacdo a antigénio do mesmo gue porta um marcador que
pode ser detectado por dispositivos analiticos adequados. O
marcador permite a identificacao diagnéstica de células
tumorais, por exemplo, em secg¢ao de tecidos humanos obtidos
apds cirurgia ou biopsia.

Breve Descrigdo das Figuras
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Fig. 1: andlise de FACS da ligagdo de mAb 3/F11, 3/Al2
e 3/E7 a superficie de células LNCaP gue expressam PSMA em
concentragdes de saturacao

Fig. la-c: Curvas de saturacado de antigénio de maAb
3/F11 (a), 3/A12 (b), 3/E7 {(c)

Fig. 2: citologia de imunofluorescéncia: Ligagao de z)
mAb 3/F11 b)mAb 3A/12 <¢) 3E7 a células LNCaP. As
fotografias da esquerda mostram uma coloragao de controlo
com 4',6-Diamidino-2- fenilindol (DAPI).

Fig. 3: citologia de imunofluorescéncia:
Internalizagdo de a) mAb 3/F11 b) mAb 3A/12 ¢) 3E7 em
células LNCaP. As fotografias da esquerda mostram coloracao
de controlo com 4',6-Diamidino-2- fenilindol (DAPI).

Fig. 4: Western blot com PSMA purificado e os mAbs
3/E7, e 3/A12 e 3/F11

Fig. 5: Western Dblot com PSMA glicosilado e
desglicosilado e mAb 3/A12

Fig. 6: imunoshistoquimica de mAb 3/E7 em uma secgédo
de parafina de cancro de prdstata

Fig. 7a/b: analise de FACS do scFv E8 (a), e A5 (b) em
células LNCaP que expressam PSMA nas concentracgdes de
saturacao

Fig. 7c¢/d: Curvas de saturacgdo de antigénio de scFv ES8
(c) e A5 (d)

Fig. 8: Western blot com PSMA purificado e o scFv AL e
E8

Fig. 9: imunocitologia de scFv E8 em células LNCaP

Fig. 10: construg¢do da imunotoxina E8-P40

Fig. 11: Efeito citotdéxico de imunotoxina recombinante
E8-P40 sobre células LNCaP

Fig. 12: Efeito citotdxico de proteina de fusao
recombinante A5-P40 sobre células LNCaP

Fig. 13: Sequéncia de scFv E8. A sequéncia de ADN é
apresentada bem como a sequéncia de aminocacidos pelo qual a

regido das CDWs é identificada por uma area marcada.
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Fig. 14: Sequéncia de scFv A5. A sequéncia de ADN é
apresentada bem como a sequéncia de aminoacidos em que a
regido das CDWs é identificada por uma area marcada.

Fig. 15: Esta Figura mostra a ligacao do scFv A5, H12
e D7 a Células DU1l45 negativas para PSMA (a) e células
LNCaP positivas para PSMA (A5 = B, Hl12 = C, D7 = D).
Células foram coradas com os mAbs e um mAb de IgG anti-
ratinho conjugado com PE. Histogramas representam
logaritmos de fluorescéncia de PE em citdmetro de fluxo. O
controlo negativo foi feito «com anticorpo secundario
somente.

Fig. 16: A ligagado do scFv A5, H12 e D7 a células BOSC
negativas para PSMA (a) e células BOSC transfectadas com
PSMA (A5 = B, H12 = C, D7 = D). Células foram coradas com o
mAb anti-c-myc scFv e Ig anti-ratinho conjugada com PE.
Histogramas representam logaritmos de fluorescéncia de PE
em citdémetro de fluxo. Controlo negativo foi feito com
anticorpo secundario somente.

Fig. 17: demonstra o efeito citotdxico de imunotoxina
recombinante HE12-PE40 sobre LNCaP (negro) e células DU
(branco) .

Fig. 18: mostra esquematicamente o) esquema de
construgao do diacorpo A5-CD3.

Fig. 19: mostra o efeito citotdxico de um diacorpo
construido de scFv A5 (A5/CD3) a diferentes concentracgdes e
linfécitos de sangue periférico (razao de efeito ou alvo
ratio 10:1) em células LNCaP apds 48 h de incubacao.

Fig. 20: mostra a sequéncia de scFv H 12. A sequéncia
de aminoacidos ¢é apresentada no cdédigo de uma letra na
primeira linha (correspondente a SEQ ID NO:20). A cadeia
codificante é mostrada na segunda linha (SEQ ID NO: 19) e a
cadeia complementar € mostrada na terceira linha. Esta
sequéncia corresponde a SEQ ID NO:23. As CDRs sao
especificamente designadas como CDR H1, H2Z, H3, L1, L2 e
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L3. As sequéncias de acido nucleico que codificam as
regides de CDR sao mostradas num fundo cinza.

Fig. 21: mostra a sequéncia de scFv D7. A sequéncia de
aminoacidos € apresentada na primeira linha no cdédigo de
uma letra. Esta sequéncia corresponde a SEQ ID NO:22. A
cadeia codificante de acido nucleico ¢é apresentada na
primeira linha. Esta sequéncia corresponde a SEQ ID NO:21 e
a cadeia complementar é apresentada na terceira linha. Esta
sequéncia corresponde a SEQ ID NO:24. As regides de CDR
M; H2, H3, L1 e L2 sao mostradas na sequéncia. T As
sequéncias de acido nucleico que codificam aquelas regides
sao mostradas num fundo cinza.

A presente invencao é ilustrada adicionalmente pelos
seguintes exemplos.

Exemplo 1

a) Preparagdo de PSMA

As linhas de células de carcinoma de proéstata humana
LNCaP, DU 145, PC-3 e Hela bem como o hibridoma 7E11-C5.3
(IgGl-k, PSMA) foram comprados da Colecgao Americana de
Culturas Celulares (ATCC), Rockville, MD, EUA. LNCaP, DU
145 e Hela foram cultivadas em meio RPMI 1640, PC-3 em meio
F12 Nutrimix, ambos suplementados com penicilina (100 000
U/1), estreptomicina (100 mg/l) e 10% de FCS a 37 C numa
atmosfera humidificada de 5% de CO,. Para a geracgao de
células LNCaP gue expressam PSMA nao glicosilado na sua
superficie 2 pg/ml de tunicamicina (ICN Biomedicals) foram
adicionados ao meio durante 48 h.

As células fixadas LNCaP foram obtidas por tratamento
com 4% de paraformaldeido durante 10 min a RT, e a seguir
lavagem de maneira meticulosa com PBS.

Para preparar PSMA purificado, 10® células LNCaP foram
lavadas com PBS e entdo lisadas em PBS que contém 1% de
IGEPAL durante 20 min a temperatura ambiente. Apds a
centrifugagcao a 10.000 g o sobrenadante foi dado numa

coluna de cromatografia de afinidade 7E11-C5 (Amersham
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Biosciences, Uppsala, Suécia) e PSMA foi eluido com 100 mM
de tampao de glicina pH 2,5 que contém 1% de Triton X-100.
Apds a neutralizacgao, a proteina foi dializada
extensivamente com PBS.

Para a preparagcado de PSMA desglicosilado, 1/10 vol
tampao desnaturante de glicoproteina (BioLabs), foi
adicionado a solugdo com PSMA purificado e aquecido durante
10 min a 100°C. Entao 1/10 vol 10% de NP-40 (10%) e 50 U
PNGase por ug de PSMA foi adicionado e incubado a 37°C
durante 1 h.

Para a preparagao de um lisado de células LNCaP que
contém o PSMA nativo de comprimento completo, as células
foram lisadas com reagente M-PER (Pierce) durante 10 min e
entao centrifugadas a 15.000 rpm durante 30 min a 4%. ©
sobrenadante que contém PSMA nativo de comprimento completo
foi colhido (M-PER-lisado). A fracg¢ao molecular alta (100 a
600 KD) deste lisado foi separada por HPLC numa coluna de
exclusao por tamanho Biosil 250.

b) Transfecgao de PSMA de comprimento completo em
células DU 145 e PC3

O PSMA de comprimento completo foi c¢lonado em dois
fragmentos (fragmento 1 de 262 pb ao local de restrigao
EcoRI wnico em 1573 pb e fragmento 2 da posicdo 1574 a
2512) no vector PCR3.1 (Invitrogen). A transfeccgao
transiente foi obtida por meio da adigao de uma mistura de
4 ug de DNA e 10 pl de Lipofectamina (Invitrogen) em 500 ul
de meio RPMI a 10° células de acordo com o protocolo do
fabricante. Apds 48 h de incubacgdo as células transfectadas
transientes foram utilizadas para a realizagao de testes.

Exemplo 2

Imunizag¢do de ratinhos

Os ratinhos fémea Balb/c de gquatro meses de idade
foram imunizados intraperitonealmente com 300 pg de lisado
de M-PER de células LNCaP ou com a fracg¢ao molecular alta

de HPLC do lisado, ou com 10° células LNCaP, fixadas com 2%
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de paraformaldeido. Estas preparacdes foram misturadas 1 :1
com complete adjuvante de Freund. Cada ratinho recebeu 4 ou
5 imunizag¢gdes a intervalos de 2 semanas. Quatro dias apds a
ultima imunizacdo, as células do bago foram colhidas e
utilizadas para a preparagao de hibridomas ou uma
biblioteca de células B.

Exemplo 3

Preparagdo de uma biblioteca de células B

O bago de ratinho foi lavado em salina tamponada com
fosfato (PBS), picado a pedagos pequenos, lavado de novo em
PBS e entao gentilmente homogeneizado num homogeneizador
manual "de ajuste frouxo". A suspensdo de célula Unica
resultante foi colocada em camadas sobre Ficoll (Pharmacia,
Freiburg, Alemanha) e centrifugadas a 400 g durante 20 min
a temperatura ambiente. As células B de interfase foram
isoladas com micropérolas de CD19 de acordo com as
instrugdes do fabricante (Miltenyi, Bergisch Gladbach,
Alemanha). 10° células B foram lisadas em 350 ul de uma
solugao que consiste em 4 M de tiocianato de guanidina, 25
mM citrato de sdédio, 0,5% de N-laurosilsarcosinato de sdédio
e 100 mM de 2-mercaptoetanol.

Exemplo 4

a) Preparagdo de Hibridomas

O baco foli assepticamente removido e uma suspensao de
célula Unica fol preparada em Meio RPMI-1640 sem soro. Os
esplenécitos foram adicionados a células de mieloma SP2/0
numa razao de 10:1 e a fusao e selecgao foram realizadas
para os procedimentos estabelecidos [Galfre et al., Nature
(1979), p. 131-1337.

Os sobrenadantes de hibridoma foram testados por FACS
em células LNCaP e DU 145 e por um ELISA com PSMA
purificado como fase sdlida. Os anticorpos monoclonais
foram purificados wutilizando uma coluna de proteina G
(Pharmacia) .

b) Determinacdo do isotipo dos mAbs
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Os Ig-isotipos dos mAbs anti-PSMA foram determinados

por ELISA utilizando anticorpos anti-isotipo especificos

nao marcados (fase sdélida) ou marcados com peroxidase
(tragcador) (Southern BRiotechnology Associates, Birmingham,
AL) .

c) Isolamento e caracterizagdo de anticorpos

monoclonais conformacionais anti-PSMA

Dos ratinhos Balb/c gque foram imunizados 5 vezes com o
lisado de M-PER de células LNCaP, as células do bago foram
fusionados com Células SP2/0 de acordo com os métodos
estabelecidos. Os hibridomas positivos foram seleccionados
por meio de citometria de fluxo com células LNCaP e ELISA
em PSMA purificado. Por esta forma, trés clones positivos
foram obtidos. Os mAbs correspondentes com seus 1isotipos
foram 3/F11 (IgG2a), 3/A12 (IgGI) e 3/E7 (IgG2b).

d) Caracterizagdo de mAbs

Por meio de citometria de fluxo poderia observar-se
gque os trés mAbs e células LNCaP coradas se ligam muito bem
com uma percentagem de células positivas variando desde 95%
até 98%. A forma das curvas de fluorescéncia versus numero
de eventos sugeriu gque o PSMA é homogeneamente distribuido
dentro da populacado de células LNCaP (Fig. 1). Para avaliar
a especificidade de ligagao dos mAbs anti-PSMA, DU145 PSMA-
negativo, células PC3, células HelLa e Jurkat foram também
coradas e analisadas por meio de citometria de fluxo. Todos
os trés mAbs nao coraram as células PSMA-negativo
(percentagem de células positivas variando desde 0,04% até
2%) .

As propriedades de ligagao dos trés anticorpos foram
comparadas por meio do tratamento de células LNCaP com
concentracgdes crescentes da primeira etapa mAb anti-PSMA
seguido por incubagao com uma gquantidade saturante de uma
segunda etapa anticorpo de cabra marcado com PE-
(ficoeritina) seguido por analise citofluorimétrica. Na

saturagdo de concentragdes de antigénio [100 nM] a
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intensidade de fluorescéncia média corrigida PE
(ficoeritina) foil aproximadamente 1000 para mab 3712, e
aproximadamente 1400 para mAb 3F1ll e aproximadamente 1600
para mAB 3E7. Como sao mostradas para mAB 3A12 a MFI foi 5
vezes menor em células LNCaP que expressam PSMA nao
glicosilado (crescidas com tunicamicina).

Por meio de citologia por 1munofluorescéncia e
deteccdo com um microscdpio confocal de varrimento a laser
uma ligacdo forte dos trés mAbs a células LNCaP (Fig 2) e
também uma internalizagao nestas células poderiam ser
mostradas (Fig. 3). Todos os mAbs foram positivos num ELISA
com PSMA purificado como fase sdlida. Com PSMA desnaturado
os mAbs mostraram um sinal a aproximadamente 100 KD em
western Dblot (Fig 4) enquanto a mancha com PSMA
desglicosilado foi fraca dando um sinal a aproximadamente
84 KD; que corresponde aos dados da literatura (Fig. 5).

A imunohistogquimica de secgdes de parafina de cancro
de préstata foi positiva com mAb 3/E7, mas nao com mAbs
3/F11 e 3/Al12 (Fig. 6). Os dados sdo sumarizados no Quadro
1.

Quadro 1l: Caracterizagdo de 3 anticorpos monoclonais contra

superficie celular PSMA

Hibrido|Isoti| FACS FACS |ELIS|Manch|Mancha|Imunohistoquim
ma po |LNCaP DU A a de de ica
[MFI] | PSMA- |PSMA| PSMA PSMA
* transft desgl.
. *
[MFI]
3/F11 |IgG2a| 1400 105 pos | pos (pos) neg
3/A12 IgGl | 1000 110 pos | pos (pos) neg
3/E7 IgG2b| 1600 90 pos | pos (pos) pos
MFI = intensidade de fluorescéncia média na concentracédo de
scFv alcangando saturagao de antigénio (coloracao de fundo
com anticorpo secundario somente é subtraido) (pos) =
ligeiramente positivo

A partir destes dados conclui-se que os 3 mAbs mostram

uma ligacao muito forte e altamente especifica a PSMA
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nativo e desnaturado. Embora a ligagao a PSMA
desglicosilado seja mais fraca, uma especificidade para
acucar pode ser excluida pelo facto de gque nao se observa
nenhuma ligacdo a células gue nao expressam PSMA.

Exemplo 5

Preparagdo de uma biblioteca de expressdo de sScFv no
fagomideo pSEX

A partir da biblioteca de células B ou de células de
hibridoma ARN total e ARNm foram isolados com membranas a
base de silica gel (Rneasy, Qiagen, Hilden, Alemanha) de
acordo com o protocolo do fabricante. A sintese de ADNc foi
realizada a 42°C durante 60 min num volume final de 50 ul
que continha 25 pl de ARN desnaturado, 10 upl 5x tampao
(Promega, Heidelberg, Alemanha), 5 pl de 10 mM de dNTP
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP, Promega), 1,5 upl ARNsin (40 U/ul,
Promega) 2,5 ul de 150 pM de iniciadores de hexamero
aleatdrios, e 2,5 npl de transcriptase reversa AMV (10 U/ul,
Promega) . Entao as regides codificantes das cadeias pesadas
e das cadeias gama e kappa foram amplificadas por PCR como
foi descrito anteriormente por Orum et al. [Nucleic Acids
Res. (1993), 4491-4498]. Para cada cadeia 25 reacgdes
separadas foram levadas a cabo por meio da combinacao de 25
iniciadores directos da regiao constante diferentes com um
iniciador inverso correspondente. 0Os produtos amplificados
para as cadeias leves e as cadeias ©pesadas foram
purificados por meio de electroforese em gel de agarose.

Os produtos de PCR para as cadeias leves foram
digeridos com MIul e Notl, e ligados no fagomideo pSEXS81
[DUbel et al., Gene (1993), 97-101] utilizando uma razao
molar de 1:3 (2 npg de vector, 400 ng de insercao). Os
produtos de uma ligacao foram utilizados para a
electroporagao de 50 pl de células electrocompetentes E.
coli XL1 blue (Stratagene) de acordo com o protocolo do
fornecedor. As bactérias foram colocadas em nove placas de

agarose de 80 mm de didmetro gque contém 100 ug/ml de
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ampicilina e 0,1 M de glicose (SOB-AG) e incubadas durante
a noite a 30°C. As bactérias foram isoladas por meio da
adigao de 3 ml de meio 2xYT em cada placa, retirando as
mesmas pPor raspagem com um espalhador de vidro estéril e
precipitadas a 3.000 g durante 15 min. A partir destas
bactérias ADN de plasmideo foi isolado que revelou a sub-
biblioteca VI. Entdao os produtos de PCR para a cadeia
pesada e a sub-biblioteca VI foram digeridos com Ncol e
Hindl1ll. A ligagao foil preparada numa razao de 3:1 (2 ug de
sub-biblioteca e 400 ng de insercdo). A transformagdao por
electroporagao, plagueamento e colheita de bactérias
transformadas foi feita como descrita para a sub-biblioteca
VI. Das nove placas SOB-AG de 80 mm de didmetro um total de
18 ml da biblioteca de VgV, foi obtido.

Exemplo 6

Producdo e selecgdo de fago que apresenta anticorpo

a) Produgao

Na biblioteca de VyV;, em fagomideo pSEX os genes de
anticorpo sao fusionados na estrutura com gene III, que
codifica a proteina de superficie menor glllp do fago
filamentoso. Portanto, a produgao de particulas de
fagomideo recombinante que mostram o) anticorpo na
superficie requer a infeccao da célula bacteriana que porta
o fagomideo com o fago de replicacao defectiva MI3KO7 [14].
M13K0O7 foi adicionado a uma cultura de biblioteca de 10 ml
numa multiplicidade de 10. Apds a incubacédo a 37°C durante
90 min as células foram precipitadas e ressuspendidas em 15
ml de meio 2xYT que contém 100 upg/ml de ampicilina, 10
ng/ml de tetraciclina e 50 ng/ml de kanamicina. A cultura
foi incubada durante a noite a 37°C a 250 rpm, entéao
arrefecida em gelo e centrifugada para remover as células.
O sobrenadante que contém os fagos foil misturado com 1/5
volume de uma solucao agquosa que contém 20% de PEG 8.000 e
14% NaCl e dncubada 1 h a 4°C. Entao uma etapa de

centrifugagao de 30 min a 4°C e 6.200 g foi adicionada. O
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precipitado gue contém os fagos foil ressuspenso em 2 ml 10
mM Tris/HCI pH 7,5, 20 mM de NaCl, 2 mM de EDTA pH 7,5 e
utilizados para a panning.

b) Panning para seleccionar clones de 1ligacdo a
antigénio e célula

O panning em PSMA purificado foi feito em placas de
microtitulagcao de 96 pogos Maxi-Sorb (Nunc) que foram
revestidas com uma solugdo de PSMA purificado (100 ul/pocgo,
12 ug/ml de PSMA em PBS) e bloqueadas com 4% de leite
magro/PBS. Um ml de fagos recombinantes purificados (cerca
de 10') foi incubado em 1 ml 4% de leite magro/PBS
suplementado com 15 pl 10% de Triton X100 durante 15 min e
entdao deixado para que se ligam a 8 pogos revestidos com
PSMA durante 2 h a 37°C. Apds 20 séries de lavagem com
PBS/Tween (0,1%) os fagos ligados foram eluidos com 0,1 M
Glicina-Puffer pH 2,2. Para o panning em células viaveis
fagos LNCaP foram absorvidos previamente em células DU 145.
Para este procedimento 1 ml (cerca de 10 fagos
recombinantes foi incubado em 2% de leite magro/PBS durante
15 min e entdo com 10’ DU 145 células durante 1 h a
temperatura ambiente num agitador. Entao as células foram
centrifugadas e o sobrenadante com fagos nao absorvidos foi
incubado com 10° células LNCaP durante 1 h a temperatura
ambiente num agitador. Apdés 10 séries de lavagem com 2% de
leite magro/PBS e 5 séries com PBS os fagos ligados foram
eluidos com 50 mM de HCl com neutralizagao subsegquente com
1 M de Tris-HC1 (pH 7,5).

As células TG 1 de E. coli foram infectadas com os
fagos eluidos, colocadas em placas SOB-AG e incubadas
durante a noite a 30°C. Uma aliquota do eluato foi
utilizada para a titulacao. O procedimento de seleccao foi
repetido de trés a seis vezes.

c) Resgate de fago de pequena escala

A partir da placa de titulagao 96 coldnias individuais

foram isoladas e cada uma transferida em um pogo de uma
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placa de microtitulagcao de 96 pogos profundos preenchidas
com 500 pl de meio 2xYT que contém 100 ug/ml de ampicilina
e 0,1 M de glicose (YT-AG) e incubada durante a noite a
37°C (placa principal). Entdo 40 pl de cultura saturada de
cada pogo da placa principal foram transferidos ao pogo
correspondente de uma nova placa que contém 400 pl de meio
2x YT-AG.

A cada poco aproximadamente 1 x 10'° fagos ajudantes
M13KO7 foram adicionados e incubados num agitador durante 2
horas a 37°C. Entdo a placa foil centrifugada e o
precipitado suspendido em meio 2xYT suplementado com 100
ug/ml de ampicilina, 10 ug/ml de tetraciclina, e 50 ug/ml
de kanamicina e incubado a 29°C e 240 rpm durante a noite.
Apds a centrifugagcao o sobrenadante que contém os
fagomideos resgatados foi removido e utilizado para ELISA
fago e citometria de fluxo.

d) ELISA-Fago

As placas de microtitulagao foram revestidas com PSMA
purificado (1,5 ung de PSMA/ml de PBS) durante a noite e
entdo bloqueadas com 2% de leite magro/PBS. A cada pogo 200
ul de fagomideos resgatados, pré-incubados 1:1 com 2% leite
magro/PBS, foram adicionados e incubados durante 2 h a
temperatura ambiente. Apds cinco etapas de lavagem com PBS-
Tween, os fagos ligados foram detectados com 200 ul /pogo
anticorpo anti-M13 conjugado a peroxidase de rabano picante
(Pharmacia) durante 2 h a temperatura ambiente. 0
desenvolvimento foi levado a cabo com S.8'.0'.0"'-
tetrametilbenzidina como substrato.

e) Isolamento e caracterizagdo de scFv conformacional
anti-PSMA

Para a geragcao de scFv conformacional anti-PSMA uma
biblioteca de VHVL no fagomideo pSEX foi construida a
partir da biblioteca de células B de um ratinho imunizado
com lisado de M-PER de células LNCaP. Este biblioteca tinha

. 7 . . .
uma complexidade de 10'. De uma maneira similar, uma
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biblioteca de VHVL foil preparada a partir do anticorpo
monoclonal 3/A12, que foil obtido a partir do mesmo ratinho
imunizado com LNCaP lisado. Esta biblioteca de VHVL tinha
uma complexidade de 10°. Para isolar fagos que apresentam
scFv de 1ligagao a PSMA celular na sua superficie, seis
séries de panning foram realizadas alternativamente em
células LNCaP apds a absorcao com DLM 45 células em tubos
de poliestireno e em placas de microtitulagao revestidas
com 20 ug/ml de PSMA purificado. Apds trés, quatro e seis
séries de panning coldénias de fagomideo isoladas foram
crescidas e particulas de fago foram resgatadas por
infecgdo com MI13KO7. A analise de 800 clones de fago a
partir da biblioteca de células B por meio de citometria de
fluxo com células LNCaP e ELISA em PSMA purificado
mostraram um clone positivo denominado E8. Das bibliotecas
de VHVL de mAb 3/Al12 dois clones positivos foram obtidos
apdés a quarta série de panning denominada A4 e A5. Por meio
de sequenciamento encontrou-se que A4 foi idéntico a ES8.

A regido codificante do scFv E8 e A5 foi transferida
do fagomideo pSEX no vector de expressao pHOG, gque contém
C-terminal c-myc e caudas de His. As sequéncias com as CDRs
correspondentes sao dadas na Fig. 13 e Fig. 14. As regides
gque codificam CDRs das porgdes de ligacdo a antigénio sao
marcadas na Fig. 13 e 14. Essas sequéncias nao deveriam ser
mudadas enquanto as outras partes da sequéncia gue nao sao
marcadas podem ser mudadas. A estrutura tridimensional
apropriada precisa, no entanto, ser mantida.

O scFv E8 reagiu fortemente com células LNCaP viaveis
como fol medido por meio de citometria de fluxo com valores
de MFI de aproximadamente 100 nas <concentragdes de
saturacao, enquanto a ligacao de A5 foili muito mais fraca
com valores MFI de aproximadamente 40 nas concentragdes de
saturacao (Fig 7). Em contraste, a ligacgao a PSMA
purificado como fase sélida num ensaio ELISA foi fraca para

E8 e algo mais forte para A5. Um padrao similar foi visto
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em western blots com PSMA glicosilado desnaturado e
desglicosilado (Fig.8). Por meio de citologia por
imunofluorescéncia com células LNCaP e detecgao por
microscopia confocal a laser uma ligagao muito boa do scFv
E8 e internalizacgao poderiam ser mostradas (Fig 9). Os
dados do scFv sao sumarizados no Quadro 2.
Quadro 2: Caracterizagdo de 2 scFv contra superficie
celular PSMA

ScFv| Origem FACS FACS ELISA Mancha| Mancha
LNCa | PSMA- PSMA de de PSMA
P transf.D PSMA desgl.

[MFI | U [MFI]
]

E8 =| bibliotec 100 70 Pos (pos) (pos)
A4 a de

células B

e mAb Al2
Ab MAb Al2 40 Pos pos (pos)
MFI = intensidade de fluorescéncia média na concentracao

de scFv alcangando saturacao de antigénio (coloracao de
fundo com anticorpo secundario somente é subtraido)

(pos) = ligeiramente positivo

ExemElo 7

Expressdo e purificacdo de ScFv

Os fragmentos ScFv foram expressos em E. coli XL1-Blue
(Stratagene) utilizando o vector de secrecao pHOG 21 que
contém as sequéncias para a His-6 e c-myc-tag numa posicgao
C-terminal do scFv [Kipriganov et al., J. Immunol. Methods
(1997), p. 69-77]. As bactérias E. coli transformadas com
plasmideos pHOG foram crescidas durante a noite em meio 2 x
YT-AG, entdao diluidas 1 :20 e crescidas como 600 ml de
culturas a 37°C. Quando as culturas alcancaram DO 0,8, as
bactérias foram precipitadas para centrifugacdao a 1.500 g
durante 10 min e ressuspensas no mesmo volume de meio YT

fresco que contém 50 :g/ml de ampicilina, 0,4 M de sacarose
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e 1 mM de IPTG. Entdao o crescimento foi continuado a
temperatura ambiente durante 18 a 20 h. As células foram
colhidas por centrifugacao a 5.000 g durante 10 min e 4°¢.
Para isolar proteinas periplasmaticas soluveis, as
bactérias precipitadas foram ressuspensas em 5% do volume
inicial de gelo frio 50 mM Tris-HCI, 20% de sacarose, 1 mM
de EDTA pH 8,0. Apds uma incubacdo de 1 h em gelo, os
esferoblastos foram centrifugados a 20.000 g a 4°C durante
30 min rendendo extracto periplasmatico soluvel no
sobrenadante. 0O extracto periplasmatico foil concentrado
utilizando membranas Amicon YM 10 com um corte de 10 kDa
(Amicon, Witten, Alemanha) seguido por didlise meticulosa
contra 50 mM de Tris-HCI, 1 M de NaCl, pH 7,0.

A purificacao foi alcangada por cromatografia de
afinidade de metal imobilizado. Esta foi realizada
utilizando um 1 ml de coluna de Sepharose qguelante
(Pharmacia) carregada com cu’t e equilibrada com um tampao
que contém 50 mM de Tris-HCl e 1 M NaCl, pH 7,0. O extracto
periplasmético foi carregado, lavado com vinte volumes de
coluna de tampao equilibrio gue contém 30 mM de imidazole e
entdo eluido com o mesmo tampao gque contém 250 mM
imidazole. O material Eluido foi dializado contra PBS.

A determinagdao do contetdo de proteina foi realizada
com o Kit de Reagente de Proteina Micro BCA (Pierce) de
acordo com as instrugdes do fabricante.

A  indugao da proteina foi obtida com IPTG e o©
rendimento de scFv a partir de uma cultura de XL1 de E.
coli de 600 ml foi aproximadamente 20 ug.

Exemplo 8

Citometria de fluxo

As células LNCaP; DU 145, e PC3 foram colhidas
frescamente de baldes de cultura de tecido e uma suspensao
de célula Unica foil preparada em PBS com 3% de FCS e 0,1%
NaNs;. Aproximadamente 10> células foram incubadas com 50 pl

de fagomideos resgatados, pré-incubadas 1:1 com 2% de leite
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magro/ PBS, 1 h em gelo. Apds 3 séries de lavagem com PBS
25 nl/pogo anti-c-myc anticorpo monoclonal 9E10 (10 pg/ml;
Becton Dickinson) ou gquando os fagos foram testados 25
ul/pogco anticorpo anti-M13 (10 ug/ml; Pharmacia) foram
adicionados e incubados 40 min em gelo. Apds lavar 3 vezes
com PBS, as células foram incubadas com 100 ul de IgG anti-
ratinho de cabra marcada com PE (Becton Dickinson) durante
40 min em gelo. As células foram entao lavadas de novo e
ressuspensas em 100 pl de uma solugdo gque contém 1 ug/ml
iodeto de propidio (Sigma, Deisenhofen) em PBS com 3% de
FCS e 0,1% NaNe a fim de excluir células mortas. A
fluorescéncia relativa de células <coradas foi medida
utilizando um citdémetro de fluxo FACScan e o software
CellQuest (Becton Dickinson Mountain Vista, CA).

Exemplo 9

Citologia de imunofluorescéncia

As células LNCaP foram crescidas em laminulas de vidro
durante 24 horas. Para a fixacao, as células foram tratadas
com 2% de paraformaldeido em PBS durante 30 min a RT, due
nao permeabilizam a membrana celular, lavadas com 1% BSA-
PBS, extintas durante 10 min em 50 mM de NH,CI em PBS, e
enxaguadas com 1% BSA-PBS. O anticorpo monoclonal primario
a 4 pg/ml em 1% BSA-PBS foi adicionado e incubado durante
60 min a 4°C. O anticorpo secundario anti-ratinho de cabra
marcado com FITC (2 ug/ml; Southern Biotechnology
Associates Inc. Birmingham, EUA) foi incubado durante 30
min e lavado extensivamente com 1% de BSA-PBS. As laminas
foram monstadas em Vectashield (Vector Laboratories, Inc.
Burlingame, CA).

Para as experiéncias de internalizagao o anticorpo
primario foi incubado durante 30 min a 37°C antes da
fixagao das células com 2% de paraformaldeido e
permeabilizag¢ao com 0,5% de Triton X100 em PBS.

Exemplo 10

a) imunohistoquimica



30

As secgbes de tecido de parafina foram primeiro
desparafinizadas e entao tratadas com 0,3% de Triton X100
em PBS para recuperacgao de antigénio. As secgdes de
Kryostat foram fixadas em acetona fria. As secgdes foram
tratadas 30 min com 3% de H,0, e 10% de metanol para
extinguir de peroxidase enddégena. Apds o blogueio com 1%
BSA-PBS o anticorpo primario foi adicionado a uma
concentracgao de 2 ug/ml e incubado durante 1 h a RT. Para o
scFv um anticorpo secundario anti-ratinho de c¢-myc foi
adicionado durante 1 h a RT. Entdo um anticorpo anti-
ratinho de cabra biotinilado foi incubado durante 30 min a
RT e finalmente desenvolvido com reagente ABC (Vectastain).

b) Analise de Western blot

A analise de Western blot foi realizada seguindo
electroforese em gel de dodecil sulfato-poliacrilamida de
sédio (SDS) de PSMA purificado e lisado celular de células
LNCaP e transferido a membranas difluoreto de. As manchas
foram bloqueadas durante a noite em PBS que contém 5% de
leite magro e incubado com os mAbs purificados ou scFv em
concentragdes de 10 ug/ml durante 1 h. Entdo as manchas
foram lavadas 5 vezes com PBS-Tween (0,5%) e incubadas com
peroxidase de rdbano picante conjugada com IgG anti-ratinho
de cabra durante 1 hora a RT. Apds 5 lavagens com PBS-Tween
(0,5%) as manchas foram desenvolvidas utilizando
S.8'.8"'.0"-tetrametilbenzidina como substrato.

Exemplo 11

Construgcdo, expressdo e purificacdo de proteinas scFv-
PE40

A toxina utilizada no presente enfoque foi a versao
truncada da exotoxina de Pseudomonas (PE40), gue nao possui
o dominio Ia e que contém somente dominios Ib, II, e III
[Pastan et al., J.Biol.Chem. (1989), p. 15157-15160]. O ADN
com a regiao codificante no vector pSW200 foi obtido do
Prof. W. Wels, Frankfurt [Wels et al., Biotechnology
(1992), p. 1128-1132]. O fragmento de ADN da posicao 253 pb
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a 613 que codifica PE40 foi amplificado por PCR de
plasmideo pSW200. O ADN amplificado foi entdo ligado no
vector pHOG-His-scFv numa posigao C-terminal ao scFv
utilizando o local de restricao Xbal. Todas as etapas de
clonagem foram realizadas de acordo com métodos padrao em
E. coli XL1 blue e os produtos foram confirmados por meio
de sequenciamento.

A inducao da proteina da imunotoxina e purificacao por
meio de IMAC foi a mesma como para scFv. 0Os produtos foram
testados e caracterizados por SDS-page, western Dblot e
citometria de fluxo.

Exemplo 12

Citotoxicidade de Imunotoxinas de scFv-PE40

O metabolismo do sal de tetrazoilio vermelho WST a um
corante formazan solUvel em agua foi determinado de acordo
com as instrugdes do fabricante (Boehringer). As células
alvo (LNCaP e DU 145 como controlo) foram semeadas a 2,5 x
104/pogo de uma placa de 96 pocos e crescidas durante 24
horas até que uma camada de células confluentes tenha sido
formada. Varias diluig¢des das imunotoxinas recombinantes em
aliquotas de 50 pl/poco foram adicionadas e as placas foram
incubadas durante 48 horas a 37OC, 5% de CO,. Apds este
tempo as culturas foram pulsadas com 15 pl/pogo de reagente
WST e incubadas durante 90 min a 37°C, 5% de CO,. Entao as
absorvancias espectrofotométricas das amostras foram
medidas a 450 nm (referéncia 690 nm). A concentragao de
imunotoxina requerida para alcancar uma reducao de 50% na
viabilidade celular relativa a essa das culturas de
controlo nao tratadas (50% de concentracao inibitdria =
IC50) foi calculada.

Os ensaios de citotoxicidade (WST) com as imunotoxinas
E8-P40 e AL-P40 foram preparados com PSMA gue expressam
células LNCaP e células de controlo DU 145. Como sao
mostradas na Fig. 11 um efeito citotdxico alto poderia ser

mostrado com a i1munotoxina E8-PE40 em células LNCaP com um
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valor de CI50 de 0,05 nM. Na Fig. 12 o efeito citotdxico da
imunotoxina A5-PE40 é mostrado com um CI50 de
aproximadamente 0,09 nM. O fundo citotdéxico em células DU
145 gque nao expressam PSMA foil 5% para a construgdao E8 e
somente 0,01% para a construgao A5 evidenciando uma janela
terapéutica muito boa.

Exemplo 13

Geracdo do scFv H12 e D7 a partir de mAb 3/F11 e 3/E7

A partir de cada mAb uma biblioteca de expressao de
scFv no fagomideo pSEX foi gerada como descrito no Exemplo
5.

A producao e seleccao de fago que apresenta anticorpo
foram feitas de acordo com o Exemplo 6.

Apds seis séries de panning alternativamente em PSMA e
células LNCaP um clone positivo especifico foi obtido, de
mAB 3/E7, que foi chamado H12 e um clone positivo foi
obtida de mAB 3/F11, que foi chamado D7. A regiédo
codificante de cada scFv foli transferida no vector de
expressao pHOG-21.

A expressao e purificagao de ScFv foram feitas como
descrito no Exemplo 7.

Exemplo 14

Caracterizagdo do scFv HIZ2 e D7

a) Citometria de fluxo em linhas de células positivas
e negativas para PSMA

Os scFvs H12 e D7 reagiram com células LNCaP viaveis
como medidas por meio de citometria de fluxo.

A partir das curvas de saturacao a concentracao de
anticorpo alcangando 50% de saturacao de locais de PSMA foi
determinada por ser de aproximadamente 120 nM (H12) e 20 nM
(D7) respectivamente. A valores de concentragdes de
saturagao de MFI de 70 (H12) e 40 (D7) foram alcancados
(Fig. 15).

Para avaliar a especificidade de 1ligacao a PSMA do
scFv H12 e D7, células cancro de préstata de DU145 e PC3
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negativas para PSMA e outras linhas de células negativas
para PSMA (HeLa, MCF7, HCT15 e Jurkat) foram adicionalmente
coradas e analisadas por meio de citometria de fluxo. Todos
0s trés scFv nao coraram as células negativas para PSMA.

b) Citometria de fluxo em transfectantes de PSMA
0s sckv
BOSC-23

transfectadas com PSMA. Ambos os scFv mostraram uma ligacao

Para verificar uma ligagdo especifica a PSMA,

H12 e D7 foram também testado em células

dependente da concentragao a BOSC células transfectadas com

PSMA de comprimento completo, nao a c¢élulas nao

16) .
(D7)

mas
(Fig. As condigdes de saturacgao foram

e 200 nM (H 12).

transfectadas
alcancadas a 100 nM Similar aos mAbs,
0s valores de MFI sobre os transfectantes foram inferiores
que em células LNCaP e mostraram um ampla distribuicgdo, que
pode corresponder a moléculas PSMA variantes na superficie
celular do anterior.

c) Citologia de imunofluorescéncia

A citologia de imunofluorescéncia foil preparada como
descrito no Exemplo 4. Apds a detecgao com um microscédpio
confocal de varrimento a laser uma ligagao forte do scFv a
células LNCaP e também uma internalizagao nestas células
foi observada.

d) ELISA e Western blotting

A ligagao do scFv H12 e D7 a PSMA purificado num ELISA

de fase sdlida e por Western blotting foi fraca.

As sequéncias (aminocdacido e 4&cido nucleico) de H12 e
D7 sao dadas nas Fig. 20 e Fig. 21.
Quadro 3: Caracteristicas do scFv anti-PSMA H12 e D7
scFv mAb FAC [FACS em [Blot |SEQ ID SEQ ID NO |[SEQ ID NO
Origi|s BOSC em NO de de de acido
nal em |transfec [FSMA sequénci [sequéncia |nucleico
LNC [tadas a de de sequéncia
aP |PSMA com acido aminodcido |(cadeilra
H12 | 3/E7| 70 | 25 100 19 20 23
D7 3/F1 |40 | 24 100 21 22 24




34

* MFI = Valores de intensidade de fluorescéncia média em
condic¢des de saturacao apds subtraccdo da coloracao de

fundo com um anticorpo de controlo combinado com isotipo

Exemplo 15

Construgao e citotoxicidade de uma 1munotoxina HI12-
PE40 e imunotoxina D7-PE40

A construcao da imunotoxina H12-PE40 e a D7-PE40 foi
similar a A imunotoxinas 5 e E8 descritas no exemplo 11.
PE-40 representa o fragmento exotdxico de Pseudomonas.

A citotoxicidade foi testada como descritas em exemplo
12.

A imunotoxina promoveu a morte de células LNCaP de uma
maneira dependente do tempo; os maiores efeitos citotdxicos
puderam ser observados apdés 48 h de incubacgao.

Neste tempo valores de CI50 de aproximadamente 200 pM
foram encontrados para H12-PE40 e D7-PE40 (Fig. 17).

Adicionalmente, citotoxicidade de H12-PE40 e D7-PE40
foi testada nas linhas de células negativas para PSMA DU
145, PC-3, MCF7 e HCT 15. ©Nenhuma c¢itotoxicidade foi
encontrada nestas linhas de células em concentragdes de
até25 000 pM..

Exemplo 16

Construgdo de um diacorpo anti-PSMA/CD3

Um diacorpo biespecifico especifico para PSMA e a
cadeia CD3 do Complexo receptor de célula T foi gerado. O
diacorpo biespecifico foi expresso em E. coli utilizando um
vector que contém o operao discistrdnico para co-secregao
de scFv  VhCD3-VIAS e VhA5-VICD3 (Fig. 18). Para a
construcado de diacorpo anti-A5/CD3 os plasmideos pKID19x3 e
PKID 3x19 foram utilizados [Kipriyanov, Int.J. Cancer 1998,
pep 763]. A  expressao periplasmatica bacteriana e a

purificagdo foram similares ao sckEv.

ExemElo 17
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Inducado de citotoxicidade especifica por diacorpo A5-

Cb3

A capacidade do diacorpo biespecifico induzir lise em
célula tumoral redireccionando citotoxicidade mediada por
célula T foi investigada utilizando PBMC de dadores
saudaveis como células efectoras. Apds a incubacdo com ou
sem IL-2 durante 4 dias, as células foram adicionadas a
células LNCaP alvo, que foram semeadas a 1,5 X
10* células/pogo de um placa de 96 pogos. A razao efector-
alvo foi de 10:1. Diacorpo foil adicionado a diferentes
concentracgdes. Apds s incubagdo de 48 horas as culturas
foram pulsadas com 15 pul/pogo reagente WST e incubadas
durante 90 min a 37°C e 5% de CO,. Entdo the absorvéancias
espectrofotométricas das amostras foram medidas a 450 nm
(referéncia 690 nm).

Neste teste in vitro o diacorpo pareceu ser bastante
potente em realvejar PBMC activada e inactivada para lisar
as células LNCaP alvo numa maneira dependente da
concentracao (Fig. 19).

Exemplo 18

Diacorpo A5-Ab5

Este diacorpo monoespecifico bivalente foi gerado
similar ao diacorpo A5-CD3 (exemplo 16). A expressao
periplasmatica bacteriana e a purificacdo foram similares
ao sckv.

Por meio de citometria de fluxo uma forte e especifica
ligagdo de diacorpo A5-A5 a células LNCaP poderiam ser

mostradas.
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Asn

Pro

Ser

Asn

val

Ile

Gly

Ala

Glin

Cys

Lys

40

Lys

Leu

Leu

Tyr

Ser

120

Ala

ser

Tyr

Leu

Phe

37

Ser

Lys

Glu

Asn

Thr

Thr

Arg

val

Ser

Leu

Gly

10

Ala

Arg

Gly

val

ser

90

Asn

Ala

val

Gly

Asn

Pro
Ser
His
val
Asp
75

Glu
wr
Lys

Asp

170

. 185

200

Leu

Thr

Asp

Ser

GIn

Pro

Ala

val

Gly

Ser

Tyr

Ala

Tyr

Asp

Gly

Gly

Thr

60

Lys

Asp

Phe

Thr

Ile
140

Ser

Asp

Thr

235

250

Ala

Leu

Tyr

Lys

Ile

Ser

Thr

Asp

Thr

125

Gln

Thr

Ala

Thr

val

Thr

30

Ser

Tyr

Ser

Ala

Tyr

110

Pro

Met

val
Trp
Ala
Ser
205

ser

Gly

LyS

Phe

Leu

Asn

Thr

val

95

Trp

Lys

Thr

Thr

TYr

Thr

190

Gly

Gly

Gly

Pro

Thr

Thr

80

Tyr
Gly
Leu

Gln

Ile
Gln
175
Asn
Thr

Thr

Gly

Thr

160

Gln

Leu

Gln

Tyr

Thr
240



38

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Sequéncia de CDR
<400> 2

Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr Asn Met Asp
1 5 10

<210> 3

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Sequéncia de CDR
<400> 3

g1y Asb ITe Asn Ero Lys Asn Gly val Igr Ile

<210> 4

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Sequéncia de CDR

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (4) .. (4)

<223> xaa significa Tyr ou Ser

<400> 4
Arg Gly Asp Xaa Eyr Gly Asn Tyr Phe ﬁgp TYyr
1

<210> 5

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Sequéncia de CDR

<400> 5



39

Arg Thr ser Glu Asn Ile Tyr Ser Asn igu Ala
1 5

<210> 6

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Sequéncia de CDR
<400> 6

Thr Ala Thr Asn %eu Ala Asp
1

<210> 7

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Sequéncia de CDR

<400> 7

GIn His phe Trp §1y Thr Pro Tyr Thr
1

<210> 8

<211> 753

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> scFv ES8
<400> 8

atggccgagg  tgcagctgea gcagtcagga cccgacctgg tgaagcctgg.

aagatttcct gcaaggcttc tggatacaca ttcactgact acaacatgga
gagagacatg gaaagagcct tgagtggatt ggagatatta atcctaaaaa
atttacaacc agaagttcaa gggcaaggcc acattgactg tagacaagtc
gcctacatgg agctccgecag cctgacatct gaagacactg cagtctatta

ggggactmct atggtaacta ctttgactac tggggccaag gcaccagtct

ggcctcaatg.-

ctgggtgaag
tggcgttact
ctccaccaca
ttgtgcaaga

cacagtctcc

60
120
180
240
300
360



tcagccaaaa cgacmcccaa gcttgaagaa ggtgaatttt cagaagcacg cgtagacatt
cagatgacac agtctccagc ctccctatct gtatctgtgg gagaaactgt caccatcaca .
tgtcgaacaa gtgagaatat ttacagtaat ttagcatggt atcagcagaa acagggaaaa
tctcctecage tcctggtcté tactgcaaca aacttagcag atggtgtgcc ctcaaggttc
agtggcagtg gatcaggcac acagtattcc ctcaagatca acagcctgca gtctgatgat
tctgggactt attactgtca acatttttgg ggtactccgt acacgttcgg aggggggacc
aagctggaaa taaaacgggc tgatgctgceg gec

<210> 9

<211> 753

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> reverso e complemento de SEQ ID NO:8

<400> 9
ggccgcagca tcagcccgtt ttatttccag cttggtcccc cctccgaacg tgtacggagt
accccaaaaa tgttgacagt aataagtccc agaatcatca gactgcaggc tgttgatctt
gagggaatac tgtgtgcctg atccactgcc actgaacctt gagggcacac catctgctaa
gtttgttgca gtatagacca ggagctgagg agattttccc tgtttctgct gataccatgce
taaattactg taaatattct cacttgttcg acatgtgatg gtgacagttt ctcccacaga
tacagatagg gaggctggag actgtgtcat cigaatgtct acgcgtgctt ctgaaaattc
accttcttca agcttgggkg tcgttttggc tgaggagact gtgagactgg tgccttggec
ccagtagtca aagtagttac catagkagtc ccctcttgca caataataga ctgcagtgtc
ttcagatgtc aggctgcgga gctccatgta ggetgtggtg gaggacttgt ctacagtcaa
tgtggccttg cccttgaact tctggttgta aatagtaacg ccatttttag gattaatatc
tccaatccac tcaaggctct ttccatgtct ctccttcacc cagtccatgt tgtagtcagt
gaatgtgtat ccagaagcct tgcaggaaat cttcattgag gccccaggct tcaccaggtc
gggtcctgac tgctgcagect gcacctcgge cat

<210> 10

<211> 253

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> scFv AL

<400> 10

40

420
480
540
600
660
720
753



41
Met Ala Asp val Lys teu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Lys Pro
1 S 10 15

Gly Glu Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ile Ala ser Gly Phe Thr Phe ser
20 . 25 30



ASp

Trp

Ile

65

Ley

Tyr

Trp

Lys

Thr

145

val

Gin

Tyr

Thr

Glu
225

Gly

Tyr

val
50

Ile

Tyr

Cys

Gly

Leu

130

Gln

Thr

Gin

Arg

Asp

210

Tyr

Thr

<210> 11
<211> 9

TYyr

Ala

Lys

Leu

Thr

Leu

115

Glu

Ser

Cys

LYS

TYr

195

Phe

rhe

LysS

Met

Ile

Gly

Gin

Glu

Pro

Lys

Pro

180

Ser

Thr

Cys

L.eu

Tyr

ile

Arg

Met

85

Gly

Thr

Gly

Lys

Ala

165

Gly

ASp

Leu

Gin

Glu
245

Trp

Ser

Phe

70

ser

Phe

ser

Glu

Phe

150

Ser

GIn

val

Thr

GIn
230

Ile

val

ASp

55

Thr

ser

Pro

val

Phe

135

Met

Gin

ser

Pro

Ite

215

TYyr

Lys

42

Arg
40

Gly
1le
Leu
Leu
Thr
129
sar
ser

Asn

Pro

ASp

Arg

Glin

Gly

ser

Lys

lLeu

105

val

Glu

Thr

val

Lys

Arg

Asn

Ser

Ala

Thr

Tyr

Arg

Ser

90

Arg

Ser

Ala

Ser

phe

val

Tyr

Pro

TyYr

ASp

75

Glu

His

ser

Arg

val

155

Thr

Leu

Thr

Gin

Pro
235

Ala

Glu

Thr

60

Asn

Asp

Gly

Thr

val

140

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser
220

Tyr

Ala

LyS

Tyr

Ala

Thr

Ala

Lys

Asp

Asp

val

Tyr

Ser

205

Glu

Thr

Ala

Arg

Tyr

Lys

Ala

Met

110

Thr

Ite

Arg

Ala

ser

190

Glu

ASpP

Phe

Leu

Ser

ASh

met

95

AsSD

Thr

Gin

val

Trp

Ala

ser

Ley

Gly

Glu
Asp
Asn
80

Tyr
TYr
pPro
Met
ser
160
Tyr
Ser
Gly

Ala



43

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Sequéncia de CDR
<400> 11

Gly phe Thr Phe ger Asp Tyr Tyr Met

<210> 12

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Sequéncia de CDR
<400> 12

Ile Ile Ser Asp g]y Gly Tyr

<210> 13

<211> 12

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Sequéncia de CDR
<400> 13

g]y Phe Pro Leu Leu Arg His Gly Ala Tet Asp Tyr
’ 5 0

<210> 14

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Sequéncia de CDR
<400> 14

Lys Ala Ser GIn Asn val Asp Thr Asn val Ala
1 5 10

<210> 15



44

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Sequéncia de CDR
<400> 15

ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Ser
1 5

<210> 16

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Sequéncia de CDR
<400> 16

1 5

GIn GIn Tyr Asp Ser Tyr Pro Tyr Thr

<210> 17

<211> 759

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> SCFV A5



atggccgacg
aaactctect
cagactccgg
tactattcag
ctgtacctcc
ggttttccte
gtctcctcaa
gacattcaga
gtcacctgca
ggacaatctc
cgcttcacag
gaagacttgg

gggaccaagc

<400> 17

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

18

759
ADN
Art

18

ggccgcagea
gctgtcatat
gagagtgaaa
gtaggatgcc
tacattagta
tgtggacatg
accttcttca
ccagtagtcc
tgtgtcctea
ggagatggtg
aatgattgcg

.aattttaooaa
Rladeadbindiadindiai B R J

tgaagttggt
gtatagcctc
aaaagaggct
acattatcaa
aaatgagcag
tactacggca
ccaaaacgac
tgacccagtc
aggccagtca
ctaaagcact
gcagtgaatc
cagagtattt

tggaaataaa

ificial

tcagcccgtt
tgctgacaga
tctgtcccag
gagtaaatca

tccacattct

agcttgggtyg
atagcccegt
gacttcagac
aatcgccect

acccactcca

.actaaagtcat
et 2L i

ggagtctggg
tggattcact
ggagtgggtc
ggggcgattc
tctgaagtct
cggggctatg
acccaagctt
tccaaaattc
gaatgtggat
gatttactcg
tgggacagat
ctgtcagcaa

acgggctgat

ttatttccag
aatactctgc
attcactgcc
gtgctttagg
gactggcctt

tcgttttggt
gccegtagtag
tgctcatttg
tgataatgtc

gcctcttttc

45

ggaggcttag
ttcagtgact
gcaatcatta
accatctcca
gaggacacag
gactactggg
gaagaaggtg
atgtccacat
actaatgtag
gcatcctacc
ttcactctca

tatgacagct

gctgcggec

cttggtcccc

tgaagcctgg
attatatgta
gtgatggtgg
gagacaatgc
ccatgtatta
gtcttggaac
aattttcaga
cggtaggaga
cctggtatca
ggtacagtga
ccatcagcaa

atccatacac

reverso e complemento de SEQ ID NO:17

agagtccctg
ttgggttege
ttattatacc
caagaacaac
ctgtacaaga
ctcagtcacc
agcacgcgta
cagggtcagc
acagaaacca
cgtccctgat
tgtgcagtct
gttcggaggg

cctccgaacg tgtatggata

caagtcttca
tgtgaagcga
agattgtcct
gcaggtgacg

.ctgaatgtct
-4 -4

tgaggagacg
aggaaaacct
gaggtacagg
tgaatagtag
cggagtctgg

gactgcacat
tcagggacgt
ggtttctgtt
ctgaccctgt
acgcgtactt
gtgactgagg
cttgtacagt
ttgttcttgg
gtataataac

cgaacccaat

tgctgatggt
cactgtaccg
gataccaggc

ctcctaccga

ttccaagacc
aatacatggc
cattgtctct
caccatcact

acatataata

60
120
180
240
300
360
420
480

. 540
600
660
720
759

"~ 60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



46

gtcactgaaa gtgaatccag aggctataca ggagagtttc agggactctc caggctteac

taagcctccc ccagactcca, ccaacttcac gtcggcecat

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

19
777
ADN

n é a,
19

atggcgaggt
aaattgtcct
cagaggcctg
aactacaatg
gcctacattce
gatggcaact
tcctcagceca
attgtgatga
tcttgcagat
ctgcagaagc
ggggtcccag
agagtggagg
ttcggagggg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>

20
259
PRT

(20) ..

artificial

scFv H12

misc FEATURE
(58) ..

(58)

Cr 9y

tcagctccag
gcaaggcttc
aacagggact
agaacttcaa
agcttagcag
tcccttacta
aaacgacacc
cccagattcc
ctagtcagag
caggccagtc
acaggttcag
ctgaggatct

ggaccaagct

artificial

SCEV H12

MISC_FEATURE

(20)

ou t

cagtctggat
tggctacacc
tgagtggatt
gggcaaggcc
gctgacatct
tgctatggac
caagcttgaa
actctcectg
ccttgtatac
tccaaagctc
tggcagtgga
gggaatttat

ggaaataaaa

ctgaactggt
ttcacatact
ggagtgattt
acactgacta
gaggactctg
tcatggggtc
gaaggtgaat
cctgtcattce
agtaatggaa
ctgatctaca
tcagggactg
ttctgetctce

cgggctgatg

atagcctggg
ttgacataaa
ctcctggaga
tagataaatc
ctgtctattt
aaggaacctc
tttcagaagc
ttggagatca
acacctattt
atgtttccaa
atttcacact
aaagtacaca

ctgcggecege

gcttcagntg
ctggttgaga
tggcaataca
ctccaccaca
ctgtgcaaga
agtcaccgtc
acgcgtagac
agcctccatc
acattggttc
cctattttct
caagatcagc
tgttcccacg

tggatcc

720
759

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
777



47

<223> 0 ’'xaa’ na localizacgao 20 representa Met, val, ou
Leu.
<400> 20



Tyr

Trp

Asn

65

Ala

phe

Gly

teu

Gln

145

Ser

Leu

Tyr

Ser

Glu

225

Phe

Ala

rhe
Ile
50

Fhe

TyYr

Gin

Glu

130

Iie

cys

His

Asn

Gly

210

Asp

Gly

Gly

ASD

35

Gly

Lys

Ile

Ala

Gly

Glu

Pro

Arg

Trp

val

1985

ser

Leu

Gly

Sey

20

Ile

val

Gly

GlIn

Ar

10

Thr

Gly

Leu

Ser

rhe

180

Ser

Ggly

Gly

Gly

Asn

Ile

Lys

Leu

85

Asp

ser

alu

Ser

ser

165

Leu

Asn

Thr

Ile

Thr
245

Trp
sar
Ala
70

ser
Gly
val
Phe
Leu
150
Glin
Gin
Leu
Asp
TVYr
230

Lys

Lau

Fro

55

Thy

Arg

ASn

Thr

sar

135

Pro

ser

Lys

Phe

Phe

215

Phe

Leu

48

Arg

40

Gly

Leu

Leu

Phe

val

120

Glu

val

Leu

Pro

ser

200

Thr

Cys

Glu

25

Gln
ASp
Thr
Thr
Pro
105
ser
Al Ia
Ile

val

Leu
ser

Ile

Arg

Gly

Ile

Ser

90

Tyt

Ser

Arg

Leu

Tyr

170

Gln

val

Lys

Glin

LYS

Pro

ASn

ASp

75

Glu

Tyr

Ala

val

G1

15

Ser

ser

Pro

Ile

ser

235

Arg

Glu

Thr

60

Lys

Asp

Ala

Lys

Asp

Asn

fro

Asp

ser

220

Thr

Ala

Glin
45

Asn
ser
ser
Met
Thr
125
Ile
Gin

Gly

Lys

Arg

His

Asp

30

Gly

Tyr

Ser

Ala

val

Ala

ASn

Leu

190

rhe

val

val

Ala

Leu

Asnh

Thr

val

95

ser

Pro

Met

Ser

Thr

175

lLeu

Ser

GTu

Pro

Ala
255

Gly

Glu

Thr

80

Tyr

Trp

Lys

Thr

Ite

160

Tyr

Ile

Gly

Ala

Thr

240

Ala



<210> 21
<211>777
<212> ADN

<213>
<220>
<223>
<400>

scEv
21

atggcccagg
aaactgtcct
cagaggcctg
aactacaatg
gcctacatte
gatggcaact
tccteageca
attgagctca
tcttgcagat
ctgcagaagc
ggggtcccag
agagtggagg
ttcggagggg

22
259
PRT

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

SCEFV
22

artificial

D7

tgcagctgca
gcaaggcttc
aacagggact
agaacttcaa
agctcagcag
tcccttacta
aaacgacacc
cccaatctec
ctagtcagag
caggccagtc
acaggttcag
ctgaggatct

ggaccaagct

artificial

D7

gcagtctggg
tggctacécc
tgagtggatt
gggcaaggec
gctgacatct
tgctatggac
caagcttgaa
actctecectg
ccttgtacac
tccaaagctc
tggcagtgga
gggagtttat

ggaaataaaa

49

gctgaactgg
ttcacatact
ggagggattt
acactgacta
gaggactctg
tcatggggtc
gaaggtgaat
cctgtcattc
agtaatggaa
ctgatctaca

tcagggacag
ttctgetcte

cgggctgatg

tagagcctgg
ttgacataaa
ctcectggaga
tagacaaatc
ctgtctatrtt
aaggaacctc
tttcagaagc
ttggagatca
acacctattt
cagtttccaa
atttcacact
aaagtaccca

ctgcggecge

ggcttcagtg
ctggttgaga

tggtaataca

ctccaccaca
ctgtgcaaga
agtcaccgtc
acgcgtagac
agcctccatc
acattgottt
ccgattttct
caagatcagc
tgttcccacy

tggatcc

60
120
180
240

w
(=]
K~

360
420
480
540
600
660
720
777



Met Ala

1

Gly Ala

Tyr pPhe

Try Ile
50

Asn Phe

65

Ala Tyr

Phe cys

Gly GIn

Glin

Ser

Asp

35

Gly

Lys

Ile

Ala

Gly

val

val

20

Ite

Gly

Gly

Gin

Arg

100

Thr

Gin Leu GiIn
5

Lys Leu Ser
Asn Trp Leu
Ile Ser Pro

55
Lys Ala Thr
70

Leu 3er Arg
85

Asp Gly Asn

ser val Thr

Gin

Cys

Arg

40

Gly

Leu

Ley

Fhe

val

50

ser
28
Gin
Asp
Thr
Thr
Pro

105

ser

Gly
10

Ala
Arg
Gly
Ile
ser
90

TYr

Ser

Ala
Ser
Pro
Asn
Glu
Tyr

Ala

Glu Leu
Gly Tyr
Glu Gln
45

Thr Asn
60

Lys ser
Asp Ser

Ala Met

Lys Thr

val

Thr

30

Gly

Tyr

Ser

Ala

Giu Pro
15

Phe Thr
Leu Glu
Asn Glu
Thr Thr

80

val Tyr
95

ser Trp

Pro Lys



Leu
GlIn
145
ser
tey
Tyr
Ser
Glu

225

phe

Glu
130
ser
Cys
His
Thr
Gly
210

ASp

Gly

115

Glu

Pro

Arg

Trp

val

195

Ser

Leu

Gly

Ala Gly Ser

<210> 23
<211> 77
ADN
artificial

<212>
<213>

<220>

<223>

scFv Hl2-reverso e complemento de SEQ ID NO:19

<220>

<221>
<222>
<223>

misc_ FEATURE

7

Gly

Leu

ser

Phe

180

Ser

cly

Gly

Gly

Glu

ser

Ser

165

Leu

AsSh

Thr

val

Thr
245

(720)..(720)
né a, c,
<400> 23

9y

Phe Ser
135

Leu Pro
150

Gin Ser

Gin Lys

Arg Phe

Asp Phe

215

Tyr phe
230

Lys Leu

ou t

120

Glu

val

Leu

Pro

Ser

200

Thr

Cys

Glu

51

Ala

Ile

vatl

Leu

Ser

Ile

Arg

Leuy

val

Lys

Gin

Lys

Ser
Pro
Ile
Ser
235

Arg

ASP

Asn

Pro

Asp

Ser

220

Thr

Ata

125

ile

Gin

Gly.

LYS
Arg
205
Arg

His

AsSp

Glu

Ala

Ash

Lai

190

Phe

val

val

Ala

Leu

Ser

Thr

175

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala
255

Thr

Ile
160

Tyr

Ile

Gly

Ala

Thr

240

Ala



ggatccagcg
gggaacatgt
gatctrgagt
aaataggttg
ccaatgtaaa
ggaggcttga
tacgcgtgct
ggtgactgag
tgcacagaaa
ggtggaggat
attgccatct
caaccagttt
ctgaagcccc

<210> 24

<211> 777
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

<400> 24
ggatccagcg

gggaacatgg
gatcttgagt
aaatcggttg
ccaatgtaaa
ggaggcttga
tacgcgtgcet
ggtgactgag
tgcacagaaa
ggtggaggat
attaccatct
caaccagttt

tgaagcccca

gccgcagceat
gtactttgag
gtgaaatcag
gaaacattgt
taggtgtttc
tctccaagaa
tctgaaaatt
gttccttgac
tagacagcag
ttatctatag
ccaggagaaa
atgtcaaagt

aggctatacc

artificial

gccgcageat
gtactttgag
gtgaaatctg
gaaactgtgt
taggtgtttc
tctccaagaa
tctgaaaatt
gttccttgac
tagacagcag
ttgtctatag
ccaggagaaa
atgtcaaagt

ggctctacca

cagcccgttt

agcagaaata

. tccctgatec.

agatcaggag
cattactgta
tgacaggcag
caccttcttc

cccatgagtc
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tatttccagc
aattcccaga
actgccactg.
ctttggagac
tacaaggctc
ggagagtgga
aagcttgggt

catagcatag

ttggtccccc

tcctcagect

aacctgtctg-.

tggcctggct
tgactagatc
atctgggtca
gtcgttttgg
taagggaagt

ctccgaacgt

ccactctget

ggaccccaga..

tctgcaggaa
tgcaagagat
tcacaatgtc
ctgaggagac
tgccatctct

agtcctcaga tgtcagcctg ctaagctgaa tgtaggctgt

tcagtgtgge cttgcccttg aagtrctcat-tgtagrttgt

tcactccaat ccactcaagt ccctgttcag gcctctgtct

atgtgaaggt gtagccagaa gccttgcagg acaatttcan

agttcagatc cagactgctg gagctgaacc tcgccat

cagcccgttt
agcagaaata
tccctgatec
agatcaggag
cattactgtg
tgacaggcag
caccttcttce
cccatgagtc
agtcctcaga
tcagtgtggc
tccctccaat
atgtgaaggt

gttcagcecc

tatttccagc
aactcccaga
actgccactg
ctttggagac
tacaaggctc
ggagagtgga
aagcttgggt
catagcatag
tgtcagcctg
cttgcccttg
ccactcaagt
gtagccagaa

agactgctgc

ttggtccecc
tcctcagect
aacctgtctg
tggcctgget
tgactagatc
gattgggtga
gtcgttttgg
taagggaagt
ctgagctgaa
aagttctcat
ccectgttcag
gccttgecagg

agctgcacct

scFv D7 reverso e complemento de SEQ ID NO:21

ctccgaacgt
ccactctgct
ggaccccaga
tctgcagaaa
tgcaagagat
gctcaatgtc
ctgaggagac
tgccatctct
tgtaggctgt
tgtagtttgt
gcectctgtet

acagtttcac

gggccat

60
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540
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600
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720
777



53

DOCUMENTOS REFERIDOS NA DESCRIQAO

Esta lista de documentos referidos pelo autor do presente
pedido de patente foi elaborada apenas para informacao do
leitor. Nao é parte integrante do documento de patente
europeia. Nao obstante o cuidado na sua elaboracgao, o IEP
nao assume qualquer responsabilidade por eventuais erros ou

omissodes.

Documentos de patente referidos na descricgéo
. WO 01009192 A [0009]

. WO 9735616 A [0010]

. US 20040213791 A [0011] [0012]

. WO 9803873 A [0012]

. EP 05011536 A [0107]

Literatura ndo relacionada com patentes referida na

descrigdo

. Chowdhury et al. Mol. Immunol., 1997, wvol. 4, 9-20
[0003]

. Horoszewicz et al. Anticancer Res., 1987, vol. 7, 927-
935 [0004]

. O’Keefe et al. Prostate, 01 de Fevereiro de 2004, vol.
58 (2), 200-10 [0008]

. Bander et al. Seminars in Oncology, 2003, 667-677
[0011]

J Fracasso et al. The Prostate, 2002, 9-23 [0012]

. Galfre et al. Nature, 1979, 131-133 [0053]

. Orum et al. Nucleic Acies Res., 1993, 4491-4498 [0062]
. Dubel et al. Gene, 1993, 97-101 [0063]

. Kipriganov et al. J. Immunol. Methods, 1997, 69-77
[0073]

. Pastan et al. J. Biol. Chem., 1989, 15157-15160 [0082]
. Wels et al. Biotechnology, 1992, 1128-1132 [0082]

. Kipriyanov. Int. J. Cancer, 1998, 763 [0102]



REIVINDICACOES

1. Um anticorpo monoclonal isolado ou uma porgao de
ligagao a antigénio do mesmo que
a) se liga a antigénio de membrana especifico da
préstata na sua forma nativa que ocorre na
superficie de células tumorais
b) pode ser internalizado por uma célula tumoral,
c) se liga fortemente a células LNCAP, mas nao se
liga ou liga-se apenas minimamente a células gque nao
expressam antigénio de membrana especifico da
prostata e
d) é ligado a um marcador ou um agente citotdxico,
caracterizado por
e) compreender as CDRs que possuem as SEQ ID NO:2 a
SEQ ID NO:7, ou as CDRs que possuem as SEQ ID NO:11
a SEQ ID NO:16 ou as CDRs designadas como CDR HI,
H2, H3, L1, L2 e L3 como sao apresentadas na Fig. 20
ou as regides CDR correspondentes como sao

apresentadas na Fig. 21.

2. Anticorpo monoclonal isolado ou porgao de ligacao a
antigénio do mesmo de acordo <com a reivindicagao 1
caracterizado por a intensidade de <fluorescéncia de PE
(MFI) do mAb é superior a 1000 e do scFv superior a 40 com

saturacao de antigénio.

3. Anticorpo monoclonal isolado ou uma porcgao de ligacao
a antigénio do mesmo de acordo com as reivindicagbes 1 e 2
que mostram uma actividade elevada de ligagcao a células
LNCAP atingindo 50% de saturacao de locais de PSMA em

concentragdes entre 1 nM e 120 nM.

4. Anticorpo monoclonal isolado ou uma porcgao de ligacgao

a antigénio do mesmo de acordo com qualquer das



reivindicagbes 1-3 caracterizado por o marcador ser uma

particula que emite radiacgao radiocactiva ou de
fluorescéncia.
5. Anticorpo monoclonal isolado ou porcgaoc de ligagao a

antigénio do mesmo de acordo com as reivindicagbes 1-4
caracterizado por o agente citotdxico ser uma substancia
tdéxica para as células seleccionada do grupo gue consiste

em toxinas.

6. Anticorpo monoclonal isolado ou porgao de ligagao a
antigénio do mesmo de acordo com a reivindicagao 5,
caracterizado por a toxina ser seleccionada do grupo de
taxol, citocalasina B, gramicidina D, brometo de etidio,
emetina, mitomicina, etoposido, teniposido, vincristina,
vinblastina, colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina,
dihidroxi antracina diona, mitoxantrona, mitramicina,
actinomicina D, l-desidrotestoterona, glicocorticdides,
procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol e/ou

puromicina.

7. Composigcao farmacéutica que compreende um anticorpo
monoclonal isolado ou uma porgao de ligacao a antigénio do

mesmo de acordo com qualquer das reivindicagdes anteriores.

8. Um anticorpo monoclonal isolado ou uma porgaoc de
ligacao a antigénio do mesmo de acordo com qualgquer das

reivindicag¢des 1-6 para utilizag¢do no tratamento do cancro.

9. Kit diagnéstico para a detecgcao de células tumorais
que compreende um anticorpo monoclonal isolado ou uma
porcao de ligacao a antigénio do mesmo de acordo com

qualquer das reivindicagdes 1-6.



10. Um método para a identificagao in vitro de células
tumorais caracterizado por as células tumorais a ser
identificadas serem colocadas em contacto com um anticorpo
monoclonal isolado ou uma porcdo de ligacgdo a antigénio do

mesmo de acordo com qualquer das reivindicagdes 1-6.

11. Um anticorpo monoclonal isolado ou uma porgao de
ligacdo a antigénio do mesmo de acordo com gualquer das
reivindicagbes 1 a 6 para utilizagao na 1identificacgao

diagnéstica de células tumorais.

12. Utilizacao de um polinucledétido isolado que compreende
uma sequéncia contigua de pelo menos 20 nucledtidos de
qualquer sequéncia do grupo que consiste nas SEQ ID NOS: 8,
9, 17, 18, 19, 21, 23 e 24 na preparagcao de um anticorpo
monoclonal ou um fragmento de ligacdao do mesmo de acordo

com qualquer das reivindicagbes 1 a 6.
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Ligacao do scFv A5, H12 e D7 a células DU145 negativas para
PSMA (a) e células LNCaP positivas para PSMA (A5 = B, H12 =
C, D7 = D). As células foram coradas com os mAbs e um mAb
de IgG anti-ratinho conjugado com PE. Os histogramas
representam logaritmos de fluorescéncia de PE em citdmetro
de fluxo. O controlo negativo foil feito com anticorpo

secunddrio somente.
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Fig 16

Ligagao do scFv A5, H12 e D7 a células BOSC negativas para
PSMA (a) e células BOSC transfectadas com PSMA (A5 = B, H12
= C, D7 = D). As células foram coradas com o mAb anti-c-myc
scFv e Ig anti-ratinho conjugada com PE. Os histogramas
representam logaritmos de fluorescéncia de PE em citdmetro
de fluxo. Controlo negativo foi feito com anticorpo

secunddrio somente.
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Efeito citotdxico de imunotoxina recombinante HE12-PE40

sobre células LNCaP (negro) e DU (branco)
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Esquema de construcgao do diacorpo A5-CD3
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Efeito citotdxico de um diacorpo construido de scFv A5
(A5/CD3) a diferentes concentragdes e linfdcitos de sangue

periférico (razao de efeito ou alvo ratio 10:1) sobre

células LNCaP apds 48 h de incubacao
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1 ATG GCC CAG GTG CAG CTG CAG CAG TCT GGG GCT GRA CTG GTA GAG CCT GGG GCT TCA GIG
TAC CGE GTC CAC GTC GAC GTC GTC AGA CCC CGR CTT GAC CAT CTC GGA CCC CGA AGT CAC

+1 K L 8§ < K A s G Y T F T ¥ F D I 8w L R

61 ABA CTG TCC TGC RABG GCT TCT GGC TAC ACC TTC ACA FAC TTT GAC ATA  AAC 716G TTG AGA
TTT GAC AGE ACG TTC CGA AGA CCG ATG TGG AAG TGT ATG AAA CIG TAT TTIG ACC AAC TCT

#1 ¢ R P E ¢ 6 L E W I
121 CAG AGS CCT GAA CAG GGAR CTT GAG TGG AIT
GTC TCC GGA CTT GTC €CT GAR CTC ACC TAA

K & T L T I p K 5 8§ T T
ARG GCC ACA CTG ACT ATA GAC AAR TCC TCC ACC ACA
TTC CGG TGT GAC THA TAT CTG TTT AGE AGE TGE TGT

+1 ] "
181

+1 a2 ¥ I Q2 L L} R L T 8 B D s A VvV ¥ F C & R
241 GEC TAC ATT CAG CTC AGC AGE CTG ACA TCT GAG GAC TCT GCT GTC TAT TTC TGT GCR AGA
¢GG RTG TAA GTC GAG TCG TCC GAC TGT AGA CTC CTG AGA CGA CAG ATA AAG ACH CGT ICT

+1
301 ! TGG GGT CAA GGA ACC TCA GIC ACC GTC

$T ACC CCA GIT CCT TGG AGT CAG TGG CAG

Epftops YOL.
44 S & » K T T P X L E E & E F 8 & A R V P
361 TCC TCA GCC ABA ACG ACR CCC AAG CTT GAA GAA GGT GAA TTT TCA GBA GCA CGC GTR GAC
AGG BAGT CGG TTT TGC TET GGG TTC GAA CTT CIT CCR CTT AAA AGT CTT CGT GCG CAT CTG

41 I E L % Qg 8 P L 5 & P v I E G Jx] e A 5 I
421 ATT GAG CTC ACC CAR TCT CCA CTC TCC CTG CCT GPC ATT CTT GGA GAT CAR GCC TCC ATC
TAA OTC GAG TGC GTT AGA GGT GAG AGG GAC GGA CAG TAA GAA CCT CTA GIT CGG AGS TRG

CDR~L1

1.8 ¢ R S 8§ @ S8 _ L Y E, LS8 3 T ¥ L B W F
481 TCT TGC }\GA TCT AGT CAG AGC CTT GTA CAC AG _AM' GGARAC ACC TAT TTA cm] TGG TIT

AGR ACG ’{I‘CT AGA TCA GTC TCH GAA CRE GTG TCA! TITR, CCT ‘I‘TG GG ATA AAT GTA ACC RAR

CDR-1L2

L ¢ kK P & @ 85 P K B L I ¥ T V 5 -5,
541 CTG CAG ARG CCA GGC CAG TCT CCA ARG CTC CTG AIC TAC BCFL GTT. TLC. MC CGA TTT ?CE
GAC GTC TTC GGT CCG GTC AGA GET TTC GAG GAC TAG ATG TGT CAA AGG TIG GCT AAA AGA

Fig. 21 a
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601 GGG GTC CCA GBC AGG TTC AGT GGC AGT GGR TCA GGG ACA GAT TTC ACA CTC AAG ATC AGC
CCC CRG GET CTG TCC AAG TCA CCG TCA CCT AGT CCC TGT CTA ARG TGT GAG TTC TAG ICG

CDR-%3

44 R V E A E D L & Vv Y F ¢ $ O S T B V P T
661 AGA GTG GAG GCT GAG GAT CTG GGA GTT TAT TTC TGC [ICT CAA AGT ACCCAT GIT CCC ACG
TCT CAC CTC CGA CTC CTA GAC CCT CAA ATA AAG ACG AGA ‘GIT TCA TGG GTA'CBA GGG TEC

+1 F 6 & 6 T K L B I X R A b A A A A G S
721 TTC GGA GGG GGG ACC RAG CTG GAA ATA ARA CGE GCT GAT GLY GCG GCC GCT GGA TCC
RAG CCT CCC CCC TGG TTC GAC CTT TAT TTT GCC CGA CTA CGA CGC CGG CGA CCT AGG
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