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DESCRIPCION

Anticuerpos monoclonales humanos para antigeno prostético especifico.
Contexto de la invencion

El cancer de préstata es un cancer altamente frecuente y una causa principal de morbosidad y mortalidad entre los
hombres. Entre los tratamientos para el cancer de préstata se incluyen cirugia, hormonas, radiacién y quimioterapia.
Existe un tratamiento poco efectivo para la enfermedad metastdsica de préstata, y por lo tanto la identificacién de
genes y/o productos de gen que representan marcadores de prondstico y diagndstico precisos, asi como los objetivos
de una terapia resultan muy criticos. El antigeno prostatico especifico (PSA) es uno de los marcadores de cincer, cuyos
valores son ttiles en el diagndstico clinico y técnica de cancer de préstata. Sin embargo PSA no puede diferenciar la
hiperplasia prostatica benigna (BPH) de prostatitis o cdncer de prostata en el rango de 4-10 ng/ml, por lo que se
necesita un analisis citolégico y/o histoldgico para confirmar el diagnéstico adecuado. (9).

El antigeno de membrana prostético especifico (PSMA) es un aminoacido 750, tipo II glicoproteina transmembrana
de aproximadamente 110 kK que tiene 54% homologia con el receptor transferrin. PSM’ es una forma de PSMA unida
alternativamente que se localiza en el citoplasma. PSMA tiene tres dominios estructurales, que incluye un dominio
intracelular de 19 aminoécidos, un dominio de transmembrana de 24 amino4cidos, y un dominio extracelular de 707
aminodcidos. La proteina PSMA demuestra neurocarboxipeptidasa y actividad de hidrolasahidrolasa de acido félico,
y por lo tanto puede estar involucrada en la regulacién neuroendocrina de crecimiento y diferenciacién de préstata (7).

Estudios de expresién de PSMA indician que representa un marcador nuevo que se expresa predominantemente
por células epiteliales prostaticas. Ademds, la expresion de PSMA aumenta en cancer de prdstata, especialmente en
carcinomas refractorios (8, 11) de hormonas y metéstasis no muy diferenciados. Por consiguiente, PSMA representa
un diagndstico, prondstico y objetivo terapéutico valioso en el cdncer de prostata. Expresion de bajo nivel de PSMA
también se ha observado en tejidos extraprostiticos como el intestino delgado, gldndula salival, mucosa duodenal,
tubos renales proximales y cerebro (11).

PSMA en el cerebro estd incluido en la conversion del neurotransmisor NAAG a HAA y glutamato libre, que
puede ser importante en la patogénesis de desérdenes como esclerosis multiple, esclerosis lateral amiotrépica, mal de
Alzheimer y esquizofrenia (12). La expresion PSMA también se observa en células endoteliales de vasos capilares en
dreas peritumorales y endotumorales de ciertas enfermedades, incluyendo carcinomas de célula renal y carcinomas
de colon, pero no en vasos sanguineos de tejidos normales, lo que sugiere que su expresion podria también estar
relacionada con angiogénesis de tumor (11).

WO 97/35616 describe anticuerpos monoclonales que se enlazan con el dominio extracelular de antigeno de mem-
brana prostatico especifico (PSMA) y métodos para usar tales anticuerpos en diagnéstico y tratamiento de cancer.

Vaughan, T.J. et al., Nature Biotechnology 16(6); 535-539 (1998) y Briiggemann, M. y Neuberger, M.S., Immu-
nology Today 17(8); 391-397 (1996) describen estrategias para producir anticuerpos en ratones transgénicos.

Curnow, R.T, Cancer Immunology and Immunotherapy 45; 210-215 (1997) describe el uso de CD64 dirigido
a inmunoterapia en el tratamiento de cancer. Curnow empled los anticuerpos humanizados biespecificos MDX-447
(Fab humanizado anti-CD64 x Fab humanizado anti-EGFR) y MDX-H210 (Fab humanizado antiCD64 x Fab anti-
HER2/neu).

Resumen de la invencion

La presente invencion proporciona anticuerpos monoclonales humanos aislados que especificamente se enlazan
con antigeno de membrana prostatico especifico (PSMA) con una constante de afinidad de al menos 10’M™!, asi
como composiciones que contienen un anticuerpo o una combinacién de tales anticuerpos. El anticuerpo humano
se caracteriza por enlazarse con PSMA con una constante de afinidad de al menos 10’M™', teniendo la habilidad
para transmitir citolisis de una célula que expresa PSMA (in vitro) en la presencia de células efectoras humanas (por
ejemplo, células polimorfonucleares, monocitos, macréfagos y células dendriticas) en una concentracién de 10 pg/ml
o menos y siendo capaces de transmitir citolisis celular que expresen PSMA por células efectoras humanas en un ICs
de 1x107" 0 menos in vitro. Como consecuencia, los anticuerpos monoclonales humanos de la invencién pueden usarse
como agentes de diagndstico o terapéuticos in vivo e in vitro.

Anticuerpos humanos aislados de la invencién comprenden varios isotipos de anticuerpo, com IgG1, IgG2, IgG3,
IgG4, 1gM, IgAl, IgA2, IgAsec, IgD, e IgE. Normalmente, incluyen isotipos IgG1 (por ejemplo, IgGlk) e IgM.
Los anticuerpos pueden ser de longitud completa (por ejemplo, un anticuerpo IgG1l o IgG4). En una realizacion,
los anticuerpos humanos son anticuerpos humanos recombinantes. En otra realizacién, los anticuerpos humanos se
producen por hibridoma que incluye una células B obtenida a partir de un animal no humano transgénico, por ejemplo,
un ratén transgénico, que tiene un genoma que comprende un transgen humano de cadena pesada y un transgen
humano de cadena ligera fusionados en una célula inmortalizada. Los anticuerpos pueden producirse por hibridomas
aqui referidos como 4A3, 7F12, 8A11, 16F9 Y 8C12.
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En otra realizacién, anticuerpos humanos anti-PSMA de la presente invencién se caracterizan por una o mds de las
siguientes propiedades:

a) especificidad para el PSMA;

b) una afinidad de enlace con PSMA con una constante de afinidad de al menos 10’"M™!, preferentemente
alrededor de 10°M' y més preferentemente, entre 10'°M~" y 10"'"M~! 0 mds.

¢) una constante de asociacion (K,,.) con PSMA de la menos 103, mds preferentemente sobre 104 y mds
preferentemente aproximadamente 105M-1S-1.

d) una constante de disasociacion (Kg,) de PSMA de aproximadamente 1073s™!, preferentemente alrededor de
10~*s~!, preferentemente, 10>s™!, y mds preferentemente 107%s7!;

e) la habilidad para opsonizar una célula que expresa PSMA; o

f) lahabilidad para inhibir crecimiento y/o transmitir fagocitosis de células que expresan PSMA (por ejemplo,
células de tumor) en la presencia de células efectoras humanas en una concentracién de aproximadamente
10 pg/ml o menos (por ejemplo, in vitro).

Ejemplos de células de tumor que pueden ser dirigidas por los anticuerpos humanos de la invencién incluyen, pero
no se limitan a células prostaticas, renales y de colon.

g) Anticuerpos humanos aislados de la invencién se enlazan con antigeno PSMA con una constante de afi-
nidad de al menos 10’M™!, preferentemente alrededor de 108M™!, preferentemente sobre 10°M™" y mads
preferentemente, entre 10'°M~' y 10''"M~! 0 mds fuertes y son capaces de inhibir crecimiento y/o transmitir
fagocitosis y matar células que expresan PSMA por células efectoras humanas, por ejemplo, células poli-
morfonucleares (PMNs), monocitos y macréfagos, con un ICs, de aproximadamente 1 x 107" M o menos,
0 en una concentracién de aproximadamente 10 pg/ml o menos (por ejemplo, in vitro).

En otro aspecto, la invencién proporciona una molécula de dcido nucleico aislada que codifica una region variable
de un anticuerpo monoclonal humano de la invencién. Por consiguiente, los vectores de expresion recombinantes
pueden incluir dcidos nucleicos que codifican el anticuerpo de la invencidn, las células huésped pueden transfectarse
con tales vectores, y los anticuerpos de la invencion pueden hacerse por cultivo de estas células huésped.

Se pueden obtener B-células aisladas de un animal no humano transgénico, por ejemplo, un ratén transgénico,
que son capaces de expresar varios isotipos (por ejemplo, IgG, IgA y/o IgM) de anticuerpos monoclonales humanos
que especificamente se enlazan con PSMA. Preferentemente, las células B aisladas obtenidas a partir de un animal
no humano transgénico, por ejemplo, un ratén transgénico, que ha sido inmunizado con una preparacion purificada o
enriquecida de antigeno PSMA y/o células que expresan PSMA. Preferentemente, el animal no humano transgénico,
por ejemplo, un ratén transgénico, tiene un genoma que comprende un transgen humano de cadena pesada y un
transgen humano de cada ligera. Las células B aisladas son inmortalizadas para proporcionar una fuente (p. €j. un
hibridoma) de anticuerpos monoclonales humanos para PSMA.

De este modo, la presente invencién también proporciona un hibridoma capaz de producir anticuerpos monoclo-
nales humanos que especificamente se enlazan con PSMA. En una realizacién, el hibridoma incluye una célula B
que se obtiene a partir de un animal no humano transgénico, por ejemplo, un raton transgénico, que tiene un genoma
que comprende un transgen humano de cadena pesada y un transgen humano de cada ligera fusionado con una célula
inmortalizada. El animal no humano transgénico puede inmunizarse con una preparacion purificada o enriquecida de
antigeno PSMA y/o células que expresan el PSMA para generar hibridomas que producen anticuerpos. Los hibridomas
particulares incluyen 4A3, 7F12, 8A11, 16F9 Y 8C12.

En otro aspecto, la invencién proporciona un animal no humano transgénico, como un ratén transgénico (también
aqui referido com un “HuMab”), que expresa un anticuerpo monoclonal humano como aqui se define que especifica-
mente se enlaza con PSMA, que tiene un genoma que comprende un transgen humano de cadena pesada y un transgen
humano de cada ligera. En una realizacién particular, el animal no humano transgénico, es un ratén transgénico. El
animal no humano transgénico puede inmunizarse con una preparacién purificada o enriquecida de antigeno PSMA
y/o células que expresan el PSMA. Preferentemente, el animal no humano transgénico, por ejemplo, el ratén trans-
génico, es capaz de producir varios isotipos de anticuerpos monoclonales humanos para PSMA (por ejemplo, IgG,
IgA y/o IgM) sufriendo recombinacién V-D-J e intercambio de isotipo. El intercambio de isotipo puede darse por, por
ejemplo, intercambio de isotipo cldsico o no clésico.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona métodos para producir anticuerpos monoclonales como aqui
se definen que especificamente reaccionan con PSMA. El método incluye la inmunizacién de un animal no humano
transgénico, p. €j. un raton transgénico, que tiene un genoma que comprende un transgen humano de cadena pesada y
un transgen humano de cada ligera, con una preparacion purificada o enriquecida de antigeno PSMA y/o células que
expresan el PSMA. Posteriormente se obtienen células B (por ejemplo, células B esplénicas) del animal y se fusio-
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nan con células mieloma para formar células hibridoma inmortales, células que segregan anticuerpos monoclonales
humanos contra PSMA.

Anticuerpos monoclonales humanos anti-PSMA aislados de la invencion, o antigenos que se enlazan con porciones
de los mismo, puede derivarse o unirse con otra molécula funcional, por ejemplo, otro péptido o proteina (p. ej.
un fragmento Fab’). Por ejemplo, un anticuerpo o pocién que se enlaza con antigeno puede estar funcionalmente
unida (por ejemplo, por unién quimica, fusidén genética, asociacién no covalente o similares) a una o mds entidades
moleculares, como otro anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo biespecifico o multiespecifico). De este modo, en otro
aspecto, la presente invencion ofrece o muestra una molécula biespecifica o multiespecifica que comprende al menos
una primera especificidad de enlace para PSMA, es decir, un anticuerpo monoclonal humano como aqui se define y
una segunda especificidad de enlace para un receptor Fc, por ejemplo un receptor humano FcyRI o un receptor humano
Fca.

Las moléculas multiespecificas de la invencién también incluyen moléculas triespecificas, tetraespecificas y otras
moléculas multiespecificas. En una realizacién la moléculas multiespecifica incluye una porcion de factor anti-mejora
(EF), por ejemplo, una molécula que se enlaza con una proteina superficial incluida en la actividad citotéxica. En
una realizacion particular, las moléculas biespecificas y multiespecificas de la invencidén comprenden al menos un
anticuerpo, un fragmento del mismo (por ejemplo, un Fab, Fab’, F(ab’),, Fv, o un Fv de cadena sencilla). En una
realizacion particular, el anticuerpo o fragmento del mismo es un anticuerpo completamente humano o una porcién
del mismo, o un anticuerpo “quimérico” o “humanizado” o una porcién del mismo (por ejemplo, tiene una regién
variable, o al menos una complementariedad que determina una regién (CDR), derivada de un anticuerpo no humano
(por ejemplo, murina) con una porcidén remanente (o porciones) que es humana en origen.

En una realizacion, el al menos un anticuerpo o fragmento del mismo de la molécula biespecifica o multiespecifica
se enlaza con un receptor Fc, com un receptor humano IgG, pl eje, un receptor Fc-gamma (FcyR), como FcyRI
(CD64), FcyRII (CD32), Y FcyRIII (CD16). Un receptor Fcy preferente es el de receptor de mayor afinidad, FcyRIL
Sin embargo, otros receptores Fc, como receptores humanos IgA (por ejemplo, FcaRI) también se pueden tratar. El
receptor Fc estd preferentemente localizado en la superficie de una célula efectora, por €j., un microcito, macréfago
o una célula polimorfonuclear activada. En una realizacién preferente, las moléculas biespecificas y multiespecificas
se enlazan con un receptor Fc en un punto que es distinto del punto de enlace de la inmunoglobulina (por ejemplo,
IgG o IgA) del receptor. Por lo tanto, el enlace de las moléculas biespecificas y multiespecificas no se bloquea por los
niveles fisioldgicas de inmunoglobulinas.

En otro aspecto, la presente invencién muestra un anticuerpo humano anti-PSMA, o un fragmento del mismo,
conjugado con una molécula terapéutica, por ejemplo, un farmaco citotdxico, una toxina enzimaticamente activa, o un
fragmento de la misma, un radioisotopo, o un farmaco anti-cancer de pequefia molécula.

Se pueden proporcionar células efectoras especificas de objetivo que comprende una célula efectora que expresan
un receptor Fc, por ejemplo, un macréfago o una célula PMN activada, y una molécula biespecifica o multiespecifica
de la invencion.

En otro aspecto la presente invencién proporciona composiciones, por ejemplo, composiciones farmacéuticas y de
diagnéstico, que constan de un portador farmacéuticamente aceptable y al menos un anticuerpo monoclonal humano
de la invencién que especificamente se enlaza con PSMA. En una realizacién, la composicién consta de una combi-
nacién de los anticuerpos humanos o porciones de enlace con antigeno de los mismos, preferentemente cada uno de
ellos enlazdndose con un epitope distinto. Por ejemplo, una composicién farmacéutica que consta de un anticuerpo
monoclonal humano que logra matar de modo efectivo las células objetivo en la presencia de células efectoras puede
combinarse con otro anticuerpo monoclonal humano que inhibe el crecimiento de células que expresan PSMA. Por
lo tanto, la combinacién proporciona multiples terapias adaptadas para proporcionar el mdximo beneficio terapéutico.
Las composiciones, por ejemplo, composiciones farmacéuticas que estdn formadas por una combinacién de al me-
nos un anticuerpo monoclonal humano de la invencién, y al menos una molécula biespecifica o multiespecifica de la
invencion, también se incluyen en el ambito de la invencion.

Incluso en otro aspecto, la invencidn proporciona un método ex vivo para inhibir la proliferacion y/o diferenciacion
de una célula que expresa PSMA inhibiendo el crecimiento y/o induciendo fagocitosis y/o matando células objetivo
por células efectoras humanas, como células polimorfonucleares humanas (PMNs), monocitos o macréfagos, usando
un anticuerpo, o un anticuerpo biespecifico o multiespecifico de la invencién. En una realizacién, le método consta del
contacto de una célula que expresa PSMA in vitro con uno o una combinacion de anticuerpos monoclonales humanos
de la invencidn, o una porcién de enlace de antigeno del mismo, en la presencia de una célula efectora humana. El
método puede emplearse en cultivo, por ejemplo, in vitro o ex vivo (por ejemplo, cultivos que comprenden células que
constan de PSMA y células efectoras). Por ejemplo, una muestra que contenga células que expresan PSMA y células
efectoras puede cultivarse in vitro, y combinarse con un anticuerpo de la invencién, o una molécula biespecifica o
multiespecifica de la invencion.

Como fines ejemplares, los métodos in vivo, el anticuerpo, la porcion de enlace de antigeno del mismo (o una
molécula biespecifica o multiespecifica de la invencién) pueden administrarse a un sujeto humano que sufre de una
enfermedad relacionada con PSMA, como cancer de prdstata, rifion o colon, de modo que se produzca inhibicién
de crecimiento, fagocitosis y/o muerte de células que expresan PSMA. El sujeto puede ser adicionalmente tratado
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con un agente que modula, es decir, mejora o inhibe, la expresién o actividad de receptor Fc, un receptor Fca o un
receptor Fcy, por ejemplo tratando al sujeto con citoquina. Las citoquinas preferentes para la administracién durante el
tratamiento con la molécula biespecifica o multiespecifca incluyen factor estimulador de colonia de granulocitos (G-
CSF), factor estimulador de colonia de granulocito-macréfago (GM-CSF), interferén-y (IFN-y) y factor de necrosis
de tumor (TNF).

Las composiciones de anticuerpos monoclonales humanos aislados de la invencion también se pueden administrar
en combinacidn con otras terapias conocidas, por ejemplo, terapias anti-cdncer. Por lo tanto, la invencién proporciona
el uso de un anticuerpo monoclonal humano o molécula biespecifica o multiespecifica como aqui se describe en la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento o prevencién de enfermedades tumorigénicas. Tales enfermedades
tumorigénicas incluyen canceres de prostata, rifiién y colon.

Incluso en otro aspecto, la presente invencion proporciona un método para detectar in vitro la presencia de antigen
PSMA en una muestra, por ejemplo, para diagnosticar una enfermedad relacionada con PSMA. En una realizacion,
esto se logra contactando una muestra a ser testada, junto con una muestra de control, con un anticuerpo monoclonal
humano de la invencién, o una molécula biespecifica o multiespecifica, bajo condiciones que permiten la formacién
de un complejo entre el anticuerpo y PSMA. L

La formacién compleja posteriormente se detecta (por ejemplo, mediante ELISA) en ambas muestras, y cualquier
diferencia estadisticamente relevante para la formacion de complejos entre las muestras es indicativa de la presencia
de antigeno PSMA en la muestra del test.

Otras caracteristicas y ventajas se mostrardn mas claras con la siguiente descripcion detallada y las reivindicacio-
nes.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un diagrama esquematico de la insercion objetivo de un neo cassette en el Pequefio punto del exén
ul.

El Panel A muestra la estructura genémica del locus y, donde las cajas rellenas representan los exones p.
El Panel B es un diagrama esquemadtico del vector de seleccion de objetivo CmD.
El Panel C muestra el locus u objetivo den el cual el neo cassette se ha insertado en ul.

La Figura 2 es una descripcion esquematica de la produccion de anticuerpos monoclonales humanos IgG1K (Hu-
Mabs) contra PSMA, HER2/neu y CD89 (FCaR) inmunizando ratones transgénicos.

La Figura 3 muestra una molécula biespecifica humana, 14.1 x 8C12, que se enlaza con CD89(FCaR) y con PSMA.
La molécula contiene un fragmento de anticuerpo anti-CD89 F’ab (derivado del anticuerpo monoclonal humano anti-
CDS89, 14.1) quimicamente unido por enlace de disulfuro a un fragmento de anticuerpo anti-PSMA F’ab (derivado del
anticuerpo monoclonal humano anti-PSMA, 8C12).

La Figura 4 muestra la reactividad de anticuerpos monoclonales humanos anti-PSMA con fracciones de membrana
de células LNCaP y PC3 adenocarcinoma prostaticas humanas como se controlé por ELISA. La absorcién de los
antecedentes a 405 nm fue 0.05.

La Figura 5 muestra el enlace de anticuerpos humanos anti-PSMA con células de tumor LNCaP y PC3 como se
control6 por andlisis de flujo citométrico. Histograma Verde - enlace con células LNCaP; histograma Rosa - enlace
con células PC3; histograma Puirpura - IgG1 humano irrelevante. Panel A, anticuerpo 4A3; Panel B, anticuerpo 7F12;
Panel C, anticuerpo 8A11; Panel E, anticuerpo 16F9.

La Figura 6 es un grafico que muestra el enlace de la molécula 14.1 x 8C12 biespecifica mostrada en la Figura 3
con células LNCaP que expresan PSMA como una concentracién de molécula biespecifica de funcién. El enlace se
midié por medio de intensidad fluorescente.

La Figura 7 es un grifico que muestra el enlace de la molécula 14.1 x 8C12 biespecifica mostrada en la Figura 3
con células U937 que expresan CD89 como una concentracion de molécula biespecifica de funcién. El enlace se midi6
por medio de intensidad fluorescente.

La Figura 8 muestra inmunoprecipitaciéon de PSMA de lisatos detergentes celulares de LNCaP empleando anticuer-
pos especificos anti-PSMA humanos. Ruta 1, lisato celular LNCaP; rutas 2 a través de 7, inmunoprecipitacién con los
siguientes anticuerpos: IgG1 humano irrelevante, 4A3, 7F12, 8A11, 8C12 y 16F9, respectivamente. Los complejos in-
munes se analizaron por electroforesis de gel SDS y Western blotting usando el anticuerpo de murina anti-PSMA 4D8.

La Figura 9 demuestra el efecto de la denaturacién por calor de PSMA aislado en enlace de anticuerpo humano
anti-PSMA.
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La Figura 10 muestra un andlisis de enlace competitivo de anticuerpos humanos anti-PSMA, tales y como se mi-
dieron por medio de citometria de flujo. El pretratamiento se llevé a cabo con los siguientes anticuerpos: IgG1 humano
irrelevante (histograma puirpura s6lido); 4A3 (histograma amarillo); 7F12 (histograma verde); 8A11 (histograma azul);
8C12 (histograma rosa); y 16F9 (histograma naranja). Panel A, FITC 4A3; Panel B, FITC 7F12; Panel C, FITC 8A11;
y Panel D, FITC 8C12.

La Figura 11 muestra un andlisis de enlace competitivo de anticuerpos humanos anti-PSMA contra anticuerpos
conformacionales anti-PSMA de murina, tales y como se midieron por medio de citometria de flujo. El pretratamiento
se llevo a cabo con los siguientes anticuerpos: IgG1 humano irrelevante (histograma puirpura sélido); 4A3 (histograma
amarillo); 7F12 (histograma verde); 8A1 1 (histograma azul); 8C12 (histograma rosa); y 16F9 (histograma naranja).
Panel A, FITC IG9; Panel B, FITC 3C6; y Panel C, FITC 4D4.

La Figura 12, Panel A es un grifico que muestra citotoxicidad celular dependiente de un anticuerpo mediado
por monocito (ADCC) de células que expresan PSMA por medio de la molécula biespecifica 14.1 x 8C12 mostrada
en la Figura 3 como una concentracién de molécula biespecifica de funcién. Los resultados se midieron como un
porcentaje de lisados de células especificas sin usar ningtn inhibidor afladido, 50 pg/ml libres de anti-FcRaR (14.1)
F(ab’)2 y 50 ug/ml libres de anti-FcyRI(H22) F(ab’)2; Panel B es una grifico que muestra citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo mediado por monocito (ADCC) de células LNCaP a través de la molécula biespecifica
14A8 x 8C12 y anticuerpo monoclonal 8C12 en un radio efector:objetivo de 100:1; Panel C es un grifico que muestra
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo mediado por monocito (ADCC) de células LNCaP a través de la
molécula biespecifica 14A x 8C12 en la ausencia de inhibidor o en la presencia de cantidades excesivas de 14A8 F
(ab’)2 o (H22) F(ab’)2, y en un radio efector:objetivo de 100:1.

La Figura 13, Panel A es un grifico que muestra citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo mediado por
neutréfilo (ADCC) de células que expresan PSMA a través de la molécula biespecifica 14A x 8C12 mostrada en la
Figura 3 como una concentraciéon de molécula biespecifica de funcién. Los resultados se midieron como un porcentaje
de lisados de células especificas sin usar ningtn inhibidor afiadido, 25 pg/ml libres de anti-FcRaR (14.1) F(ab’)2 y
25 pg/ml libres de anti-FcyRI(H22) F(ab’)2; Panel B es una grafico que muestra citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo mediado por neutréfilo (ADCC) de células LNCaP a través de la molécula biespecifica 14A8 x 8C12 o H22
F(ab’)2, y en un radio efector:objetivo de 200:1

La Figura 14, Panel A es un grifico que muestra citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo mediado por
sangre pura (ADCC) de células que expresan PSMA a través de la molécula biespecifica 14A x 8C12 mostrada en la
Figura 3 como una concentracién de molécula biespecifica de funcién. Los resultados se midieron como un porcentaje
de lisados de células especificas sin usar ningtn inhibidor afiadido, 25 ug/ml libres de anti-FcRaR (14.1) F(ab’)2 y
25 ug/ml libres de anti-FcyRI(H22) F(ab’)2; Panel B es una grafico que muestra citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo mediado por sangre pura (ADCC) de células LNCaP a través de la molécula biespecifica 14A8 x 8C12 en
la ausencia de inhibidor o en la presencia de cantidades excesivas de 14A8 F(ab’)2 o H22 F(ab’)2.

La Figura 15 es un grafico que muestra fagocitosis mediada por la molécula biespecifica (14A x 8C12) de PSMA
que expresa (LnCAP) células por macréfagos derivados de monocito (MDM) (circulos). Los resultados se midieron
como un porcentaje de fagocitis tanto en la presencia como en la ausencia de exceso de anticuerpo 14.1 como un
inhibidor (cuadros) y anticuerpo H22 como un control (rombos).

LaFigura 16 es un gréfico que muestra fagocitosis mediada por la molécula biespecifica (14A x 8C12) y fagocitosis
mediada por anticuerpo (8C12) de célula de tumor por macréfagos derivados de monocito (MDM).

La Figura 17 es un grafico que muestra fagocitosis mediada por la molécula biespecifica (14A x 8C12) de células
de tumor LnCAP por macréfagos derivados de monocito (MDM) (circulos).El recuadro es un grifico que muestra
fagocitosis mediada por la molécula biespecifica 14A x 8C12 (1 ug/ml) en la presencia de cantidades excesivas de
14A8 F(ab’)2 o H22 F(ab’)2.

Descripcion detallada de la invencion

La invencién presente proporciona terapias basadas en anticuerpos nuevos para el tratamiento y el diagndstico
de enfermedades caracterizadas por la expresion, particularmente por la sobre-expresion, de antigeno de membrana
prostatico especifico (aqui referido como “PSMA”) y/o moléculas relacionadas. Las terapias de la invencién emplean
anticuerpos monoclonales humanos aislados, o porciones de enlace de antigenos de los mismo, que se enlazan con
un epitope presente en PSMA. En una realizacion, los anticuerpos humanos se producen en un animal transgénico
no humano, por ejemplo, un ratén transgénico, capaz de producir isotipos miultiples de anticuerpos monoclonales
humanos (por ejemplo, IgG, IgA y/o IgE) sufriendo recombinacién V-D-J y cambio de isotipo. Por consiguiente,
varios aspectos de la invencién incluyen anticuerpos y preparaciones farmacéuticas de los mismos, asi como animales
transgénicos no humanos, y células B e hibridomas para hacer tales anticuerpos monoclonales. La invencién también
engloba métodos para usar los anticuerpos de la invencién para detectar una célula que expresa PSMA o un receptor
de factor de crecimiento reactivo cruzado o relacionado, o para inhibir el crecimiento, diferenciacion y/o capacidad de
movimiento espontdneo de una células que expresa PSMA, in vitro.
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Con el fin de que la presente invencién se comprenda mds facilmente, primero se definen. Se establecen términos
adicionales a lo largo de la descripcion detallada.

El término “antigeno de membrana prostético especifico”, “PSMA”, o “antigeno PSMA” aqui se emplean de ma-
nera intercambiable, e incluyen variantes, isoformas y homologos de especies de PSMA humano. En una realizacién
preferente, el enlace de un anticuerpo de la invencién con el antigeno PSMA inhibe el crecimiento de células que
expresan PSMA (por ejemplo, una célula tumoral). En otra realizacién preferente, el enlace de un anticuerpo de la
invencién con el antigeno PSMA logra fagocitosis celular efectora y/o mata las células que expresan PSMA.

Como aqui se emplea, el término “anticuerpo” se refiere a una glicoproteina que consta al menos de dos cade-
nas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por medio de enlaces de disulfuro. Cada cadena pesada
consta de una regién variable de cadena pesada (aqui abreviado como HCVR o VH) y una regién constante de ca-
dena pesada. La region constante de cadena pesada estd formada por tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena
ligera consta de una region variable de cadena ligera (aqui abreviado como LCVR o VL) y una regién constante de
cadena ligera. La regién constante de cadena ligera consta de un tinico dominio, CL. Las regiones VH y VL pueden
ademds estar subdivididas en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de complementa-
riedad (CDR), distribuidas en intervalos con regiones que estdn mds conservadas, denominadas regiones de esquema
o marco (FR). Cada VH y VL estd compuesta de tres CDRs y cuatro FRs, colocados de terminal amino a terminal
carboxi en el siguiente orden: FR1, CDRI1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Las regiones variables de las cadenas
pesada y ligera contienen un dominio de enlace que interactia con un antigeno. Las regiones constantes de los anti-
cuerpos pueden transmitir el enlace de la inmunoglobina con tejidos huéspedes o factores, incluyendo varias células
del sistema inmunolégico (por ejemplo, células efectoras) y el primer componente (Clq) del sistema complemento
clasico.

El término “porcion de enlace antigeno” de un anticuerpo (o simplemente “porcién de anticuerpo”), como aqui se
emplea, ser refiere a uno o mas fragmentos de un anticuerpo que mantienen la habilidad para enlazarse especificamente
con un antigeno (por ejemplo, PSMA). Se ha demostrado que la funcién de enlace antigeno de un anticuerpo puede
realizarse por fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. Ejemplos de fragmentos de enlace englobados en
el término “porcién de enlace antigeno” de un anticuerpo incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalen-
te consistente en los dominios VL, VH, CI y CHI; (ii) un fragmento F(ab’)2, un fragmento bivalente que consta de
dos fragmentos Fab unidos por un puente de disulfuro en la regién bisagra; (iii) un fragmento Fd consistente en los
dominios VH y CHI; (iv) un fragmento Fv consistente en los dominios VL y VH de un solo brazo del anticuerpo,
(v) un fragmento dAb (Ward et al., (1989) Nature 341:544-546), que consiste en un dominio VH; y (vi) una regién
determinante de complementariedad aislada (CDR). Ademds, a pesare de los dos dominios de fragmento Fv, VL y
VH, estan codificados por genes separados, pueden unirse, usando métodos recombinantes, por un enlace sintético
que les permite estar hechos como una simple cadena de proteinas en la cual el par de regiones VL y VH que for-
man moléculas monovalentes (conocidas como cadena ligera Fv (scFv); ver, por ejemplo, Bird et al. (1988) Science
242:423-426; y Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci USA 85:5879-5883). Tales anticuerpos de cadena sencilla
también pretenden estar incluidos en el término “porcién de enlace antigeno” de un anticuerpo. Estos fragmentos de
anticuerpo se obtienen a través de técnicas convencionales conocidas por expertos en la técnica, y los fragmentos se
analizan para su utilidad del mismo modo que anticuerpos intactos.

El término “molécula biespecifica” pretende incluir cualquier agente, por ejemplo, una proteina, un péptido o
complejo de proteina o péptido, que tiene dos especificidades diferentes de enlace que se enlazan con, o interactian con
(a) un antigeno de superficie celular y(b) un receptor Fc sobre la superficie de una célula efectora. El término “molécula
multiespecifica” o “molécula heteroespecifica” pretende incluir cualquier agente, por ejemplo, una proteina, un péptido
o complejo de proteina o péptido, que tiene dos especificidades diferentes de enlace que se enlazan con, o interactiian
con (a) un antigeno de superficie celular, (b) un receptor Fc sobre la superficie de una célula efectora, y (c) al menos
otro componente. Como consecuencia, la invencién incluye, pero no se limita a, moléculas biespecificas, triespecificas,
tetraespecificas, y otras moléculas multiespecificas que se dirigen a los antigenos de superficie celular, como PSMA,
y a receptores Fc sobre células efectoras. El término “anticuerpos biespecificos” ademds incluye diacuerpos. Los
diacuerpos son anticuerpos bivalentes, biespecificos en los cuales los dominios VH y VL se expresan en una sola
cadena polipeptidica, pero usando un enlace que es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos
dominios en la misma cadena, obligando de este modo a los dominios a emparejarse con dominios complementarios
de otra cadena y creando dos puntos de enlace de antigeno (ver por ejemplo, Holliger, P., et al. (1993) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 90:6444-6448; Poljak, R.J., et al (1994) Structure 2:1121:1123).

Como aqui se emplea, el término “heteroanticuerpos’ se refiere a dos o mds anticuerpos, fragmentos de enlace de
anticuerpos (por ejemplo, Fab), derivados de los mismos, o regiones de enlace de antigeno unidas, al menos dos de
los cuales tienen especificidades diferentes. Estas especificidades diferentes incluyen una especificidad de enlace para
un receptor Fc sobre una célula efectora, y una especificidad de enlace para un antigeno o epitope sobre una célula
objetivo, por ejemplo, una célula tumoral.

El término “anticuerpo humano”, como aqui se emplea, pretende incluir anticuerpos que tienen regiones variables
y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de linea de gérmenes humanos. Los anticuerpos humanos
de la invencién pueden incluir residuos de aminoécidos no codificados por secuencias de inmunoglobulina de linea
de gérmenes humanos (por ejemplo, mutaciones introducidas al azar o mutagénesis especificas de un punto in vitro o
por mutacién somadtica in vivo). Sin embargo, el término “anticuerpo humano”, como aqui es empleado, no pretende
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incluir anticuerpos en los cuales las secuencias CDR derivadas de la linea de gérmenes de otra especie mamifera,
como un ratén, han sido injertadas en secuencias de marco humano.

Los términos “anticuerpo monoclonal” o “composicién de anticuerpo monoclonal” como aqui se emplean en refe-
rencia a la preparacion de moléculas de anticuerpo de composicién molecular sencillas. Una composicion de anticuer-
po monoclonal manifiesta una sola especificidad y afinidad de enlace para un epitope particular. Como consecuencia,
el término “anticuerpo monoclonal humano” ser refiere a anticuerpos que manifiestas una Unica especificidad de en-
lace que tienen regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de linea de gérmenes
humanos. En una realizacién, los anticuerpos monoclonales humanos se producen por un hibridoma que incluye una
célula B obtenida a partir de un animal transgénico no humano, por ejemplo, un ratén tarnsgénico, que tiene un geno-
ma que comprende un transgen de cadena pesada humana y un transgen de cadena ligera fusionados con una célula
inmortalizada.

El término “anticuerpo humano recombinante”, como aqui se emplea, pretende incluir todos los anticuerpos huma-
nos que se preparan, expresan, crean o se aislan por medios recombinantes, como anticuerpos aislados de un animal
(por ejemplo, un ratén) que es transgénico para genes de inmunoglobulina humanos (descritos con mas detalle en
la Seccién I, a continuacién); anticuerpos expresados que usan un vector de expresion recombinante transfectado a
una célula huésped, anticuerpos aislados de una biblioteca de anticuerpos humanos recombinantes y combinatorios,
0 anticuerpos que se preparan, expresan, crean o se afslan por otros medios que incluye empalmar secuencias de gen
de inmunoglobulina humano con otras secuencias de ADN. Tales anticuerpos humanos recombinantes tienen regiones
variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de linea de gérmenes humanos. Sin embargo, en
ciertas realizaciones, tales anticuerpos humanos recombinantes estdn sometidos a mutagénesis in vitro (0, cuando se
emplea un animal transgénico para secuencias Ig humanas, mutagénesis somética in vivo) y por lo tanto las secuencias
de aminodcido de las regiones VH y VL de los anticuerpos recombinantes son secuencias que, mientras se derivan
y se relacionan con las secuencias de la linea de gérmenes humanos VH y VL, naturalmente no existen dentro del
repertorio de linea de gérmenes de anticuerpo humano in vivo.

Como aqui se emplea, un “anticuerpo heterélogo” se define en relacién con organismo no humano transgénico que
produce tal anticuerpo. Este término se refiere a un anticuerpo que tiene una secuencia de aminodcido o una secuencia
de 4cido nucleico codificadora correspondiente a la que se encuentra en un organismo que no consiste en el animal no
humano transgénico, y generalmente de una especie diferente a la del animal no humano transgénico.

Como aqui se emplea, un “anticuerpo heterohibrido” se refiere a un anticuerpo que tiene una cadena ligera y una
cadena pesada de origenes distintos. Por ejemplo, un anticuerpo que tiene una cadena pesada humana asociada a una
cadena ligera de murina es un anticuerpo heterohibrido. Ejemplos de anticuerpos heterohibridos incluyen anticuerpos
quiméricos y humanizados, que se describiran a continuacion.

Un “anticuerpo aislado”, como aqui se emplea, pretende referirse a un anticuerpo que esta sustancialmente libre de
otros anticuerpos que tienen diferentes especificidades antigénicas (por ejemplo, un anticuerpo aislado que especifi-
camente se enlaza con PSMA est4 sustancialmente libre de anticuerpos que especificamente se enlazan con antigenos
diferentes a PSMA). Un anticuerpo aislado que especificamente se enlaza con un epitope, isoforma o variante de PS-
MA humano puede, sin embargo, tener reactividad cruzada con otros antigenos relacionados, por ejemplo, de otras
especies (por ejemplo, homologos de especies PSMA). Ademds, un anticuerpo aislado puede estar lo suficientemente
libre de otro material celular y/o sustancia quimica. En una realizacién de la invencién, una combinacién de anticuer-
pos monoclonales “aislados” con diferentes especificidades se combinan en una composicion bien definida.

Como aqui se emplea, “enlace especifico” se refiere a un enlace de anticuerpo con un antigeno predeterminado.
Normalmente, el anticuerpo se enlaza con una afinidad de al menos aproximadamente 10’M™', y se enlaza con un anti-
geno predeterminado con una afinidad que es al menos dos veces superior a su afinidad para enlazarse con un antigeno
no especifico (por ejemplo, BSA, casein) diferente al antigeno predeterminado o un antigeno muy relacionado. Las
locuciones “un anticuerpo que reconoce un antigeno” y “un anticuerpo especifico para un antigeno” aqui se emplean
de manera intercambiable con el término “un anticuerpo que se enlaza especificamente con un antigeno”.

Como aqui se emplea, el término “alta afinidad” para un anticuerpo IgG se refiere a una afinidad de enlace de al
menos aproximadamente 10’"M™!, preferentemente al menos alrededor de 10°M™, preferentemente al menos alrededor
de 10'°M!, 10""M", 10">M"! o0 mds, por ejemplo, 10*M~' 0 mds. Sin embargo, el enlace de “alta afinidad” puede
variar para otros isotipos de anticuerpo.

Por ejemplo, enlace de “alta afinidad” para un isotipo IgM se refiere a la afinidad de enlace de al menos aproxima-
damente 1 x 10’M~!.

El término “K,,.~, como aqui se emplea, pretende referirse a la constante de asociacion de una interaccién parti-
cular anticuerpo-antigeno.

El término “Kg,”, como aqui se emplea, pretende referirse a la constante de disasociacién de una interaccion
particular anticuerpo-antigeno.
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Como aqui se emplea, “isotipo” se refiere a la clase de anticuerpo (por ejemplo, IgM o IgGI) que se codifica por
genes de rigién constante de cadena pesada.

Como aqui se emplea “intercambio de isotipo” se refiere al fendmeno por el cual la clase, o isotipo, de un anticuerpo
cambia de una clase Ig a otras de las clases Ig.

Como aqui se emplea, “isotipo no cambiado” se refiere a la clase isotipica de cadena pesada que es introducida
cuando no tiene lugar el cambio de isotipo; el gen CH que codifica el gen funcionalmente recolocado VDJ. El cambio
de isotipo clasico tiene lugar por hechos de recombinacién que incluyen al menos una rigién de secuencia de cambio en
el transgen. Cambio de isotipo no cldsico puede darse, por ejemplo, por recombinacién homéloga entre o, humano y
%, humano (eliminacién asociada ¢). Mecanismos de intercambio alternativos y no clésicos, como una recombinacién
intertransgen y/o intracromosomal, entre otras, pueden darse y efectuar intercambio de isotipo.

Como aqui se emplea, el término “secuencia de intercambio” se refiere a esas secuencias de ADN responsables
de la recombinacién de cambio. Un “donante de intercambio”, normalmente una regién de intercambio yu, serd 5° (es
decir, hacia arriba), de una regién de constructo que se borrara durante la recombinacién de intercambio. La region del
“receptor de intercambio” estard entre la region del constructo que se va a borrar y la regién constante de sustitucion
(por ejemplo, v, &, etc). Como no hay un punto especifico donde la recombinacién ocurra siempre, la secuencia
genética final normalmente no se podra predecir desde el constructo.

Como aqui se emplea, “patrén de glicosolacién” se define como el patrén de unidades de carbohidrato que estin
unidos a una proteina, mds especificamente a una proteina de inmunoglobulina. Un patrén de glicosolaciéon de un
anticuerpo heter6logo puede caracterizarse por ser sustancialmente similar a los patrones de glicosolacién que se dan
naturalmente en anticuerpos producidos por las especies del animal transgénico no humano, cuando un experto en
la técnica reconoceria el patrén de glicosolacién del anticuerpo heter6logo por ser mas similar a dicho patrén de
glicosilacion en la especie de animal transgénico no humano que en la especie a partir de la cual los genes CH del
transgen se derivaron.

El término “que ocurre naturalmente” como aqui se emplea aplicado a un objeto se refiere al hecho de que un ob-
jeto puede encontrarse en la naturaleza. Por ejemplo, una secuencia de polipéptido o polinucledtido que esta presente
en un organismo (incluyendo virus) que pueden aislarse de una fuente en la naturaleza y que no han sido modifica-
dos intencionadamente por en el hombre en un laboratorio. En este caso se puede decir que dicha secuencia ocurre
naturalmente.

El término “desordenado” o “configuracion de linea de gérmenes” como aqui se emplea en referencia a un segmen-
to V se refiere a la configuracién donde el segmento v no estd recombinado para que inmediatamente sea un segmento
adyacenteaD o J.

El término “molécula de dcido nucleico”, como aqui se emplea, pretende incluir moléculas de ADN y moléculas
de ARN. Una molécula de acido nucleico puede ser de trenzado sencillo o de doble trenzado, pero preferentemente es
ADN de doble trenzado.

El término “molécula de dcido nucleico aislada”, como aqui se emplea en referencia a los dcidos nucleicos que
codifican anticuerpos o porciones de anticuerpos (por ejemplo, VH, VL, CDR3) que se enlazan con PSMA, pretende
referirse a una molécula de 4cido nucleico en la cual las secuencias nucledtidas que codifican el anticuerpo o parte
del anticuerpo estan libres de otras secuencias nucleétidas que codifican anticuerpos o porciones de anticuerpos que
se enlazan con antigenos diferentes a PSMA, que otras secuencias pueden naturalmente flanquear el 4cido nucleico en
ADN genémico humano.

Para 4cidos nucleicos, el término “homologia sustancial” indica que dos dcidos nucleicos, o secuencias designa-
das de los mismos, cuando se alinean o comparan Optimamente, resultan idénticos, con las apropiadas inserciones o
eliminaciones nucledtidas, en al menos aproximadamente 80% de los nucleétidos, normalmente al menos sobre 90%
a 95%, y mas preferentemente al menos aproximadamente 98% a 99.5% de los nucleétidos. De modo alternativo, la
homologia sustancial existe cuando los segmentos se hibridizardn bajo condiciones selectivas de hibridizacién, con el
complemento del trenzado.

La identidad porcentual entre dos secuencias es una funcién del nimero de posiciones idénticas compartidas por
las secuencias (es decir, % homologia = # de posiciones idénticas/total # de posiciones x 100), teniendo en cuenta
el nimero de huecos, y la longitud de cada hueco, que necesitan introducirse para el alineamiento 6ptimo de las dos
secuencias. La comparacidn de secuencias y determinacién de identidad porcentual entre las dos secuencias puede
llevarse a cabo usando un algoritmo matematico, como se describe en los ejemplos no limitativos a continuacién.

La identidad porcentual entre dos secuencias nucleétidas puede determinarse usando el programa GAP en el paque-
te de software GCG (disponible en http://www.gcg.com), usando una matriz NWSgapdna.CMP y un peso de hueco de
40, 50, 60, 70 u 80 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5 o 6. La identidad porcentual entre dos secuencias nucledtidas
o de aminodcido también puede determinarse usando un algoritmo de E. Meyers y W. Miller (Comput. Appl. Biosci.,
4:11-17), usando una tabla de residuo de peso PAM120, una pena de longitud de hueco de 12 y una pena de hueco
de 4. Ademas, la identidad porcentual entre dos secuencias de aminoacido puede determinarse usando el algoritmo
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Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. (48):444-453 (1970))8 que ha sido incorporado en el programa GAP en el paquete
de software GCG (disponible en http://www.gcg.com), usando bien una matriz Blossum 62 o una matriz PAM250, y
un peso de hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4,5 0 6.

Las secuencias de dcido nucleico y proteina de la presente invencion pueden ademds usarse como una ‘“‘secuencia
de consulta” para llevar a cabo una bisqueda contra las bases de datos publicas, por ejemplo, identificar secuencias
relacionadas. Tales busquedas se pueden llevar a cabo usando los programas NBLAST y XBLAST (version 2.0)
de Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-10. Las bisquedas nucleétidas BLAST pueden llevarse a cabo con
el programa NBLAST, resultado = 100, longitud de palabra = 12 para obtener secuencias nucle6tidas homdlogas a
las moléculas de 4cido nucleico de la invencién. Las busquedas de proteina BLAST pueden llevarse a cabo con el
programa XBLAST, resultado = 500, longitud de palabra = 3 para obtener secuencias de aminodcidos homdélogas a las
moléculas de proteina de la invencién. Para obtener alineamientos con huecos con fines comparativos, puede utilizarse
Gapped BLAST como se describe en Altschul, et al. (1997) Nucleic Acids. Res. 25(17):3389-3402. Cuando se utilizan
los programas BLAST y Gapped BLAST, se utilizan los pardmetros por defecto de los respectivos programas (por
ejemplo, XBLAST y NBLAST). Ver http://wvw.ncbi.nlm.nih.gov.

Los acidos nucleicos pueden estar presentes en células enteras, en un lisado celular, o en una forma parcialmente
pura o sustancialmente pura. Un 4cido nucleico estd “aislado” o “resulta sustancialmente puro” cuando se purifica lejos
de otros componentes celulares u otros contaminantes, por ejemplo, otros dcidos nucleicos o proteinas, por medio de
técnicas estandar, incluyendo tratamiento alcalino ISDS, ribeteado CsCl, cromatografia de columna, electroforesis de
gel de agarosa y otros métodos bien conocidos en la técnica. Ver, F. Ausubel, et al., ed. Current Protocols in Molecular
Biology, Greene Publishing and Wiley Interscience, New York (1987).

Las composiciones de la presente invencioén, aunque a menudo en una secuencia nativa (excepto para puntos de
restriccion modificada y similares), de cADN, gendémicos o mezclas pueden mutarse de los mismos de acuerdo con
técnicas estandar para proporcionar secuencias de genes. Para codificar secuencias, estas mutaciones pueden afectar la
secuencia de aminodcido como se desea. En particular, secuencias de ADN sustancialmente homdlogas a o derivadas
de cambios V, D, J nativo, constantes y otras secuencias aqui descritas también se tienen en consideracién (cuando
“derivado” indica que una secuencia es idéntica o modificada de otra secuencia).

Un 4cido nucleico estd “operativamente unido” cuando estd colocado en una relacién funcional con otra secuencia
de 4cido nucleico. Por ejemplo, un promotor o procesador estd operativamente unido con una secuencia codificadora si
afecta la trascripcidn de la secuencia. Con respecto a las secuencias reguladoras de trascripcion, unidos operativamente
significa que las secuencias de ADN que estdn siendo enlazadas estdn contiguas y, cuando se necesita unir dos proteinas
que codifican regiones, contiguas y en un marco de lectura. Para secuencias de intercambio, unidos operativamente
indica que las secuencias son capaces de efectuar recombinacién de intercambio.

El término “vector”, como aqui se emplea, pretende referirse a la molécula de 4cido nucleico capaz de transpor-
tar otra acido nucleico al cual se le ha enlazado. Un tipo de vector es un “pldsmido”, que se refiere a un circuito
circular de ADN de doble trenzado en el cual segmentos adicionales de ADN pueden estar ligados. Otro tipo de
vector es un vector viral, donde segmentos adicionales de ADN pueden estar ligados en el genoma viral. Algunos
vectores son capaces de replicacién auténoma en una célula huésped dentro de la cual se introducen (por ejemplo,
vectores bacteriales que tienen un origen bacteria) de réplica y mamiferos episomales). Otros vectores (por ejem-
plo, vectores mamiferos no episomales) pueden estar integrados dentro del genoma de una célula huésped tras la
introduccién en la célula huésped, y asi se replican junto con el genoma huésped. Ademds, ciertos vectores son
capaces de dirigir la expresioén de genes a los cuales estdn operativamente enlazados. Tales vectores aqui son refe-
ridos como “vectores de expresion recombinantes” (o simplemente, “vectores de expresion”). En general, vectores
de expresion de utilidad en técnicas de ADN recombinante tienen a menudo la forma de pldsmidos. En la presen-
te descripcidn, “pldsmido” y “vector” pueden usarse intercambiablemente ya que el pldsmido es la forma més co-
mun de vector. Sin embargo, la invencién pretende incluir otras formas de vectores de expresion, como vectores
virales (por ejemplo, virus defectuosos de réplica, adenovirus y virus asociados a adeno), que realizan funciones
similares.

El término “célula huésped recombinante” (o simplemente “célula huésped”), como aqui se emplea, pretende
referirse a una célula en la cual se ha introducido un vector de expresion recombinante. Deberia entenderse que tales
términos pretenden referirse no s6lo a la célula en objeto particular sino también a la progenie de tal célula.

Debido a que ciertas modificaciones pueden ocurrir en generaciones venideras debido a las influencias ambientales
o de mutacion, tal progenie puede que no sea, de hecho, idéntica a la célula matriz, pero aun asi se incluirian en el
ambito del término “célula huésped” como aqui se emplea.

En las siguientes subsecciones se explican con detalle varios aspectos de la invencion.
1. Produccion de Anticuerpos Humanos para PSMA

Los anticuerpos monoclonales (mAbs) de la invencién pueden producirse por una variedad de técnicas, incluyendo
metodologia convencional de anticuerpo monoclonal, por ejemplo, la técnica estandar de hibridizacién celular somé-

tica de Kohler y Milstein, Nature 256:495 (1995). A pesar de que se prefieren los procedimientos de hibridizacién
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celular somadtica, en principio, otras técnicas para producir anticuerpo monoclonal también pueden emplearse, por
ejemplo, transformacién oncogénica o viral de linfocitos B.

El sistema animal preferente para la preparacion de hibridomas en el sistema de murina. La produccién de hibri-
doma en el ratén es una proceso muy bien establecido. Los protocolos y técnicas de inmunizacién para aislamiento
de esplenocitos inmunizados para fusion son conocidos en la técnica. Las parejas de fusion (p. ej. células mieloma de
murina) y procesos de fusién son también conocidos.

En una realizacion preferente, los anticuerpos monoclonales humanos dirigidos contra PSMA pueden generarse
usando ratones transgénicos que transportan partes del sistema inmunolégico humanos mas que del sistema del rat6n.
Estos ratones transgénicos, referidos aqui como ratones “HuMAb”, contienen un miniloci de gen de inmunoglobulina
humano que codifica secuencias de inmunoglobulina de cadena pesada humana no concertadas (4 y ) y cadena
ligera «, junto con mutaciones objetivo que inactivan los puntos de la cadena endégenos u y xk (Lonberg, N. et al.
(1994) Nature 368 (6474):856-859). Como consecuencia, los ratones muestran expresién reducida de IgM o « de
ratén, y en respuesta a la inmunizacién, los transgenes de cadena ligera y pesada introducidos sufren intercambio de
clase y mutacién somadtica para generar elevada afinidad humana monoclonal IgGk (Lonberg, N. et al. (1994), supra;
reconsiderado en Lonberg, N. (1994) Handbook of Experimental Pharmacology 113:49-101; Lonberg, N. y Huszar,
D. (1995) Intern. Rev. Inmunol. Vol. 13: 65-93, y Harding, F. y Lonberg, N. (1995) Ann. N.Y. Acad. Sci 764:536-
546). La preparacion de ratones HuMab se describe con todo detalle en la Seccién II a continuacién y en Taylor,
L. et al. (1992) Nucleic Acids Research 20:6287-6595; Chen, J. et al. (1993) International Immunology 5:647-656;
Tuaillon et al. (1993) Proc. Natl. Sci USA 90:3720-3724; Choi et al. (1993) Nature Genetics 4:117-123; Chen, J. et
al. 81993) EMBO J. 12:821-830; Tuaillon et al. (1994) J. Immunol. 152:2912-2920; Lonberg et al., (1994) Nature
368/6474):856-859; Lonberg, N. (1994) Handbook of Experimental Pharmacology 113:49-101; Taylor et al. (1994)
International Immunology 6: 579-591; Lonberg, N. y Huszar, D. (1995) Intern. Rev. Immunol. Vol. 13: 65-93; Harding,
F. y Lonberg, N. (1995) Ann. N.Y.Acad.Sci 764:536-546; Fishwild, D. ef al. 81996) Nature Biotechnology 14: 845-
851. Ver mas en Patentes Numeros 5,545,806; 5,569,825; 5,625,126; 5,633,425; 5,789,650; 5,877,397; 5,661,016;
5,814,318; 5,874,299; y 5,770,429; todas para Lonberg y Kay, y GenPharm Internatioanal; Patente U.S N°. 5,545,807
para Suranti et al.; Publicaciones Internacionales Numeros. W0O/98/24884, publicada el 11 de Junio de 1998; WO
94/25585, publicada el 10 de Noviembre de 1994; WO 93/1227, publicada el 24 de Junio de 1993; WO 92/22645,
publicada el 23 de Diciembre de 1992; WO 92/03918, publicada el 19 de Marzo de 1992. De modo alternativo, los
ratones transgénicos descritos en el Ejemplo 2, pueden emplearse para generar anticuerpos humanos anti-PSMA.

Inmunizaciones HuMab

Para generar anticuerpos monoclonales humanos para PSMA, los ratones HuMab pueden inmunizarse con prepara-
cion purificada o enriquecida de antigeno PSMA y/o células que expresan PSMA, como se ha descrito por Lonberg, N.
et al. (1994) Nature 368 (6474):856-859; Fishwild, D. et al. (1996) Nature Biotechnology 14:845-851 y WO 98/24884.
Preferentemente, los ratones tendran 6-16 semanas de edad tras la primera infusion. Por ejemplo, una preparacién pu-
rificada o enriquecida (5-20 ug) de antigeno PSMA (p. ej. células purificadas LNCaP que expresan PSMA) pueden
emplearse para inmunizar los ratones HuMab intraperitonealmente. En el caso de que las minunizaciones que usan
una preparacion purificada o enriquecida de antigeno PSMA no resulte en anticuerpos, los ratones también pueden
inmunizarse con células que expresan PSMA, pr. ej., una linea célular tumoral, para provocar respuestas inmunes.

La experiencia cumulativa con varios antigenos ha demostrado que los ratones transgénicos HuMab responden
mejor cuando se les inmuniza intraperitonealmente (IP) de manera inicial con antigeno en completo adyuvante de
Freund, seguido cada semana de otras inmunizaciones IP (hasta un total de 6) con antigeno en completo adyuvante de
Freund. La respuesta inmune puede controlarse tras el curso del protocolo de inmunizacién con muestras de plasma que
se obtienen por sangrados retroorbitales. El plasma puede analizarse por ELISA (como se describird a continuacion),
y ratones con suficientes titulos de inmunoglobulina humana anti-PSMA pueden usarse para fusiones. Los ratones
pueden ser estimulados con antigeno 3 dias antes del sacrificio y retirada del bazo. Se espera que se puedan realizar
2-3 fusiones para cada antigeno. Se inmunizaran varios ratones para cada antigeno. Por ejemplo, pueden inmunizarse
un total de doce ratones HuMAb de las cadenas HCO7 y HCO12.

Generacion de Hibridomas que producen Anticuerpos Monoclonales Humanos para PSMA

Los esplenocitos de ratones pueden aislarse y fusionarse con PEG para una linea celular de mieloma de ratén en
base a los protocolos estandar (8, 13). Los hibridomas resultantes son posteriormente analizados para la produccién de
anticuerpos especificos de antigenos. Por ejemplo, suspensiones celulares sencillas de linfocitos esplénicos de ratones
inmunizados se fusionan con uno-sexto el nimero de P3X63-Ag8.653 células de mieloma de ratén no segregadoras
(ATCC, CRL 1580) con 50% PEG. Las células se colocan en placas en aproximadamente 5 x 105 en placas microtitulo
de fondo plano, seguido de una incubacién de dos semanas en un medio selectivo que contiene 20% de Suero Clon
Fetal, 18% de medio acondicionado “653”, 5% origen (GEN), 4 mM L-glutamina, 1 mM- L-glutamina, 1 mM piruvato
de sodio, 5 mM HEPES, 0.005 mM 2-mercaptoetanol, 50 unidades/ml penicilina, 50 mg/ml estreptomicina, 50 mg/ml
gentamicina y IX HAT (Sigma; el HAT se afiade 24 horas después de la fusién). Después de dos semanas, las células
se cultivan en un medio en el cual el HAT se sustituye por HT. Los pozos individuales se analizan posteriormente por
ELISA para anticuerpos IgM e IgG monoclonales anti-PSMA humanos. Una vez que ocurre el crecimiento extensivo
de hibridoma, el medio se observa normalmente después de 10-14 dias. El anticuerpo que segrega hibridomas se
vuelven a poner en placas, se vuelven a analizar, y si atin son positivos para IgG humano, los anticuerpos monoclonales
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anti-PSMA, puede subclonados al menos dos veces por dilucién limitadora. Los subclones estables son posteriormente
cultivados in vitro para generar pequefias cantidades de anticuerpo en medio de cultivo de tejido para caracterizacion.

Caracterizacion de Enlace de Anticuerpos Monoclonales Humanos para PSMA

Para caracterizar el enlace de anticuerpos monoclonales humanos para PSMA, el suero de ratones inmunizados
puede testarse, por ejemplo, por ELISA. En resumen, las placas de microtitulo se cubren con PSMA purificado a
0.25 ug/ml en PBS, después se bloquean con 5% de albtimina de suero bovino en PBS. Las diluciones de plasma de
ratones inmunizados con PSMA se afiaden a cada pozo y se incuban durante 1-2 horas a 37°C. Las placas se lavan con
PBS/Tween y después se incuban con un IgG de cabra anti-humano reagente policlonal especifico Fc conjugado con
fosfatasa alcalina durante 1 hora a 37°C. Después del lavado, las placas se desarrollan con sustrato pNPP (1 mg/ml), y
se analizan a OD de 405-650. Preferentemente, los ratones que desarrollan los titulos mas altos se usardn para fusiones.

Una prueba ELISA como se ha descrito anteriormente también puede ser empleada para analizar hibridomas que
muestran reactividad positiva con inmunogen PSMA. Los hibridomas que se enlazan con alto grado de afinidad con
PSMA seran subclonados y posteriormente caracterizados. Un clon de cada hibridoma, que mantiene la reactividad
de la células matrices (por ELISA), puede elegirse para hacer un banco de 5-10 células viales almacenado a 140°C, y
para purificacién de anticuerpos.

Para purificar anticuerpos humanos anti-PSMA, hibridomas seleccionados pueden crecer en frascos centrifugado-
res de dos litros para purificaciéon de anticuerpo monoclonal. Los sobrenadantes pueden filtrarse y concentrarse antes
de la cromatografia de afinidad con proteina A-sefarosa. (Pharmacia, Piscataway, NJ). IgG por elusién puede compro-
barse por electroforesis de gel y cromatografia liquida de elevada actuacién puede asegurar pureza. La solucién bifer
puede intercambiarse en PBS, y la concentracién puede determinarse por OD280 usando coeficiente de extincion 1.43.
Los anticuerpos monoclonales pueden alicuarse y almacenarse a -80°C.

Para determinar si los anticuerpos monoclonales humanos anti-PSMA seleccionados se enlazan con epitopes tini-
cos, cada anticuerpo puede biotinilarse usando reagentes comercialmente disponibles (Pierce, Rockford, IL). Estudios
de competicién que usan anticuerpos monoclonales no etiquetados y anticuerpos monoclonlse biotinilados pueden
actuar usando placas ELISA cubiertas de PSMA como se ha descrito anteriormente. El enlace mAb biotinilado puede
detectarse con una prueba de fosfatasa alcalina strep-avidin.

Para determinar el isotipo de anticuerpos purificados, pueden llevarse a cabo ELISAs de isotipo. Pozos de placas
de microtitulo puede cubrirse con 10 ug/ml de Ig anti-humano durante la noche a 4°C. Después del bloqueo con 5%
BSA, las placas vuelven a reaccionar con 10 pug/ml de anticuerpos monoclonales o controles de isotipo purificados,
a temperatura ambiente durante dos horas. Posteriormente, los pozos pueden reaccionar con IgGI humano o pruebas
conjugadas de fosfatasa alcalina especificas de IgM humano. Las placas se desarrollan y analizan como se ha descrito
anteriormente.

Con el fin de demostrar el enlace de anticuerpos monoclonales con células vivas que expresan PSMA, puede em-
plearse citometria de flujo. En resumen, las lineas celulares que expresan PSMA (cultivadas bajo condiciones estdndar
de crecimiento) se mezclan con varias concentraciones de anticuerpos monoclonales en PBS que contiene 0.1% Tween
80y 20% suero de ratdn, y se incub6 a 37°C durante 1 hora. Después del lavado, las células reaccionan con anticuerpo
Ig anti-humano etiquetado con Fluoresceina bajo las mismas condiciones que el teflido primario de anticuerpo. Las
muestras pueden analizarse por medio de instrumento FACScan usando propiedades de siembra lateral y luz para
salir en células sencillas. Un ensayo alternativo que usa microscopia fluorescente puede usar (en adicién a este o en
su lugar) ensayo de citometria de flujo. Las células pueden tefiirse exactamente como se ha descrito anteriormente y
examinarse por microscopia fluorescente. Este método permite la visualizacién de células individuales, pero puede
hacer disminuir la sensibilidad dependiendo de la densidad del antigeno.

IgGs humanos anti-PSMA pueden ademas testarse para radioactividad con PSMAantigeno por medio de Western
blotting. En resumen, extractos celulares de células que expresan PSMA pueden prepararse y someterse a sulfato
dodecil sédico (SDS) electroforesis de gel poliacrilamida. Después de electroforesis, los antigenos separados se trans-
feririn a membranas de nitrocelulosa, bloqueadas con 20% de suero de ratén, y se explorardn con los anticuerpos
monoclonales a ser testados. El enlace IgG humano puede detectarse usando fosfatasa alcalina IgG anti-humano y
desarrollado con tabletas de sustrato BCIP/NBT (Sigma Chem. Co., St. Louis, MO).

Actividades Fagociticas y de Eliminacion Celular de Anticuerpos Monoclonales Humanos para PSMA

Ademis de enlazar especificamente con PSMA, los anticuerpos monoclonales humanos anti-PSMA pueden tes-
tarse para su actividad para conseguir fagocitosis y eliminacién de células que expresan PSMA. El test de actividad
de anticuerpo monoclonal in vitro proporcionard un andlisis inicial anterior al test de modelo in vivo. En resumen,
las células polimorfonucleares (PMN), o otras células efectoras, procedentes de donantes sanos pueden purificarse
por centrifugacion de densidad Ficoll Hypaque, seguido de lisis de eritrocitos contaminantes. PMNs lavadas pueden
estar suspendidas en RPMI suplementado con 10% de suero de carnero fetal inactivado por calor y mezclado con
células etiquetadas >'Cr que expresan PSMA, en varios radios de células efectoras con células tumorales (-células
efectoras:células tumorales). IgGs anti PSMA humanos purificados pueden afiadirse posteriormente en varias concen-
traciones. IgG humano irrelevante puede emplearse como un control negativo. Las pruebas pueden llevarse a cabo
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durante 0-120 minutos a 37°C. Las muestras pueden probarse para citolisis midiendo el escape de >'Cr en el cultivo
sobrenadante. Monoclonal anti-PSMA también puede testarse en combinaciones entre si para determinar si la citolisis
aumenta con multiples anticuerpos monoclonales.

Anticuerpos monoclonales humanos que enlazan con PSMA también pueden testarse en un modelo in vivo (por
ejemplo, en ratones) para determinar su eficacia en mediar fagocitosis y eliminacién de células que expresan PSMA,
por ejemplo, células tumorales. Estos anticuerpos pueden seleccionarse, por ejemplo, en base a los siguientes criterios,
que no pretenden ser exclusivos:

1) Enlace con células vivas que expresan PSMA;
2) Alta afinidad de enlace con PSMA;

3) Enlace a un tnico epitope en PSMA (para eliminar la posibilidad de que los anticuerpos monoclonales
con actividades complementarias cuando se usan en combinacién puedan competir para enlace del mismo
epitope);

4) Opsonizacién de células que expresan PSMA;

5) Mediacién de inhibicién de crecimiento, fagocitosis y/o eliminacién de células que expresan PSMA en la
presencia de células efectoras humanas.

Anticuerpos monoclonales humanos preferentes de la invencién cumplen uno o mds, y preferentemente todos
estos criterios. En una realizacién particular, los anticuerpos monoclonales humanos se usan en combinacién, por
ejemplo, como composicién farmacéutica que consta de dos 0 mds anticuerpos monoclonales anti-PSMA o fragmentos
de los mismos. Por ejemplo, anticuerpos monoclonales humanos anti-PSMA que tienen actividades diferentes pero
complementarias pueden combinarse en una tnica terapia para lograr un efecto diagndstico o terapéutico deseado. Una
muestra de esto podria ser una composicién que contiene un anticuerpo humano monoclonal anti-PSMA que logra la
eliminacién altamente efectiva de células en la presencia de células efectoras, en combinacién con otro anticuerpo
monoclonal humano anti-PSMA que inhibe el crecimiento de células que expresan PSMA.

IL. Produccion de Animales Transgénicos No Humanos Que Generan Anticuerpos Monoclonales Humanos Anti-PSMA

Incluso en otro aspecto, la invencioén proporciona animales transgénicos no humanos, por ejemplo, ratones trans-
génicos, que son capaces de expresar anticuerpos monoclonales humanos que especificamente se enlazan con PSMA,
preferentemente con alta afinidad. En una realizacién preferente, los animales transgénicos no humanos, por ejemplo,
los ratones transgénicos (ratones HuMab), tienen un genoma que comprende una trangen de cadena pesada humana y
un transgen de cadena ligera.

En una realizacion, los animales transgénicos no humanos, por ejemplo, los ratones trangénicos, se han inmunizado
con una preparacion purificada o enriquecida de antigeno PSMA y/o células que expresan PSMA. Preferentemente, los
animales transgénicos no humanos, por ejemplo, los ratones transgénicos, son capaces de producir muiltiples isotipos
de anticuerpos monoclonales humanos para PSMA (por ejemplo, IgG, IgA y/o IgE) sufriendo recombinacién V-D-J e
intercambio de isotiop. El intercambio de isotipo se da, por ejemplo, por intercambio de isotipo cldsico o no clasico.

El disefio de un animal transgéncio no humano que responde a estimulacién de antigeno externo con un repertorio
de anticuerpo heter6logo, requiere que los transgenes de imunoglobulina heter6logos estén contenidos dentro de la
funcién del animal trangénico correctamente a lo largo del trayecto del desarrollo de célula B. En una realizacién
preferente, la correcta funcidn de una transgene de cadena pesada heteréloga incluye el intercambio de isotipo.

Como consecuencia, los transgenes de la invencién estan construidos para que produzcan intercambio de isotipo y
uno o mas de los siguientes: (1) alto nivel y expresion especifica de tipo de célula, (2) recolocacién de gen funcional,
(3) activacion de y respuesta para exclusion alélica, (4) expresion de un suficiente repertorio primario, (5) transduccién
de sefial, (6) hipermutacidn somatica, y (7) dominacidon del lugar de anticuerpo transgen durante la respuesta inmune.

No todos los criterios precedentes necesitan cumplirse. Por ejemplo, en aquellas realizaciones donde los punto
de inmunoglobulina endégena del animal transgénico se perturban funcionalmente, el transgen no necesita activar
la exclusion alélica. Ademads, en aquellas realizaciones donde el transgen comprende un gen de inmunoglobulina de
cadena ligera y/o de cadena pesada funcionalmente recolocado, el segundo criterio de recolocacién de gen funcional no
es necesario, al menos para aquel transgen que ya estd recolocado. Para més informacién sobre inmunologia molecular,
ver, Fundamental Immulogy, 2a edicién (1989), Paul William E., ed., Raven Press, N.Y.

En ciertas realizaciones, los animales transgénicos no humanos usados para generar anticuerpos monoclonales
humanos de la invencion contienen transgenes de cadena ligera y pesada de inmunoglobulina heterélogos recolocados,
no recolocados o una combinacién de recolocados y no recolocados en la linea de gérmenes del animal transgénico.
Cada uno de los genes de la cadena pesada consta de al menos un gen Cy. Ademds, el transgen de la cadena pesada
puede contener secuencias e intercambio de isotipo funcional, que son capaces de soportar el intercambio de isotipo
de un transgen heterélogo que codifica miiltiples genes Cy en las células B del animal transgénico. Tales secuencias de
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intercambio puede se aquellas que se dan de manera natural en el lugar de inmunoglobulina de linea de gérmenes de la
especie que sirve como fuente del los genes Cy del transgen, o tales secuencias de intercambio que pueden derivarse
de aquellas que se dan en las especies que reciben el constructo de transgen (el animal transgénico). Por ejemplo,
un constructo de transgen humano que se usa para producir un ratén transgénico puede producir una frecuencia mas
alta de eventos de intercambio de isotipo si se incorporan secuencias de intercambio similares a aquellas que se
dan de manera natural en la cadena pesada del ratén, ya que presuntamente las secuencias de intercambio del ratén
se optimizan para funcionar con el sistema de enzima de recombinasa de intercambio de ratén, mientras que las
secuencias de intercambio humanas no actdan de este modo. Tales secuencias pueden aislarse y clonarse por medio de
métodos convencionales de donacién, o pueden sintetizarse de novo a partir de oligonucleétidos sintéticos montados
unos sobre otros disefiados basdndose en la informacidn de secuencia publicada en relacién a las secuencias de region
de intercambio de inmunoglobulina (Milis et al., Nucl. Acids Res. 15:7305-7316 (1991); Sideras et al. Intl. Immunol.
1:631-642 (1989).

Para cada uno de los anteriores animales transgénicos, se encuentran transgenes de inmunoglobulina de cadena
ligera y pesada heter6logos funcionalmente recolocados en una fraccion significativa de las células B del animal
trangénico (al menos 10 por ciento).

Los transgenes empleados para generar los animales trangéncios de la invencién incluyen un transgen de cadena
pesad que comprende ADN que codifica al menos un segmento de gen variable, un segmento de gen de diversidad,
un segmento de gen de unién y al menos un segmento de gen de regién constante. El transgen de cadena pesada de
inmunoglobulina consta de ADN que codifica al menos un segmento de gen variable, un segmento de gen de unién
y al menos un segmento de gen de regidon constante. Los segmentos de gen que codifican los segmentos de gen de
cadena pesada y ligera son heterélogos para el animal transgénico no humano en el sentido de que se deriva de, o
corresponden con, ADN que codifica segmentos de gen de cadena pesada y ligera de una especie que no consiste
en el animal transgénico no humano. En un aspecto de la invencién, el transgen estd construido de tal forma que los
segmentos de gen individual estdn no recolocados, es decir, no recolocados para codificar una cadena pesada o ligera
de inmunoglobulina funcional. Tales transgenes no recolocados apoyan la recombinacién de los segmentos V, D y J
(recolocacion funcional) y preferentemente incorporacién de soporte de todos o una porcién de un segmento de regién
D en la cadena pesada de inmunoglobulina recolocada resultante en el animal transgénico no humano expuesto al
antigeno PSMA.

En una realizacién alternativa, los transgenes comprenden “minilpuntos”. Tales transgenes normalmente constan
de un porcidn sustancial de segmentos C, D y J asi como un subconjunto de los segmentos de gen V. En tales construc-
tos de gen, las varias secuencias reguladoras, por ejemplo, regiones promotoras, aumentadora, de intercambio de clase
y secuencias ensambladoras-aceptantes para procesos de ARN, sefiales de recombinacién y similares, comprenden
secuencias correspondientes derivadas del ADN heterdlogo. Tales secuencias reguladoras pueden incorporarse en el
transgen de la misma o de una especie relacionada del animal transgénico no humano empleado en la invencién. Por
ejemplo, segmentos de gen de inmunoglobulina pueden combinarse en un transgen con una secuencia aumentadora
de inmunoglobulina de roedor para uso en un ratén transgénico. De manera alternativa, las secuencias sintéticas re-
guladoras pueden incorporarse en el transgen, donde tales secuencias sintéticas reguladoras no son homdlogas para
una secuencia funcional de ADN que se conoce pro darse de manera natural en los genomas de los mamiferos. Las
secuencias reguladoras sintéticas estan disefiadas de acuerdo con las reglas del consenso, como, por ejemplo, aquellas
que especifican las secuencias permisibles de un punto ensamblador-aceptante o un motivo promotor/aumentador. Por
ejemplo, un minilugar consta de una porcién de lugar de inmunoglobulina genémica que tiene al menos una elimina-
cién interna (es decir, no en una terminal de una porcién) de una porcién de ADN no esencial (por ejemplo, secuencia
interponedora, intrén o porcién de la misma) en comparacién con el lugar Ig de linea germinal que se da de manera
natural.

En una realizacion preferente de la invencion, el animal transgénico empleado para generar anticuerpos humanos
para PSMA contiene al menos una, normalmente 2-10, y algunas veces 25-50 o mds copias del transgen descrito en
el Ejemplo 12 de WO 98/24884 (p. ejl, pHC1 o pHC2) generados con un animal que contiene una tnica copia de un
transgen de cadena ligera descrito en Ejemplos 5, 6, 8 y 14 de WO 98/24884, y las crias engendradas con el animal
eliminado Jy descrito en el ejemplo 10 de WO 98/24884. Los animales se engendran para homocigosidad para cada uno
de estos tres rasgos. Tales animales tienen el siguiente genotipo: una sola copia (por conjunto haploide de cromosomas)
de un mino- punto no recolocado de cadena pesada humana (descrito en el Ejemplo 12 de WO 98/24884), una copia
sencilla (por conjunto haploide de cromosomas) de un constructo de cadena ligera K humana no recolocada (descrito
en el Ejemplo 14 de WO 98/24884), y una eliminacién de cada uno de los puntos de cadena pesada de ratén endégena
que retira todos los segmentos JH funcionales (como se describié en el Ejemplo 10 de WO 98/24884). Tales animales
son engendrados con ratones que son homocigos para los constructos de cadena ligera y pesada humana. Los animales
resultantes se inyectan con antigenos y se usan para la produccion de anticuerpos monoclonales humanos contra estos
antigenos.

Células B aisladas procedentes de tal animal son monoespecificas en relacién con las cadenas pesada y ligera
humana porque contienen una sola copia de cada gen. Ademds, serdn monoespecificas en relacioén con las cadenas
pesadas humanas o de ratones porque ambas copias de cadena pesada de ratén endégeno no son funcionales por efecto
de la eliminacién que abarca la regién Jy introducida como se ha descrito en los Ejemplos 9 y 12 de WO 98/24884.
Ademds, una fraccién sustancial de las células B serd monoespecifica con relacion a las cadenas ligeras humanas o de
ratones porque la expresion de la tnica copia del gen de cadena ligera K humano recolocado excluira alélicamente e
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isotépicamente la recolocacién de los genes de cadena lambda y k de ratén endégeno en una fraccién significante de
células B.

El rat6n transgénico de la realizacion preferente mostrard produccién de inmunoglobulina con una repertorio signi-
ficante, idealmente sustancialmente similar a aquel del ratén nativo. Por lo tanto, por ejemplo, en realizaciones donde
los genes enddégenos Ig se han desactivado, los niveles totales de inmunoglobulina oscilardn entre 0.1 a 10 mg/ml de
suero, preferentemente entre 0.5 y 5 mg/ml, idealmente al menos alrededor de 10 mg/ml. Cuando un transgen es capaz
de efectuar un cambio a IgG de IgM se ha introducido en el ratén transgénico, el radio de ratén adulto de suero IgG a
IgM es preferentemente alrededor de 10:1. El radio de IgG a IgM serd mucho menos en el ratén inmaduro. En general,
mayor que 10%, preferentemente 40 a 80% de células B del bazo y nédulo linfatico expresan exclusivamente proteina
IgG humana.

El repertorio idealmente serd aproximado al mostrado en un ratén no transgénico, normalmente al menos 10%
de alto, preferentemente de 25 a 50% o mas. Generalmente, al menos alrededor de cien inmunoglobulinas diferen-
tes (idealmente Ig), preferentemente 10* a 10° o mds, serdn producidas, dependiendo principalmente del ndimero de
regiones diferentes V, J y D introducidas en el genoma del ratén. Estas inmunoglobulinas normalmente reconocerdn
aproximadamente la mitad o mds de las proteinas altamente antigénicas, por ejemplo, proteina A staphylococcus.
Normalmente, las inmunoglobulinas mostrardn una afinidad para antigenos preseleccionados de al menos aproxima-
damente 10’M™!, preferentemente al menos alrededor de 10°M!, mds preferentemente al menos alrededor de 10'°M,
10""M!, 10"2M~! 0 més, por ejemplo, hasta 10°M~! 0 més.

En algunas realizaciones, puede ser preferible generar ratones con repertorios predeterminados para limitar la
seleccion de genes V representados en el anticuerpo en respuesta a un tipo de antigeno predeterminado. Un transgen
de cadena pesada que tienen un repertorio predeterminado puede comprender, por ejemplo, genes humanos VH que se
emplean preferentemente en respuestas de anticuerpo para el tipo de antigeno predeterminado en humanos. De manera
alternativa, algunos genes VH pueden excluirse de un repertorio definido por varias razones (por ejemplo, tener pocas
posibilidades para codificar regiones V de alta afinidad para el antigeno predeterminado; tener una baja propension a
sufrir mutacién somdtica y afilamiento de afinidad; o son inmunogénicos a ciertos humanos). Por lo tanto, antes de
recolocar un transgen que contiene varios segmentos de gen de cadena pesada y ligera, tales segmentos de gen pueden
identificarse facilmente, por ejemplo, por hibridizacién o secuencias de ADN, por provenir de especies de organismos
diferentes al del animal transgénico.

Los ratones transgénicos de la presente invencién pueden inmunizarse con una preparacion purificada o enriquecida
de antigeno PSMA y/o células que expresan PSMA como se has descrito previamente. Los ratones producirdn células
B que sufren intercambio de clase a través de recombinacién de intercambio de transgen (cis-intercambio) y expresan
inmunoglobulinas reactivas con PSMA. Las inmunoglobulinas pueden ser anticuerpos de secuencia humana, donde los
polipéptidos de cadena ligera y pesada se codifican por secuencias de transgen humano, que pueden incluir secuencias
derivadas por mutacién somadtica y uniones recombinatorias con regioén V, asi como secuencias codificadas de la linea
de gérmenes; estas inmunoglobulinas de secuencia humana pueden referirse por ser sustancialmente idénticas a una
secuencia polipéptida codificada por un segmento de gen V. o Vy y un segmento humano J; o J, a pesar de que
otras secuencias que no son de linea de gérmenes pueden estar presentes como resultado de la mutacién somdtica y
de las uniones de recombinacién diferencial V-J y V-D-J. Con respecto a tales anticuerpos de secuencia humanos,
las regiones variables de cada cadena son normalmente 80 por ciento codificado por linea de germen humano V, J y
en el caso de cadena pesada segmentos de gen D; con frecuencia, al menos 85 por ciento de las regiones variables
se codifican por secuencias de linea de germen humanas presentes en el transgen; a menudo 90 o 85 por ciento
o mds de las secuencias de regién variable se codifican por secuencias de linea de germen humana presente en el
transgen. Sin embargo, debido a que las secuencias de linea no germinal se introducen por mutacién somdtica y unién
V] y VDI, los anticuerpos de secuencia humana normalmente tendran algunas secuencias de regién variable (y con
menos frecuencia secuencias de region constante) que no se codifican por segmentos de gen humanos V, D o J como
se encontrd en el transgen humano en la linea de gérmenes de los ratones. Normalmente, tales secuencias de linea
sin gérmenes (o posiciones de nucleétidos individuales) se agrupardn en o cerca de CDRs, o en regiones donde la
mutaciones somadticas tienden a agruparse.

Los anticuerpos de secuencia humana que se enlazan con el antigeno predeterminado pueden resultar del inter-
cambio de isotipo, de tal modo que se producen los anticuerpos humanos que comprenden una cadena y de secuencia
humana (yl, y2a, ¥2B, o y3) y una cadena ligera de secuencia humana (como K). Tales anticuerpos de secuencia
humana de intercambio de isotipo a menudo contienen una o mds mutaciones somadticas, normalmente en la regién
variable y a menudo en o dentro de los 10 residuos de CDR como resultado de maduracién de afinidad y seleccion de
células B por antigeno, normalmente tras el segundo reto de antigeno. Estos anticuerpos de secuencia humana de alta
afinidad pueden tener afinidades de enlace de al menos 1 x 10°M!, normalmente al menos 5 x 10°M~!, normalmente
mds de 1 x 10"°M™, y algunas veces 5 x 10'°M™" a 1 x 10"°M™! 0 més.

Otro aspecto de la invencién pertenece a las células B pertenecientes a tales ratones que pueden emplearse para
generar hibridomas que expresan anticuerpos monoclonales humanos que se enlazan con elevada afinidad (por ejem-
plo, mas de 2 x 10°M™") a PSMA. Por lo tanto, en otra realizacién de la invencion, estos hibridomas se emplean para
generar una composicién que consta de una inmunoglobulina que tiene una constante de afinidad (K,) de al menos 2
x 10°M™! para enlazarse con PSMA, donde dicha inmunoglobulina comprende:
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Una cadena ligera de secuencia humana compuesta por (1) una regién variable de cadena ligera que tiene una
secuencia polipéptida que es sustancialmente idéntica a una secuencia polipéptida codificada por un segmento de gen
humano V| y un segmento humano J;, y (2) una regién constante de cadena ligera que tiene una secuencia polipéptida
que es sustancialmente idéntica a una secuencia polipéptida codificada por un segmento de gen humano C;; y una
cadena pesada de secuencia humana compuesta por (1) una region variable de cadena pesada que tiene una secuencia
polipéptida que es sustancialmente idéntica a una secuencia polipéptida codificada por un segmento de gen humano
Vi, opcionalmente una regién D, y un segmento humano Jy, y (2) una regioén constante de cadena ligera que tiene una
secuencia polipéptida que es sustancialmente idéntica a una secuencia polipéptida codificada por un segmento de gen
humano Cy.

El desarrollo de anticuerpos monoclonales humanos contra PSMA se facilita por un método para expandir el
repertorio de segmentos de gen de regién variable humanos en un ratén transgénico que tiene un genoma que consta
de un transgen de inmunoglobulina humano integrado, y dicho método comprende la introduccién en el genoma un
transgen de gen V que tiene segmentos de gen de regién V que no estdn presente en dicho transgen de inmunoglobulina
humano integrado. Con frecuencia, el transgen de regién V es un cromosoma artificial de levadura que consta de una
porcién de un segmento de gen humano Vi o Vi (Vi), como se puede dar de manera natural en un genoma humano
o puede ensamblarse de manera separada mediante métodos de recombinacién, que pueden incluir segmentos de gen
V omitidos o que no funcionan. Con frecuencia al menos cinco o mas segmentos de gen funcional V estdn contenidos
en YAC. En esta variacion, es posible hacer un raton transgénico producido por el método de expansion del repertorio
V, donde el ratén expresa una cadena de inmunoglobulina que consta de una secuencia de regioén variable codificada
por un segmento de gen de regién V presente en el transgen de regién V y una regiéon C codificada en el transgen
humano Ig. Por medio del método de expansion del repertorio V, pueden generarse ratones transgénicos que tienen
al menos 5 genes V distintos; del mismo modo hay ratones que contienen al menos aproximadamente 24 genes V o
mads. Algunos segmentos de gen V pueden ser no funcionales (por ejemplo, pseudogenes o similares); estos segmentos
pueden retenerse o pueden eliminarse o borrarse de modo selectivo por métodos recombinantes disponibles para el
técnico especializado, en el caso de que se desee.

Una vez que se ha construido la linea germinal del ratén para contener un YAC funcional que tiene un repertorio
de segmento V expandido, sustancialmente no presente en el transgen humano Ig que contiene los segmentos de gen
J y C, el rasgo puede propagarse y engendrarse en otros contextos genéticos, incluyendo contextos donde el YAC
funcional que tiene un repertorio de segmento V expandido se engendra en un linea germinal de ratén que tiene un
transgen Ig humano diferente. YACs multiples funcionale que tienen un repertorio de segmento V expandido pueden
engendrarse en una linea germinal para trabajar con un transgen humano Ig (o miiltiples transgenes Ig humanos). A
pesar de que aqui se refieren como transgenes YAC, tales transgenes cuando se integran dentro del genoma pueden
sustancialmente carecer de las secuencias de levadura, como las secuencias necesarias para réplica auténoma en leva-
dura; tales secuencias pueden opcionalmente retirarse por construccién genética (por ejemplo, digestién de restriccion
y electroforesis de gel de campo pulsado u otros métodos adecuados) después de que la réplica en levadura no sea
mads necesaria (por ejemplo, antes de la introduccién en un ratén célula ES o ratén procigoto). Métodos de propa-
gacion el rasgo de expresion de inmunoglobulina se secuencia humana, incluyen engendrar un ratén trasgénico que
tiene el transgen humano Ig, y opcionalmente que también tienen YAC funcional que tiene un repertorio de segmen-
to V expandido. Ambos segmentos de gen Vy y Vi pueden estar presentes en el YAC. El raton transgénico puede
engendrar en cualquier contexto y ambiente deseado por el médico o profesional, incluyendo contextos que albergan
otros transgenes humanos, incluyendo transgenes Ig humanos y/o transgenes que codifican otras proteinas de linfocito
humanas. La invencién también proporciona inmunoglobulina de secuencia de alta afinidad producida por un ratén
transgénico que tiene un repertorio de regién V expandido de transgen YAC. A pesar de que todo lo anterior describe
una realizacién preferente del animal transgénico de la invencidn, también se contemplan otras realizaciones que se
han clasificada en las siguientes cuatro categorias:

I. Animales transgénicos que tienen un transgen de inmunoglobulina pesada no recolocado y de cadena ligera
recolocado.

II. Animales transgénicos que tienen un transgen de inmunoglobulina pesada no recolocado y de cadena ligera no
recolocado.

III. Animales transgénicos que tienen un transgen de inmunoglobulina pesada recolocado y de cadena ligera no
recolocado; y

IV. Animales transgénicos que tienen transgenes de inmunoglobulina pesada recolocados y de cadena ligera reco-
locados.

De estas categorias de animales trangénicos, el orden preferido de preferencia es el siguiente I > I > III > IV
donde los genes de cadena ligera endgenos (o al menos el gen K) han sido eliminados por recombinacién homéloga
(u otro método) y I > II > III > IV donde los genes de cadena ligera endégenos no has sido eliminados y deben estar
dominados por exclusidn alélica.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 277 846 T3

III. Moléculas Biespecificas/Multiespecifcas que se enlazan con PSMA

También en otra realizacién de la invencién, anticuerpos monoclonales humanos con PSMA, o porciones de enlace
de antigeno de los mismos, pueden derivarse o unirse con otra molécula convencional, por ejemplo, otro péptido o
proteina (p. ej, un fragmento Fab’) para generar una molécula biespecifica o multiespecifica que se enlaza con multiples
puntos de enlace o epitopes objetivo. Por ejemplo, un anticuerpo o porcidon de enlace de antigeno de la invencién puede
estar funcionalmente unido (por ejemplo, por enlace quimico, fusién genética, asociacién no covalente o similares) a
una o més moléculas de enlace, como otro anticuerpo, fragmento de anticuerpo, péptido o también enlace mimético.

Como consecuencia, la presente invencion incluye moléculas biespecificas o multiespecificas que constan al menos
de una primera especificidad de enlace para PSMA y una segunda especificad de enlace par aun segundo epitope
objetivo. En una realizacién particular de la invencidn, el segundo epitope objetivo es un receptor Fc, por ejemplo,
FcyRI humano (CD64) o un receptor humano Fca (CD89). Por lo tanto, la invencién incluye moléculas biespecificas
y multiespecificas capaces de enlazarse con tanto FcyRI, como FcaR y FceR que expresan células efectoras (por
ejemplo, monocitos, macréfagos o células polimorfonucleares (PMNs)), y con células objetivo que expresan PSMA.
Estas moléculas biespecificas y multiespecificas se dirigen a PSMA que expresa células para células efectoras y, al
igual que los anticuerpos monoclonales humanos de la invencién, provocan actividades de células efectoras mediadas
por Fc receptor, como fagocitosis de un PSMA que expresa células, citotoxicidad mediada por célula dependiente de
anticuerpo (DAC), liberacién de citoquina, o generacion de anién superdxido.

Moléculas biespecificas o multiespecificas de la invencién pueden ademas incluir una tercera especificidad de
enlace, ademds de una especificidad de enlace anti-Fc y una especificidad de enlace anti-PSMA. En una realizacion,
la tercera especificidad de enlace es una porcion de factor anti-aumento (EF), por ejemplo, una molécula que se enlaza
con una proteina de superficie incluida en actividad citot6xica y por ello aumenta la respuesta inmune contra la célula
objetivo. La “porcién de factor anti-aumento” puede ser un anticuerpo, un fragmento funcional de anticuerpo o un
ligando que se enlaza con una molécula concreta, por ejemplo, un antigeno o un receptor, y como consecuencia resulta
un aumento del efecto de los determinantes de enlace para el receptor Fc o antigeno de célula objetivo. La “porcién de
factor anti-aumento” puede enlazarse con el receptor Fc o antigeno de célula objetivo. De modo alternativo, la porcién
de factor anti-aumento puede enlazarse con una entidad que es diferente de la entidad con la cual la primera y segunda
especificidad se enlazan. Por ejemplo, la porcién de factor anti-aumento puede enlazarse con una célula T citotéxica
(por ejemplo, a través de CD2, CD3, CDS8, CD28, CD4, CD40, ICAM-1 u otra célula inmunes que resulte den una
aumentada respuesta inmune contra la célula objetivo).

En una realizacién, las moléculas biespecificas o multiespecificas de la invencién constan de al menos un anti-
cuerpo como una especificidad de enlace o un fragmento de anticuerpo del mismo, incluyendo, por ejemplo, un Fab,
Fab’, F(ab’)2, Fv, o una cadena sencilla Fv. El anticuerpo puede también tener un dimero de cadena ligera o pesada, o
cualquier fragmento minimo del mismo como un Fv o un constructo de cadena sencilla como se describié en Ladner et
al., U.S Patente N° 4,496,778 publicada el 7 de Agosto de 1990, cuyos contenidos expresamente se incorporan como
referencia.

En una realizacién las moléculas biespecificas y multiespecificas constan de una especificidad de enlace para un
FcyR o un FcaR presentes en la superficie de una célula efectora, y una segunda especificidad e enlace para un
antigeno de célula objetivo, por ejemplo, PSMA.

En una realizacion, las especificidad de enlace para un receptor Fc es proporcionado por un anticuerpo monoclonal
humano, cuyo enlace no estd bloqueado por inmunoglobulina G humana (IgG). Como aqui se emplea, el término
“receptor IgG” se refiere a cualquiera de los ochos genes de cadena y localizado en cromosoma 1. Estos genes codifican
un total de doce isoformas de transmembrana o solucién soluble que estdn agrupadas en tres clases de receptor Fcy:
FcyRI (CD64), FcyRII (CD32) y FeyRIII (CD16). En una realizacién preferente, el receptor Fcy tiene una alta afinidad
hu;nanla FcyRI. El FcyRI humano es una molécula kDa 72, que muestra alta afinidad para IgG monomérico (10g-
10°M7).

La produccion y caracterizacion de estos anticuerpos monoclonales preferentes estan descritas por Fanger ef al, en
solicitud de PCT WO 88/00052 y en Patente U.S N° 4,954,617. Estos anticuerpos se enlazan con un epitope de FcyRI,
FcyRII o FcyRIII en un punto que es distinto del punto del enlace Fcy del receptor y que por lo tanto, su bloqueo
no estd sustancialmente bloqueado por niveles fisioldgicos de IgG. Anticuerpos especificos anti-FcyRI ttiles en esta
invencién son mAb 22, mAb 32, mAb, 44, mAb 62 y mAb 197. El hibridoma que produce mAb 32 estd disponible
en la Coleccién de Cultivos de Tipo Americano. Adquisicion ATCC N° HB9469. Anti-FcyRI mAb 22, fragmentos F
(ab’)2 de mAb 22, y pueden obtenerse de Medarex, Inc. (Annandale, N. J). En otra realizacién, el anticuerpo receptor
anti-Fcy es una forma humanizada de anticuerpo monoclonal 22 (H22). La produccién y caracterizacion del anticuerpo
H22 se describe en Graciano, R. F. et al. (1995) J. Immunol 155 (10): 4996-5002 y PCT/US93/10384. El anticuerpo
H22 que produce linea celular se deposit6 en la Coleccién de Cultivos de Tipo Americano el 4 de Noviembre de 1992
bajo la designaciéon HA022CL1 y tiene el N° de adquisicién CRL 11177.

Incluso en otra realizacién preferente, la especificidad de enlace para un receptor Fc es proporcionada por un
anticuerpo que se enlaza con un receptor humano IgA, por ejemplo, un receptor Fc-alpha (FcaRI (CD89)), cuyo
enlace preferentemente no se bloquea por inmunoglobulina humana A (IgA). El término “receptor IgA” pretende
incluir el producto de gen de un gen a (FcaRI) localizado en cromosoma 19. Este gen es conocido por codificar varias
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isoformas de transmembrana ensambladas alternativamente de 55 a 110 kDa. FcaRI (CD89) es constitutivamente
expresado en monocitos/macréfagos, granulocitos eosinofiilicos y neutrofilicos, pero no en poblaciones de células no
efectoras. FcaRI tiene afinidad de medio (=~ 5 x 10""M™") para ambos IgA1 e IgA2, que aumenta tras la exposicién
a citoquinas como G-CSF O GM-CSF (Morton, H.C et al. (1996) Critical Reviews in Immulogy 16:423-440. Cuatro
anticuerpos monoclonales especificos FcaRlI, identificados como A3, A59, A62 y A77 que se enlazan con FcaRI fuera
del dominio de enlace del dominio IgA han sido descritos en Monteiro, R.C et al., 1992, J. Immulo. 148:1764).

FcaRI y FcaRI son receptores de provocacion preferentes para uso en la invencién debido a que (1) se expresan
principalmente en células efectoras inmunes, por ejemplo, monocitos, PMNs, macréfagos y células dendriticas; (2) se
expresan en niveles elevados (por ejemplo, 5,000-100,000 por célula); (3) son mediadores de actividades citot6xicas
(por ejemplo, ADCC, fagocitosis); (4) median la presentacién de antigeno aumentado de antigenos, incluyendo auto-
antigenos y dirigidos a ellos.

En otra realizacién, moléculas biespecificas y multiespecificas de la invencién ademds comprenden una especifici-
dad de enlace que reconoce, por ejemplo, se enlaza con, una célula objetivo, por ejemplo, PSMA. En una realizacién
preferente, la especificidad de enlace es proporcionada por un anticuerpo monoclonal humano de la presente invencion.

Un “anticuerpo especifico de célula efectora” como aqui se emplease refiere a un anticuerpo o fragmento de anti-
cuerpo funcional que se enlaza con el receptor Fc de células efectoras. Anticuerpos preferentes para uso en la invencién
en cuestion se enlazan con el receptor Fc de células efectoras en un punto que no estd enlazado por inmunoglobulina
enddgena.

Como aqui se emplea, el término “célula efectora” se refiere a una célula inmune que estd incluida en la fase efecto-
ra de una respuesta inmune, en oposicion a la fase cognitiva y a la fase de activacion de una respuesta inmune. Células
inmunes ejemplares incluyen una célula de un origen mieloide o linfoide, por ejemplo, linfocitos (p. ej células B y
células T que incluyen células T citoliticos (CTLs)), células eliminadoras, células eliminadoras naturales, macréfagos,
monocitos, eosinéfilos, neutréfilos, células polimorfonucleares, granulocitos, mastocitos y basoéfilos. Algunas células
efectoras expresan receptores especificos Fc y llevan a cabo funciones inmunes especificas. En realizaciones preferen-
tes, una célula efectora es capaz de provocar ADCC. Por ejemplo, monocitos, macréfagos, que expresan FcR estdn
involucrados en la eliminacién especifica de células objetivo y presentan antigenos a otros componentes del sistema
inmune, o el enlace con células que estdn presentes en antigenos. En otras realizaciones, una célula efectora puede
fagocitar un antigeno objetivo, célula objetivo o microorganismo. La expresion de un FcR particular en una célula
efectora puede regularse mediante factores humorales como citoquinas. Por ejemplo, la expresién de FcyRI ha resul-
tado estar regulada por gamma interferon (IFN-y). Esta expresion mejorada aumenta la actividad citotéxica de células
que soportan FcyRI contra objetivos. Una célula efectora fagocitar o lisar un antigeno objetivo o una célula objetivo.

“Célula objetivo” puede significar cualquier célula no deseable en un sujeto (por ejemplo, un humano o un animal)
puede se alcanzada por una composicién (por ejemplo, un anticuerpo monoclonal, una molécula biespecifca o mul-
tiespecifica) de la invencién. En realizaciones preferentes, la célula objetivo es una célula que expresa o sobreexpresa
PSMA. Las células que expresan PSMA normalmente incluyen células tumorales, como células tumorales de prostata,
renal y colon.

Anticuerpos monoclonales humanos de ratén quimérico (es decir, anticuerpos quiméricos) puede producirse por
técnicas de ADN recombinante conocidas en el campo. Por ejemplo, un gen que codifica la regién constante Fc de
una molécula de anticuerpo monoclonal de murina (u otra especie) se digiere con enzimas de restriccion para retirar
la regién que codifica la murina Fc, y la regién equivalente de un gen que codifica una regién constante Fc humana
es sustituido. (Ver Robinson et al., Publicacion de Patente Internacional PCT/US86/02269; Akira, et al., Solicitud de
Patente Europea 171,496; Morrison et al., Solicitud de Patente Europea 173,494; Neuberger et al., Solicitud Interna-
cional WO 86/01533; Cabilly et al, Patente U.S N° 4,816,567; Cabilly et al., Solicitud de Patente Europea 125,023;
Better et al. (1988 Science 240:1041-1043); Liu et al. (1987) PNAS 84:3439-3443; Liu et al., 1987, J. Immunol.
139:3521-3526; Sun et al. (1987) PNAS 84:214-218; Nishimura et al. 1987, Canc. Res. 47:999-1005; Wood ef al.
(1985) Nature 314:446-449; y Shaw et al., 1988, J. Natl. Cancer Inst. 80:1553-1559).

El anticuerpo quimérico puede ademds estar humanizado sustituyendo secuencias de la region variable Fv que no
estan directamente incluidas en enlace antigeno con secuencias equivalentes de regiones variables de Fv humanas. Los
estudios generales de anticuerpos quiméricos humanizados estdn proporcionados por Morrison, S. L., 1985, Science
229:1202-1207 y por Oi et al., 1986, BioTechniques 4:214. Tales métodos incluyen el aislamiento, la manipulacién y la
expresion de secuencias de dcido nucleico que codifican todas o partes de las regiones variables de Fv inmunoglobulina
de al menos una de la cadena pesada o ligera. Fuentes de tal dcido nucleico son bien conocidos por aquellos expertos
en la técnica y, por ejemplo, pueden obtenerse a partir de 7E3, un anticuerpo anti-GPIIbIIIa que produce hibridoma. El
ADN recombinante que codifica el anticuerpo quimérico, o un fragmento del mismo, puede clonarse posteriormente
en un vector de expresion adecuado. Anticuerpos humanizados apropiados puede producirse de manera alternativa
por sustitucién CDR Patente U.S 5,225,539; Jones et al. 1986 Nature 321:552-525; Verhoeyan et al. 1988 Science
239:1534; y Beidler et al. 1988 J. Immunol. 141:4053-4060.

Todos los CDRs de una anticuerpo particular humano pueden sustituirse con al menos una parte de un CDR no
humano o solamente algunos de los CDRs pueden sustituirse por CDRs no humanos. Sélo es necesario sustituir el
nimero de CDRs necesarios para enlazar el anticuerpo humanizado con el receptor Fc.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 277 846 T3

Un anticuerpo puede humanizarse mediante cualquier método, que sea capaz de sustituir al menos una parte de
un CDR de un anticuerpo humano con un CDR derivado de un anticuerpo no humano. Winter describe un método
que puede emplearse para preparar los anticuerpos humanizados de la presente invencién (Solicitud de Patente en
Reino Unido GB 2188638A, presentada el 26 de Marzo de 1987), cuyos contenidos se incorporan expresamente
como referencia. Los CDRs humanos pueden sustituirse por CDRs no humanos usando mutagénesis dirigida al punto
oligonucledtido como se describe en la Solicitud Internacional WO 94/10332 titulada Humanaized Antibodies to Fc
Receptor for Immunoglobulin G on Human MononuclearPhagocytes que aqui se afiade como referencia.

También se encuentran dentro del dmbito de la invencién los anticuerpos quiméricos y humanizados en los cua-
les los aminoécidos han sido sustituidos, eliminados o afiadidos. En particular, anticuerpos humanizados preferentes
tienen sustituciones de aminodcidos en la regién del marco, para mejorar el enlace con el antigeno. Por ejemplo en
un anticuerpo humanizado que tiene CDRs de ratén, los aminodcidos situados en la regién de marco humano pueden
sustituirse con los aminoécidos situados en las posiciones correspondientes en el anticuerpo del ratén. Tales sustitu-
ciones se conocen por mejorar el enlace de anticuerpos humanizados con el antigeno en algunos casos. Anticuerpos
a los cuales se han afiadido, eliminado o sustituido aminodcidos aqui son referidos como anticuerpos modificados o
anticuerpos alterados.

El término anticuerpo modificado también pretende incluir anticuerpos, como anticuerpos monoclonales, anti-
cuerpos quiméricos, y anticuerpos humanizados que han sido modificados, por ejemplo, eliminando, afiadiendo o
sustituyendo porciones de anticuerpo. Por ejemplo, un anticuerpo puede modificarse eliminando la regién constante y
sustituyéndola por una regién constante que aumentard la media vida, por ejemplo, media vida de suero, estabilidad o
afinidad del anticuerpo. Cualquier modificacién estd dentro del 4mbito de la invencién siempre y cuando la molécula
biespecifica y multiespecifica tenga al menos una regién de enlace especifico para un FcyR y provoque al menos una
funcién efectora.

Moléculas biespecificas y multiespecificas de la presente invencién pueden hacerse mediante técnicas quimicas
(ver, por ejemplo, D. M. Kranz et al. (1981) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:5807), técnicas “polydoma” (ver Patente
U.S 4,474,893, a Reading) o técnicas de ADN recombinante.

En particular, moléculas biespecificas y multiespecificas de la presente invencion puede prepararse conjugando las
especificidades del enlace constituyente, por ejemplo, las especificidades de enlace anti-FcR y anti-PSMA, empleando
métodos conocidos en la técnica y descritos en los ejemplos aqui proporcionados. Por ejemplo, cada especificidad de
enlace de la molécula biespecifica o multiespecifica puede generarse de manera separada o luego conjugarse una con
otra. Cuando las especificidades de enlace son proteinas o péptidos, una variedad de agentes de enlace o de unién
cruzada puede usarse para conjugacién covalente. Ejemplos de agentes de unién cruzada incluyen proteina A, car-
bodiimida, N-succinimidil-S-acetil-thioacetato (SATA), 5, 5’-ditiobis (2-4cido nitrobenzoico) (DTNB), o-fenilenedi-
maleimida (0PDM), N-succinimidil-3-(2-piridilditio) propionato (SPDP), y sulfosuccinimidil 4-(N-maleimidometilo)
ciclohaxano-1-carboxilato (sulfo-SMCC) (ver, por ejemplo, Karpovsky ez al. (1984) J. Exp. Med. 160:1686; Liu, MA
et al. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:8648). Otros métodos incluyen aquellos descritos por Paulus (Berhring
Ins. Mitt. (1985) No. 78, 118-132); Brennan et al. (Science (1985) 229:81-83), y Glennie ef al. (J. Immunol. (1987)
139:2367-2375). Agentes de conjugacion preferentes son SATA y sulfo-SMCC, ambos disponibles en Pierce Chemical
Co. (Rockford, IL).

Cuando las especificidades de enlace son anticuerpos (por ejemplo, dos anticuerpos humanizados) pueden con-
jugarse por medio de enlace sulfidrilo de las regiones bisagra de la terminal C de las dos cadenas pesadas. En una
realizacion particularmente preferente, la region bisagra se modifica de tal modo que contenga un nimero impar de
residuos de sulfridilo, preferentemente uno, antes de la conjugacion.

De modo alternativo, ambas especificidades de enlace pueden codificarse en el mismo vector y expresarse y acumu-
larse en la misma célula huésped. Este método es particularmente util donde la molécula biespecifica y multiespecifica
es un mAb x mAb, mAb x Fab, Fab x F(ab’), o ligando x Fab proteina fusiéon. Una molécula biespecifica o multiespe-
cifica de la invencion, por ejemplo, una molécula biespecifica puede ser una molécula de cadena sencilla, tal como un
anticuerpo biespecifico de cadena sencilla, una molécula biespecifica de cadena sencilla que comprende un anticuer-
pos de cadena sencilla y un determinante de enlace, o una molécula biespecifica de cadena sencilla que comprende
dos determinantes de enlace. Las moléculas biespecificas y multiespecificas también pueden ser moléculas de cadena
sencilla o pueden comprender al menos dos moléculas de cadena sencilla. Métodos para preparar moléculas biespeci-
ficas y multiespecificas se describen por ejemplo en Patente U.S Numero 5,260,203; Patente U.S Numero 5,455,030;
Patente U.S Numero 4,881,175; Patente U.S Numero 5,132,405; Patente U.S Numero 5,091,513; Patente U.S Niimero
5,476,786; Patente U.S Nimero 5,013,653; Patente U.S Nimero 5,258,498; y Patente U.S Nimero 5,482,858.

El enlace de las moléculas biespecificas y multiespecificas a sus objetivos especificos puede confirmarse por el
ensayo inmunosorbente de enlace de enzima (ELISA), un ensayo radioinmune (RIA), andlisis FACSS, bioensayo (por
ejemplo, inhibicién de crecimiento) o un Ensayo Western Biot. Cada uno de estos ensayos generalmente detecta la
presencia de complejos proteina-anticuerpo de particular interés empleando un reagente etiquetado (por ejemplo, un
anticuerpo) especifico para el complejo de interés. Por ejemplo, los complejos de anticuerpo FcR pueden detectarse
empleando por ejemplo, un anticuerpo de enlace a enzima o fragmento de anticuerpo que reconoce y especificamente
se enlaza con los complejos de anticuerpo FcR. De modo alternativo, los complejos pueden detectarse usando una
amplia variedad de inmunoensayos. Por ejemplo, el anticuerpo puede etiquetarse radioactivamente y usarse en un en-
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sayo radioinmune (RIA) (ver, por ejemplo, Weintrub, B., Principies of Radioinmmunoassays, Seventh Training Course
on Radioligand Assay Techniques, The Endocrine Society, March, 1986. El isotipo radioactivo puede detectarse por
medio del uso de un contador y o un contador de escintilacién o por autoradiografia.

IV. Conjugados de Anticuerpo/Inmunotoxinas

En otro aspecto, la presente invencion caracteriza un anticuerpo monoclonal humano anti-PSMA, o un fragmento
del mismo, conjugado con una molécula terapéutica, como una citotoxina, un farmaco o un radioisotopo. Cuando se
conjuga con una citotoxina, estos conjugados de anticuerpo son referidos como “inmunotoxinas”. Una citotoxina o un
agente citot6xico incluye cualquier agente que sea perjudicial para las células (por ejemplo, que las elimine). Entre
los ejemplos se incluyen el taxol, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etoposida,
tenoposida, vincristina, vinblastina, colcicina, doxorubicina, daunorubicina, dihicroxi diona antracina, mitoxantrona,
mitramicina, actinomicina D, 1-dehidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propanolol, y
puromicina y andlogos u homélogos de los mismos. Entre los agentes terapéuticos se incluyen, aunque no se limitan
a, antimetabolitos (p. ej. Metotrexata, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-fuorouracil decarbazina), agentes
alquilantes (por ejemplo, mecloretamina, tioepa clorambucil, melfaldn, carmustina (BSNU) y lomustina (CCNU),
ciclotosfamida, busulfdn, dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C, y cis-diclorodiaima platino (II) (DDP)
cistaplatina), antraciclinas (por ejemplo, daunorubicina (anteriormente daunomicina) y doxorubicina), antibidticos
(p. €j. dactinomicina (anteriormente actinomicina), bleomicina, mitramicina, y antramicina (AMC)), y agentes anti-
mitéticos (por ejemplo, vincristina y vinblastina). Un anticuerpo de la presente invencién puede conjugarse con un
radioisotopo, por ejemplo, iodina radioactiva, para generar radio farmacéuticos citotoxicos para tratar un desorden
relacionado con PSMA, como cancer.

Los conjugados de anticuerpo de la invencién pueden emplearse para modificar una respuesta bioldgica dada, y
la molécula de fairmaco no se construird como limitada a los agentes terapéuticos quimicos clasicos. Por ejemplo, la
molécula farmacéutica puede ser una proteina o un polipéptido que expresa una actividad bioldgica deseada. Tales
proteinas incluyen, por ejemplo, una toxina enzimaticamente activa, o un fragmento activo de la misma, como abrina,
ricina A, pseudomas exotoxina, o toxina difteria; una proteina como un factor de necrosis tumoral o interferén-y; o,
modificadores de respuesta biolgica como, por ejemplo, linfoquinas, interleuquina-1 (“IL-1"), interleuquina-2 (“IL-
2”), interleuquina-6 (“IL-6), factor de estimulacién de colonia de macréfago granulocito (“GM-CSF”), factor de
estimulacién de colonia de granulocito (“G-CSF”), u otros factores de crecimiento.

Técnicas para conjugar tales moléculas terapéuticas con anticuerpos son bien conocidas, ver, por ejemplo, Arnon
et al., “Monoclonal Antiodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy”, in Monoclonal Antibodies And
Cancer Therapy, Reisfeld et al (eds.) pp. 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985); Hellstrom e al., “Antibodies for Drug De-
livery”, in Controlled Drug Delivery (2nd Ed.), Robinson ef al. (eds), pp. 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987); Thorpe,
“Antibody Carriers Of Citotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review”, in Monoclonal Antibodies ’84: Bilogical And
Clinical Applications, Pinchera et al. (eds.), pp. 475-506 (1985); “Analysis, Results, And Future Prospective Of The
Therapeutic Use of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy”, in Monoclonal Antibodies For Cancer Detection And
Therapy, Baldwin et al. (eds.), pp. 303-16 (Academic Press 1985), y Thorpe et al., “The Preparation And Citotoxic
Properties Of Antibody-Toxin Conjugates”, Immunolo. Rev., 62:119-58 (1982).

V. Composiciones Farmacéuticas

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una composicion, por ejemplo, una composicion farmacéutica,
que contiene un anticuerpo o una combinacién de anticuerpos monoclonales humanos, o porciones de enlace de
antigeno de los mismos, de la presente invencién, formulados junto con un portador farmacéuticamente aceptable. En
una realizacién preferente, la composicidn incluye una combinacién de miltiples (por ejemplo, dos o mds) anticuerpos
humanos aislados o porciones de enlace de antigeno de los mismos de la invencion. Preferentemente, cada uno de los
anticuerpos o porciones de enlace de antigeno de los mismos de la composicién se enlazan con un epitope distinto y
preseleccionado de PSMA.

En una realizacién, anticuerpos monoclonales humanos anti-PSMA que tienen actividades complementarias de
emplean en combinacién de, por ejemplo, una composicion farmacéutica que consta de dos 0 mds anticuerpos mono-
clonales humanos anti-PSMA. Por ejemplo, un anticuerpo monoclonal humano que logra una eliminacién altamente
objetiva de células objetivo en la presencia de células efectoras puede combinarse con otro anticuerpo monoclonal
humano que inhibe el crecimiento de células que expresan PSMA.

En otra realizacidn, la composicién consta de una combinacién de moléculas biespecificas y multiespecificas de
la invencién (por ejemplo, que contiene al menos una especificidad de enlace con un receptor Fc y al menos una
especificidad de enlace para PSMA).

Composiciones farmacéuticas de la invencion también pueden administrarse en terapia de combinacién, es decir, en
combinacién con otros agentes. Por ejemplo, la terapia de combinacion puede incluir una composicion de la presente
invencion con al menos un agente anti-tumoral u otra terapia convencional.

Como aqui se emplea, “portador farmacéuticamente aceptable” incluye cualquier disolvente, medio de dispersion,
cubrientes, agente antibacterial y antihongos, agentes isoténicos y agentes retardantes de absorcion, y similares que
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sean fisiologicamente compatibles. Preferentemente, el portador es adecuado para administracién intravenosa, intra-
muscular, subcutdnea, parenteral, espinal o epidérmica (por ejemplo, por inyeccién o infusién). Dependiendo de la
ruta de administracién, el compuesto activo, por ejemplo, anticuerpo, molécula biespecifica y multiespecifica puede
estar cubierto de un material para proteger el compuesto de la accién de los dcidos y otras condiciones naturales que
pueden desactivar el compuestos y por lo tanto modificar la accién del portador farmacéuticamente aceptable.

Una “sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a una sal que retiene la actividad bioldgica deseada del compues-
to matriz y no imparte ningtin efecto toxicoldgico no deseado (ver, por ejemplo, Berge, S.M., et al (1977) J. Pharm.
Sci. 66:1-19). Ejemplos de tales sales incluyen sales de adicion 4cida y sales de adicion bésica. Sales de adicion dcida
incluyen aquellas derivada de acidos inorganicos no téxicos, como acido hidrocloruro, nitrico, fosférico, sulfirico,
hidrobrémico, hidroioddico, fosforoso y similares, asi como dcidos orgédnicos no téxicos como dcidos alifaticos mo-
no y dicarboxilicos, dcidos alcanoicos sustituidos por fenilo, dcidos hidroxi alcanoicos, dcidos aromaticos, alifaticos
y dcidos sulfénicos aromdticos y similares. Sales de adicion bdsica incluyen aquellas derivadas de metales alcali-
notérreos como sodio, potasio, magnesio, calcio y similares, asi como de aminas organicas no téxicas, como N,N’-
dibenziletilenediamina, N-metilglucamina, cloroprocaina, colina, dietanolaina, etilenediamina, procaina y similares.

Una composicién de la presente invencién puede administrarse mediante una variedad de métodos conocidos en
la té. Como serd apreciado por el profesional de la técnica, la ruta y/o modo de administracién variard dependiendo
de los resultados que se deseen obtener. Los compuestos activos pueden prepararse con portadores que protegerdn el
compuesto contra la liberacion rapida, como una formulacién de liberacién controlada, incluyendo implantes, parches
transdérmicos, y sistemas de envio mircroencapsulado. Polimeros biodegradables y biocompatibles pueden emplear-
se, como acetato de vinilo etileno, polianhidridos, 4cido poliglicdlico, coldgeno, poliortoesteres, y dcido polilactico.
Muchos métodos para la preparacion de tales formulaciones estan patentadas o son conocidos por aquellos expertos
en la técnica. Ver, por ejemplo, Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R. Robinson, ed. Marcel
Dekker, Inc. New York, 1978.

Para administrar un compuesto de la invencién por ciertas rutas de administracién, puede ser necesario cubrir el
compuesto con, o co-administrar el compuesto con, un material que prevenga su inactivacion. Por ejemplo, el com-
puesto puede administrarse a un sujeto en un portador adecuado, por ejemplo, liposomas, o un diluyente. Diluyentes
farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones de biifer de salina y acuosa. Liposomas incluyen emulsiones CGF
agua-en-aceite asi como liposomas convencionales (Strejan et al. 81984) J. Neuroimmunol. 7:27).

Portadores farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones acuosas estériles o polvos polvos en dispersion y
estériles para la preparacion extempordneo de soluciones inyectables estériles o en dispersion. El uso de tales medios
y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es conocido en la técnica. Excepto en la medida en la que cual-
quier medio o agente convencional es incompatible con el compuesto activo, se contempla por lo tanto el uso de las
composiciones farmacéuticas de la invencién. También se pueden incorporar compuestos suplementarios activos en
las composiciones.

Las composiciones terapéuticas normalmente deben ser estériles y estables bajo las condiciones de fabricaciéon y
almacenamiento. La composicién puede formularse como una solucién, microemulsion, liposoma, u otra estructura
adecuada para alta concentracién de farmaco. El portador puede ser un disolvente o un medio de dispersién que con-
tiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, glicol propileno, y glicol polietileno liquido y similares),
y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez adecuada puede mantenerse, por ejemplo, por el uso de una capa o
bafio, como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerida en el caso de dispersion y por el
uso de surfactantes. En muchos casos, resultard preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azicares, polialco-
holes como manitol, sorbito) y cloruro de sodio en la composicién. La absorcion prolongada de las composiciones
inyectables puede llevarse a cabo incluyendo en la composicién un agente que retrase la absorcion, por ejemplo, sales
de monoestarato y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles pueden prepararse incorporando el compuesto activo en la cantidad necesaria
en un apropiado disolvente con un o una combinacién de ingredientes enumerados anteriormente, como se requiera,
seguido de la microfiltracién de esterilizacién. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el compuesto
activo a un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersidon bdsico y los otros ingredientes necesarios de los
anteriormente enumerados. En el caso de polvos estériles para la preparaciéon de soluciones inyectables estériles, los
métodos preferentes de preparacion son el secado por aspiracion y el secado por congelacién (liofilizacidn) que pro-
duce unos polvos del ingrediente activo mds cualquier ingrediente adicional de una solucién previamente esterilizada
y filtrada del mismo.

Los sistemas de dosis se ajustan con el fin de obtener la respuesta ptima deseada (por ejemplo, una respuesta
terapéutica). Por ejemplo, se puede administrar un dnico bolo alimenticio dividiéndolo en varias dosis durante un
periodo de tiempo o la dosis puede reducirse proporcionalmente o aumentarse segin indiquen las exigencias de la
situacion terapéutica. Resulta especialmente ventajosos formular composiciones parenterales en forma de unidad de
dosis para facilitar la administracién y uniformidad de la posologia. La forma de unidad de dosis aqui se refiere a las
unidades fisicamente discretas adecuadas como dosis unitarias para los sujetos a ser tratados; cada unidad contiene
una cantidad predeterminada de compuesto activo calculado para producir el efecto terapéutico deseado en asociacién
con el portador farmacéuticamente requerido. La especificacion de las formas de unidad de dosis de la invencién
estd dictada por y directamente depende de (a) las tnicas caracteristicas del compuesto activo y el efecto terapéutico
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particular que se intenta lograr, y (b) las limitaciones inherentes en el estado de la técnica de los compuestos tales
como un compuesto activo para el tratamiento de sensibilidad en individuos.

Ejemplos de antioxidantes farmacéuticamente aceptables incluyen: (1) antioxidantes solubles en agua; como 4cido
ascorbico, hidrocloruro de cisteina, bisulfato s6dico, metabisulfito sédico, sulfito sédico y similares; (2) antioxidantes
solubles en aceite, como palmitato ascorbilo, hidroxianisola butilada (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), lecitina,
galato de propilo, alfa-tocoferol, y similares; y (3) agentes quelatantes de metal, como 4cido citrico, 4cido etilenedia-
mina tetraacético (EDTA), sorbitol, 4cido tartarico, acido fosférico y similares.

Para las composiciones terapéuticas, las formulaciones de la presente invencién aquellas que son adecuadas para
administracién oral, nasal, topica (incluyendo bucal y sublingual), rectal, vaginal y/o parenteral. Las formulaciones
pueden estar convenientemente presentadas en forma de tnica dosis y pueden prepararse mediante cualquier método
conocido en la técnica farmacéutica. La cantidad de ingrediente activo que puede combinarse con un material portador
para producir una tinica forma de dosis variard dependiendo del sujeto a tratar, y el modo particular de administracién.
La cantidad de ingrediente activo que puede combinarse con un material portador para producir una tnica forma de
dosis normalmente serd aquella cantidad de la composicién que produzca un efecto terapéutico. Generalmente, en el
100% de los casos, esta cantidad variara entre 0.1 por ciento hasta 99 por ciento de ingrediente activo, preferentemente
de 0.1 por ciento a 70 por ciento, mas preferentemente de 1 por ciento a 30 por ciento.

Formulaciones de la presente invencién que son adecuadas para la administracion vaginal también incluyen supo-
sitorios vaginales, tampones, cremas, geles, pastas, espumas y formulaciones en spray que contienen tales portadores
como son conocidos en la técnica por ser apropiados. Las formas de dosis para la administracion tépica y transdérmica
de composiciones de esta invencién incluyen polvos, sprays, pomadas, pastas, cremas, lociones, geles, soluciones, par-
ches e inhalantes. El compuesto activo puede mezclarse bajo condiciones estériles con un portador farmacéuticamente
aceptable, y con cualquier conservante, bufer, o propelantes que resulten necesarios.

Las locuciones “administracién parenteral” y “administrado parenteralmente” como aqui se emplean se refieren a
los modos de administracién diferentes a la administracién por tubo o tépica, normalmente por inyeccién e incluye, sin
limitacidn, inyeccidn e infusidn intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital, intracar-
diaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutdnea, subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoide,
intraespinal, epidural e intraesternal.

Ejemplos de portadores adecuados acuosos y no acuosos que pueden emplearse en las composiciones farmacéu-
ticas de la invencién incluyen agua, etanol, polioles (por ejemplo, glicerl, glicol propileno, glicol polietileno, y simi-
lares) y mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales, como aceite de oliva, y esteres organicos inyectables,
como oleato etilo. La fluidez adecuada puede mantenerse, por ejemplo, por el uso de una capa o bafio, como lecitina,
mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerida en el caso de dispersién y por el uso de surfactantes.

Estas composiciones también pueden contener adyuvantes tales como conservantes, agentes humectantes, agentes
emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencion de la presencia de microorganismos puede asegurarse bien por
procesos de estirilizacién, sobre todo, y por la inclusién de varios agentes antibacterianos y antihongos, por ejemplo,
parabeno, clorobutanol, dcido sérbico fenol, y similares. También puede resultar deseoso incluir agentes isoténicos
como azucares, cloruro de sodio y similares en las composiciones. Ademds, la absorcién prolongada de las composi-
ciones inyectables puede llevarse a cabo incluyendo en la composicién agentes que retrasen la absorcién, por ejemplo,
monoestarato de aluminio y gelatina.

Cuando los compuestos de la presente invencién se administran como farmacos, a humanos o animales, pueden
darse solos 0 como una composicién farmacéutica que contiene, por ejemplo, 0.01 a 99.5% (mds preferentemente, 0.1
a 90%) de ingrediente activo en combinacion de un portador farmacéuticamente aceptable.

En relacién a la ruta de administracién seleccionada, los compuestos de la presente invencion, que pueden em-
plearse en una forma hidratada adecuada, y/o las composiciones farmacéuticas de la presente invencion, se formulan
en formas de dosis farmacéuticamente aceptables por métodos convencionales conocidos por aquellos expertos en la
técnica.

Los niveles de dosis reales de los ingredientes activos en las composiciones farmacéuticas de la presente invencion
pueden variar para obtener una cantidad del ingrediente activo que sea eficaz para conseguir la respuesta terapéutica
deseada para una particular paciente, composiciéon y modo de administracion, sin que sea toxico para el paciente.
El nivel de dosis seleccionado dependerd de una variedad de factores farmacocinéticos que incluyen la actividad
de las composiciones particulares de la presente invencién empleadas o el éster, sal o amida de las mismas, la ruta
de administracién, la ruta de administracién, la tasa de excrecién del compuesto particular que se estd empleando, la
duracién del tratamiento, otros firmacos, compuestos y/o materiales empleados en combinacién con las composiciones
particulares empleadas, la edad, sexo, peso, condicidn, estado de salud general y el historial médico previo del paciente
que estd siendo tratado, y factores similares bien conocidos en el campo médico.

Un médico o veterinario que tenga una habilidad ordinaria en la técnica puede facilmente determinar y prescribir
la cantidad efectiva de la composicién farmacéutica necesaria. Por ejemplo, el médico o veterinario podria comenzar
con dosis de los compuestos de la invencién empleados en la composicién farmacéutica en niveles inferiores a los
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necesarios con el fin de conseguir el efecto terapéutico deseado y gradualmente aumentar la dosis hasta que se lo-
gra el efecto deseado. En general, una dosis adecuada diaria de la composicion de la invencion tendrd la cantidad de
compuesto que es la dosis efectiva mds baja para producir un efecto terapéutico. Tal dosis efectiva dependerd gene-
ralmente de los factores anteriormente descritos. Es preferible que la administracion sea intravenosa, intramuscular,
intraperitoneal, o subcutdnea, preferentemente que se administre en un punto préximo al punto objetivo. Si se desea,
la dosis efectiva diaria de una composicidn terapéutica puede administrarse como dos, tres, cuatro, cinco, seis 0 mas
subdosis administradas de modo separado en intervalos apropiados a lo largo del dia, opcionalmente, en formas de
dosis de unidad. Mientras que es posible que un compuesto de la presente invencidn se administre solo, es preferible
administrar el compuesto como una formulacién farmacéutica (composicion).

Las composiciones terapéuticas pueden administrarse con dispositivos médicos conocidos en la técnica. Por ejem-
plo, en una realizacién preferente, una composicion terapéutica de la invencion puede administrarse con un dispositivo
de inyeccién hipodérmico sin aguja, como los dispositivos descritos en Numeros de Patente U.S: 5,399,163; 5,383,851;
5,312,335; 5,064,413; 4,941,880; 4,790,824; 0 4,596,556. Ejemplos de implantes bien conocidos y médulos ttiles en
la presente invencién incluyen: Patente U.S N° 4,487,603, que describe una bomba de microinfusién implantable para
dispensar medicacién a un ritmo controlado; Patente U.S N° 4,486,194, que describe un dispositivo terapéutico para
administrar medicamentos a través de la piel; Patente U.S N° 4,447,233, que describe una bomba de infusién de me-
dicacion para enviar la medicacion a un ritmo de infusién precisa; Patente U.S N° 4,447,224, que describe un aparato
de infusién implantable de flujo variable para el continuo envio de firmaco; Patente U.S N° 4,439,196, que describe
una sistema de envio de firmaco osmético que tiene compartimentos multi-cimara; y Patente U.S N° 4,475,196, que
describe un sistema de envio de farmaco osmético.

Muchos otros implantes, sistemas de envio y médulos son conocidos por aquellos expertos en la técnica.

En ciertas realizaciones, los anticuerpos monoclonales humanos de la invencién pueden formularse para asegurar
la distribucion apropiada in vivo. Por ejemplo, la barrera sangre-cerebro excluye muchos compuestos altamente hidro-
filicos. Para asegurar que los compuestos de la invencion crucen la barrera sangre-cerebro, pueden formularse, si se
desea, en liposomas. Para métodos de produccidn de liposomas, ver, por ejemplo, Patentes U.S 4,522.811; 5,374,548;
y 5,399,331. Los liposomas pueden constar de una o mas moléculas que se transportan de manera selectiva a células
u 6rganos especificos, aumentando de este modo el envio de fairmaco objetivo (ver, por ejemplo, V. V. Ranade (1989)
J. Clin. Pharmacol. 29:685). Moléculas objetivo ejemplares incluyen folato y biotina (ver, por ejemplo, Patente U.S
5,416,016 a Low et al.), manosidas (Umezawa et al., (1988) Biochem. Biophys. Res. Commun. 153:1038); anticuerpos
(P.G. Bloeman et al. (1995) FEBS Lett. 357:140; M. Owais et al. (1995) Antimicrob. Agents Chemother. 39:180);
receptor A proteina surfactante (Briscoe et al. (1995) Am. J. Physiol. 1233:134), una especie diferente que puede
comprender las formulaciones de la invencién asi como componentes de las moléculas inventadas; p 120 (Schreier
et al. (1994) J. Biol. Chem. 269:9090); ver también K. Keinanen; M. L. Laukkanen (1994) FEBS Lett. 346:1233; J.
J. Killion; L. J. Fidler (1994) Immunomethods 4:243. En una realizacién de la invencién, los compuestos terapéuti-
cos de la invencién se formulan en liposomas; en otra realizacién preferentes, los liposomas incluyen una molécula
de seleccién de objetivo. En otra realizacién atn més preferente, los compuestos terapéuticos en los liposomas se
envian por inyeccién de bolo alimenticio a un punto préximo al turno o infeccién. La composicién deber ser fluida
con el fin de que se pueda emplear con una jeringuilla con facilidad. Debe ser estable bajo las condiciones de fabri-
cacién y almacenaje y debe preservarse contra la accién contaminante de microorganismos tales como bacterias y
hongos.

Una “dosis terapéuticamente efectiva” preferentemente inhibe el crecimiento del tumor al menos alrededor del
20%, mas preferentemente alrededor del 40%, incluso mds preferentemente al menos alrededor del 60%, y atin mas
preferentemente alrededor del 80% relativo a los sujetos no tratados. La habilidad de un compuesto para inhibir
céncer puede evaluarse en un sistema predictivo de modelo de animales de eficacia en tumores humanos. De manera
alternativa, esta propiedad de una composicion puede evaluarse examinando la habilidad del compuesto para inhibir,
tal inhibicién in vitro mediante ensayos conocidos por aquellos expertos en la técnica. Una cantidad terapéuticamente
efectiva de un compuesto terapéutico puede disminuir el tamafio del tumor, o sino aminorar los sintomas en un sujeto.
Un profesional de la técnica podria determinar tales cantidades en base a factores tales como tamafio del sujeto, la
severidad de los sintomas del sujeto, y la composicidn particular o ruta de administracién seleccionada.

La composicién puede ser estéril y fluida hasta tal punto que la composicién pueda transmitirse por jeringuilla.
Ademis de agua, el portador puede ser una solucién salina de biifer isotdnica, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol,
glicol propileno, y glicol polietileno liquido, y similares) y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez adecuada se
puede mantener, por ejemplo, por el uso de una capa o bafio, como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de
particula requerida en el caso de dispersién y por el uso de surfactantes. En muchos casos, resulta preferible incluir
agentes isotonicos, por ejemplo, aziicares, polialcoholes como manitol, sorbitol y cloruro de sodio en la composicion.
La absorcién prolongada de las composiciones inyectables puede llevarse a cabo incluyendo en la composicién un
agente que retrase la absorcidn, por ejemplo, monoestarato de aluminio o gelatina.

Cuando el compuesto activo se encuentra adecuadamente protegido, como se ha descrito previamente, el compues-
to puede administrarse oralmente, por ejemplo, con un diluyente inerte o un portador comestible asimilable.
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VLI. Usos y Métodos de la Invencion

Las composiciones (p. €j. anticuerpos monoclonales humanos para PSMA y derivados/conjugados de los mismos)
de la presente invencidn tienen utilidades terapéuticas y diagndsticas in vitro e in vivo. Por ejemplo, estas moléculas
pueden administrarse en células en cultivo, por ejemplo, in vitro o ex vivo, o en un sujeto, por ejemplo, in vivo, para
tratar, prevenir o diagnosticas una serie de desérdenes. Como aqui se emplea, el término “sujeto” pretende incluir
animales humanos y no humanos. Los animales humanos preferentes incluyen un paciente humano que tenga un
desorden caracterizado por la expresion, normalmente expresion aberrante (por ejemplo, sobreexpresion) de PSMA.
Por ejemplo, los métodos y composiciones de la presente invencidon pueden usarse para tratar a un sujeto con un
desorden tumorigénico, por ejemplo, un desorden caracterizado por la presencia de células tumorales que expresan
PSMA incluyendo, por ejemplo, células de tumor de préstata, colon, renal (riiidn). El término “animales no humanos”
de la invencién incluye todos los vertebrados, mamiferos y no mamiferos, como primates no humanos, ovejas, perros,
vacas, pollos, anfibios, reptiles, etc.

Las composiciones (por ejemplo, anticuerpos humanos, moléculas multiespecificas y biespecificas) de la invencién
pueden testarse inicialmente para actividad de enlace asociada con uso terapéutico y diagnéstico in vitro. Por ejemplo,
las composiciones de la invencién pueden testarse empleando ELISA y los ensayos citométricos de flujo descritos en
los Ejemplos previos. Ademads, se puede probar la actividad de estas moléculas al provocar al menos una actividad
celular efectora mediada por una efectora, incluyendo histolisis de células que expresan PSMA. Los protocolos para
probar fagocitosis mediada por célula efectora se describen en los Ejemplos a continuacién.

Las composiciones (por ejemplo, anticuerpos humanos, moléculas multiespecificas y biespecificas) de la invencion
tienen una utilidad adicional en terapia y diagndstico de enfermedades relacionadas con PSMA. Por ejemplo, los
anticuerpos monoclonales humanos, las moléculas multiespecificas y biespecificas pueden usarse por ejemplo, para
obtener in vivo o in vitro una o mas de las siguientes actividades bioldgicas: opsonizar una célula que expresa PSMA;
lograr fagocitosis o histolisis de una célula que expresa PSMA en la presencia de células efectoras humanas; o inhibir
el crecimiento de una célula que expresa PSMA.

En una realizacién particular, los anticuerpos humanos y derivados de los mismos se usan in vivo para tratar,
prevenir o diagnosticar una serie de enfermedades relacionadas con PSMA.

Ejemplos de enfermedades relacionadas con PSMA incluyen una variedad de cénceres, como cdncer de prostata,
rifién y colon.

Métodos de administracion de las composiciones (por ejemplo, anticuerpos humanos, moléculas multiespecificas
y biespecificas) de la invencién son conocidos en la técnica. Dosis adecuadas de las moléculas empleadas dependeran
de la edad y peso del sujeto y del farmaco particular empleado. Las moléculas pueden estar unidas a radionuclides
como 131L, 90Y, 105Rh, etc., tal y como se describié en Goldenberg, D.M et al. (1981) Cancer Res. 41: 4354-4360,
y en EP 0635 99. Las composiciones (por ejemplo, anticuerpos humanos, moléculas multiespecificas y biespecificas)
de la invencién también pueden estar unidos con agentes anti-infecciosos.

Las células efectoras especificas de objetivo, por ejemplo, células efectoras enlazadas a composiciones (por ejem-
plo, anticuerpos humanos, moléculas multiespecificas y biespecificas) de la invencién puede también emplearse como
agentes terapéuticos. Células efectoras para la direccién pueden ser leucocitos humanos como macréfagos, neutréfilos
y monocitos. Otras células incluyen eosinéfilos, células eliminadoras naturales y otras células que soportan receptor
IgG o IgA. Si se desea, las células efectoras pueden obtenerse del sujeto a ser tratado. Las células efectoras especifi-
cas de objetivo pueden administrarse como una suspension de células en una solucién fisioldgicamente aceptable. El
nimero de células administradas puede estar en €l orden de 108-10° pero variard en funcién del propésito terapéutico.
En general, la cantidad serd suficientes para obtener la localizacién en la célula objetivo, por ejemplo, una célula que
expresa PSMA, y para efectuar la eliminacion celular, por ejemplo, fagocitosis. Las rutas de administracién también
pueden variar.

La terapia con células efectoras especificas de objetivo pueden llevarse a cabo junto con otras técnicas de retirada de
células objetivo. Por ejemplo, la terapia anti-tumor que emplea esta composiciones (por ejemplo, anticuerpos humanos,
moléculas multiespecificas y biespecificas) de la invencién y/o células efectoras armadas con estas composiciones
pueden emplearse junto con la quimioterapia. De manera adicional, la inmunoterapia de combinacién puede emplearse
para dirigir dos poblaciones efectoras citotdxicas distintas hacia el rechazo de célula tumoral. Por ejemplo, anticuerpos
anti-PSMA enlazado con anti-Fc-gammaRI o anti-CD3 pueden emplearse junto con agentes de enlace especificos de
receptor IgG o IgA. Moléculas multiespecificas y biespecifica de la invencién también pueden emplearse para modular
niveles FcyR o FcaR en células efectoras, tapando y eliminando los receptores en la superficie celular. Las mezclas
de receptores anti-Fc también pueden usarse con este propoésito.

Las composiciones (por ejemplo, anticuerpos humanos, moléculas multiespecificas y biespecificas) de la invencion
que tienen puntos de enlace complementarios, como porciones de IgG1, -2, 0 -3 o IgM que se enlazan de manera com-
plementaria, también pueden usarse en la presencia de complementos. En una realizacion, el tratamiento ex vivo de
una poblacién de células que comprende células objetivo con un agente de enlace de la invencion y células efectoras
apropiadas pueden complementarse por la adicién de complemento o suero que contenga complemento. La fagoci-
tosis de células objetivo cubiertas por agente de enlace de la invencién puede mejorarse por el enlace de proteinas
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complementarias. En otra realizacién las células objetivo cubiertas con las composiciones (por ejemplo, anticuerpos
humanos, moléculas multiespecificas y biespecificas) de la invencién pueden también desintegrarse por complemento.

Las composiciones (por ejemplo, anticuerpos humanos, moléculas multiespecificas y biespecificas) de la invencién
también pueden administrarse junto con un complemento. Por consiguiente, dentro del 4mbito o alcance de la inven-
cion se encuentran composiciones que comprenden anticuerpos humanos, moléculas multiespecificas y biespecificas
y suero o complemento. Estas composiciones son ventajosas en el sentido en el que el complemento estd localizado
en cercana proximidad con los anticuerpos humanos, moléculas multiespecificas y biespecificas de la invencion y el
complemento o suero puede administrarse por separado.

También se encuentran dentro del &mbito de la invencion los kits que comprenden las composiciones (por ejemplo,
anticuerpos humanos, moléculas multiespecificas y biespecificas) de la invencidén e instrucciones para su uso. El kit
puede ademds contener al menos un reagente adicional, como un complemento, 0 uno o mds anticuerpos humanos
adicionales de la invencién (por ejemplo, un anticuerpo humanos que tenga una actividad complementaria que se
enlace con un epitope en antigeno PSMA distingo al del primer anticuerpo humano).

En otras realizaciones, el sujeto puede ser adicionalmente tratado con un agente que modula, por ejemplo que
aumenta o inhibe, la expresion de actividad de receptores FcyR o FcaR, por ejemplo, tratando al sujeto con citoquina.
Citoquinas preferentes para la administracién durante el tratamiento con moléculas multiespecificas incluyen factor
de estimulacidon de colonia de granulocito (G-CSF), factor de estimulacién de colonia de granulocito-macréfago (GM-
CSF), interferén-y (IFN-y), y factor de necrosis tumoral (TNF).

Las composiciones (por ejemplo, anticuerpos humanos, moléculas multiespecificas y biespecificas) de la invencién
también se pueden emplear para células objetivos que expresan FcyR o PSMA, por ejemplo para etiquetar tales
células. Para tal uso, el agente de enlace puede unirse a una molécula que puede detectarse. Por lo tanto, la invencién
proporciona métodos para localizar ex vivo o in vitro célula que expresan receptores Fc, tales como FcyR o PSMA. La
etiqueta detectable puede ser, por ejemplo, un radioisotopo, un compuesto fluorescente, una enzima, o un cofactor de
enzima.

En una realizacion, la invencién proporciona métodos para detectar la presencia de antigeno PSMA en una muestra,
o para medir la cantidad de antigeno PSMA, que comprende contactar la muestra, y una muestra de control, con un
anticuerpo monoclonal humanos, o una porcién de enlace de antigeno del mismo, que especificamente se enlaza con
PSMA, bajo condiciones que permiten la formacién de un complejo entre el anticuerpo o porcién del mismo y PSMA.
La formacién de un complejo se detecta posteriormente, donde una formacién de complejo de diferencia entre la
muestra comparada con la muestra control indica la presencia de antigeno PSMA en la muestra.

También en otra realizacion, la invencién proporciona un método para detectar la presencia o cuantificar la canti-
dad de células que expresan Fc in vivo o in vitro. E1 método comprende (i) administrar al sujeto una composicioén (por
ejemplo,una molécula multi- o biespecifica) de la invencién o un fragmento del mismo, junto con un marcador detecta-
ble; (ii) exponer el sujeto a medios para detectar dicho marcador detectable para identificar dreas que contienen células
que expresan Fc. La presente invencion se ilustra ademds por los siguientes ejemplos que no deben considerarse como
limitativos.

Ejemplos

Ejemplo 1

Generacion de ratones objetivo Cmu para la produccion de anticuerpos humanos anti-PSMA
Construccion de un vector objetivo CMD

El pldsmido pICEmu contiene un fragmento EcoRI/Xhol del punto de cadena pesada Ig de murina, abarcando el
gen mu, que se obtuvo a partir de una biblioteca bacteriéfaga lambda (Marcu et al. Cell 22: 187, 1980). Este fragmento
genémico fue subclonado en los puntos Xhol/EcoRI del pldsmido pICEMI9H (Marsh et al; Gene 32, 481-485, 1984).
Las secuencias de cadena pesada incluidas en pICEmu se extienden hacia abajo del punto EcoRI situado justo a 3’ del
aumentador intrénico mu, con el punto Xhol situado aproximadamente 1 kb en direccién inferior del dltimo ex6n de
transmembrana del gen mu; sin embargo, una gran parte de la region de repeticion de intercambio se ha borrado por
el paso en E. Coli.

El vector objetivo se construyé del siguiente modo (ver Figura 1). Un fragmento de 1.3 kb HindIIl/Smal se corté
de pICEmu y se subcloné en HindIIl/Smal pBluescript digerido (Stratagene, La Jolla, CA). Este fragmento pICEmu se
extiende del punto HindIII situado aproximadamente a 1 kb 5’ de Cmul al punto Smal localizado en Cmul. El pldsmido
resultante se digirié con Smal/Spel y se insert6 el fragmento aproximadamente de 4 kb Smal/Xbal de piCEmu, que
se extiende del punto Smal en Cmul 3’ al punto Xbal localizado justo debajo del dltimo exén Cmu. El pldsmido
resultante, pTARI, se aline6 en el punto Smal, y se insertd una nuevo cassette de expresion. Este cassette consiste
en el nuevo gen bajo control tarnscripcional del promotor de la quinasa fosfoglicerata del ratén (pgk) (fragmento
Xbal/Tagl; Boer et al. (1990) Biochemical Genetics 28: 299-308). Este cassette se obtuvo del plasmido pKJ1 (descrito
por Tybulewicz et al. (1991) Cell 65:1153-1163) del cual se cort6 el nuevo cassette como un fragmento EcoRI/HindIII
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y se subcléno en EcoRI/HindIIl pGEM-7Zf (+) para generar pPGEM-7(KJ1). El nuevo cassette se corté de pGEM-7
(KJ1) por digestiéon EcoRI/Sall, en la orientacién opuesta de la secuencia genémica Cmu. El pldsmido resultante, se
aline6 con Not 1, y un cassette de quinasa timidina de virus de herpes (tk) se insert6 para permitir el enriquecimiento
de clones ES que permiten recombinantes homdlogos, como lo describié Mansour et al., (1988) Nature 336: 348-352.
Este cassette consiste en las secuencias de codificacion del gen tk catalogado por el promotor pgk del ratén y punto de
poliadenilacién, como lo describié Tybulewicz et al. (1991) Cell 65:1153-1163. El vector resultante de objetivo CMD
contiene un total de aproximadamente 5.3 kb de homologia con el punto de cadena pesada y se designa para generar
un gen mu mutante que se ha insertado en un nuevo cassette de expresion en el tinico punto Smal del primer exén
Cmu. El vector objetivo se alineé con Pvul, que corta en las secuencias de plasmido, antes de la electroporacién en
células ES.

Generacion y Andlisis de células ES objetivo

Células AB-1 (McMahon. A. P. y Bradley, A., (1990) Cell 62: 1073-1085) crecieron en capas alimentadoras de
células SNL76/7 mitéticamente inactivas (ibid.) esencialmente como se describen (Robertson, E. J. (1987) en Terato-
carcinomas and Embryonic Stem Cells: a Practical Approach (E. J. Robertson, ed) Oxford: IRL Press, p. 71-112). El
vector de objetivo CMD alineado se electroporé en células AB-1 mediante métodos descritos por Hasty et al. (Hasty,
P. R. et al. (1991) Nature 350:243-246). Las células electroporadasse colocaron platos de 100 mm en una densidad de
1-2 x 106 células/plato. Después de 24 horas, se afadieron G418 (200 microgramos/ml de componente activo) y FIAU
(5 x 10-7M) al medio, y se permitieron que los clones resistentes al firmaco se desarrollaran durante 8-9 dias. Los
clones se recogieron, tripsinizaron, dividieron en dos porciones y se expandieron. La mitad de las células derivadas de
cada clon se congelaron y la otra mitad se analizé para recombinacion homologa entre las secuencias del vector y el
objetivo.

El andlisis de ADN se llevé a cabo mediante la hibridizacién Southern blot. E1 ADN se aisl6 de los clones como se
describid en Laird et al. (Laird, P. W. et al., (1991) Nucleic Acids Res. 19:4293). E1 AND gendmico aislado se digirié
con Spel y se investigd con un fragmento 915 bp Sacl, sonda A (ver Figura 1) que hibridiza con una secuencia entre el
mejorador intrénico mu y la regién de intercambio mu. La sonda A detecta un fragmento de 9.9 kb del punto de tipo
salvaje, y una banda de diagnéstico de 7.6 kb de un lugar mu que se ha recombinado homélogamente con el vector
objetivo CMD (el nuevo cassette de expresion contiene un punto Spel). De los clones resistentes 1132 G418 y FIAU
analizados por el andlisis Southern Blot, 3 mostraron la banda Spel de 7.6 kb indicativa de recombinacién homdloga
en el lugar mu. Estos 3 clones se digirieron ademas con las enzimas Bgll, BstXI, y EcoRI para verificar que el vector
se integré homoélogamente con el gen mu. Cuando se hibridiz6 con sonda A, las pruebas de Southern blot de ADN
de tipo salvaje digeridas con Bgll, BstXI, y EcoRI, producen fragmentos de 15.7,7.3, y 12.5 kb, respectivamente,
mientras la presencia de un alelo de mu objetivo indicado por fragmentos de 7.7, 6.6, y 14.3, respectivamente. Los
3 clones positivos detectados por la asimilacién Spel mostré el esperado diagndstico de fragmentos de restriccion de
Bgll, BstXI, y EcoRI de insercién del nuevo cassette en el exén Cmul.

Generacion de ratones que soportan el gen mutado mu

Los tres clones objetivo ES, designados con los nimeros 264,272, y 408, se fundieron e inyectaron en blastocitos
C57BL/6J como se describe en Bradley (Bradley, A. (1987) en Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: a Practi-
cal Approach. (E.J. Robertson, ed.) Oxford: IRL Press, p. 113-151). Blastocitos inyectados se transfirieron a los tteros
de hembras pseudoembarazadas para generar ratones quiméricos que representan una mezcla de células derivadas de
las células ES de entrada y blastocitos huéspedes. El alcance de la contribucion de células ES a la quimera puede
calcularse visualmente por la cantidad de coloracién de capa de aguti, derivada de la linea celular ES, en el fondo
negro C57BL/6J. Los clones 272 y 408 s6lo produjeron un bajo porcentaje de quimeras (es decir, bajo porcentaje de
pigmentacién aguti) pero el clon 264 produjo un alto porcentaje de quimeras macho. Estas quimeras se reprodujeron
con hembras C57BL/6J y se generaron crias aguti, indicativo de la transmisién de linea germinal del genoma celular
ES. El andlisis para el gen objetivo mu se llevd a cabo mediante andlisis de Southern Blot de ADN asimilado de Bgll
de biopsias de la cola (como se ha descrito anteriormente para andlisis de ADN de células ES). Aproximadamente el
50% de las crias de aguti mostraron una banda BglI de hibridizacién de 7.7 kb ademds de la banda de tipo salvaje de
15.7, demostrando transmisién de linea germinal del gen objetivo mu.

Andlisis de ratones transgénicos para inactivacion funcional del gen mu

Para determinar si la insercion del nuevo cassette en Cmul ha inactivado el gen de cadena pesada Ig, una quimera
de clon 264 se reprodujo con un homocigoto de ratén para la mutacién JHD, que inactiva la expresion de cadena pesada
como resultado de la eliminacién de segmentos de gen JH (Chen et al., (1993) Immunol. 5: 647-656). Se generaron
cuatro crias de aguti. Se obtuvo suero de estos animales a la edad de 1 mes y se llevé a cabo el ensayo ELISA para
comprobar la presencia de murina IgM. Dos de las cuatro crias carecian completamente de IgM (ver Tabla 1). El
genotipo de los cuatro animales por andlisis de Southern blot de ADN de biopsias de cola por asimilacién Bgll e
hibridizacién con sonda A (ver Figura 1), y por asimilacién Stul e hibridizacién con un fragmento 475 bp EcoRI/Stul
(ibid) demostraron que los animales que no expresan suero IgM son aquellos en los cuales un alelo de la posicion de
cadena pesada lleva la mutacién JHD, el otro alelo la mutacién Cmul. Los heterocigotos de ratén para la mutacién
JHD muestran niveles de tipo salvaje de suero Ig. Estos datos demuestran que la mutacién Cmul inactiva la expresién
del gen mu.
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TABLA 1

Raton

Suero IgM
(microgramos/ml)

Genotipo cadena IgH

42

< 0.002

CMD/JHD

43

196

+/JHD

44

<0.002

CMD/JHD

45

174

+/JHD

129 x BL6 F1

153

+/+

JHD

<0.002

JHD/JHD

La Tabla 1 muestra los niveles de suero IgM, detectados por ELISA, para ratones que transportan las mutaciones
CMD y JHD (CMD/JHD), para ratones heterocigotos para mutacién JHD (+/JHD), para ratones de tipo salvaje (129Sv
x C5S7TBL/6J)F1 (+/+), para ratones deficientes de células B homocigotos para la mutacién JHD (JHD/JHD).

Ejemplo 2
Generacion de ratones transgénicos HCO12 para la produccion de anticuerpos humanos anti-PSMA
El transgen de cadena pesada humana HCO12

El transgen HCO12 se gener6 por coinyeccion del afiadido de 80 kb de pHC2 (Taylor et al., 1994, Int. Immunol.,
6: 579-591) y el afiadido de 25 kb de pVx6. El pldsmido pVx6 se construyé como se describe a continuacion.

Un fragmento de ADN HindIII/Sall de 8.5 k, que consta de gen (DP-14) de linea germinal humana VHI1-18 junto
con aproximadamente 2.5 kb de 5°, y 5 kb de 3’ secuencia gendmica flanqueante se subcloné en vector de pldsmido
pSP72 (Promega, Madison, WI) para generar el plasmido p343.7.16. Un fragmento de 7 kb de BamHI/HindIII ADN,
que comprende el gen (DP-73) de linea germinal humana VH5-51 junto con aproximadamente 5 kbde 5°,y 1 kb de 3’
secuencia genémica flanqueante se subcloné en vector de clonacién de pldsmido pGP1f basado en pSP72 (Taylor et al.
1992, Nucleic Acids Res. 20:6287-6295), para generar el plasmido p251f. Un nuevo vector de clonacién derivado de
pGP1f, pGP1 k se asimilé con EcoRV/BamHI, y se ligd con fragmento de 10 kb EcoRV/BamHI ADN, que comprende
el gen (DP47) de linea germinal humana VH3-23 junto con aproximadamente 4 kb de 5°, y 5 kb de 3’ secuencia
genémica flanqueante. El plasmido resultante, p112.2RR.7, se asimilé con BamHI/Sall y se ligd con 7kb de afiadido
purificado BamHI/Sall de p251f. El plasmido resultante, pVx4, se asimil6é con Xhol y se ligé con 8.5 kb de anadido
purificado Xhol/Sall de p343.7.16.

Se obtuvo un clon con el gen VH 1-18 en la misma orientacién que los otros dos genes V. Este clon, designado
pVx6, fue posteriormente asimilado con Norl y se coinyect6 el afiadido de 26 kb purificado- junto con el afiadido
purificado de 80 kb NotI de pHC2 en un radio molar de 1:1-en el pronticleo de embriones de un dia y medio (C57BL/6J
x DBA/2J)F2 como lo describié Hogan et al. Manipulating the Mous Embryo, A Laboratory Manual, 2™ edition,
1994, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Painview, NY). Se establecieron tres lineas independientes de ratones
transgénicos que comprenden secuencias de Vx6 y HC2 que se desarrollaron de los embriones inyectados. Estas
lineas se designaron (HCO12)14881, (HCO12)15083, y (HCO12)15087. Cada una de estas tres lineas se reprodujeron
posteriormente con ratones que comprenden la mutacién CMD descrita en el Ejemplo 1, la mutacién JKD (Chen et
al. 1993, EMBO 1J. 12:811-820), y el transgen (KC05)9272 (Fishwild et al. 1996, Nature Biotechnology 14: 845-
851). Los ratones resultantes expresan transgenes de cadena ligera kappa y pesada de inmunoglobulina humana en un
homocigoto de contexto para disrupcion de las posiciones de cadena ligera kappa y pesada de raton endégeno.

Ejemplo 3
Produccion de Anticuerpos Monoclonales Humanos y Biespecificos contra PSMA

Anticuerpos Monoclonales Humanos anti-PSMA se generaron inmunizando variedades HCO7 Y HCO12 de rato-
nes HuMADb con antigeno PSMA purificado de células LNCaP que expresan PSMA y/o preparaciones de membrana
cruda de células LNCaP.

Los ratones HUMAb HCO7 se generaron inicialmente inmunizados con antigenos emulsionados en Adyuvante de
Freund Completo. En inmunizaciones posteriores, los antigenos se mezclaron con de Freund Incompleto. Finalmente,
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se llev6 a cabo la administracion intravenosa del antigeno previa a la espenoctomia con antigeno purificado y no
adyuvante. Los ratones se inmunizaron cada 2-3 semanas. Después de la tercera y posteriores inmunizaciones, se
determino el titulo anti-PSMA humano IgG mediante ELISA (como se ha descrito anteriormente). A los ratones que
desarrollaron una respuesta IgG anti-PSMA se les administré antigeno purificado durante tres o cuatro dias antes de
la esplenectomia. Los bazos de los ratones que respondieron se cultivaron y dispersaron en células sencillas.

Para producir hibridomas que producen anticuerpos anti-PSMA, esplenocitos de plasma que contiene anticuerpos
anti-PSMA, se fusionaron con células P3X63-Ag8.653 (depositadas con el ATCC bajo la denominacién ATCC CRL
1580 células de mieloma de ratén no segregadoras) y PEG. Después de que los hibridomas crecieran (tras aproxi-
madamente 10-14 dias) cada pozo que contenia hibridomas se analizé para la produccién de IgG humano usando un
ELISA IgG anti-humano.

Los hibridomas positivos se analizaron y seleccionaron en base a las siguientes propiedades:

(1) produccién de anticuerpos humanos IgGlk, (2) enlace con PSMA purificado, y (3) enlace con PSMA que
expresa células tumorales. El andlisis de secuencia de ADN confirmé que los anticuerpos anti-PSMA se codificaron
mediante recolocaciones V(D)J de los transgenes de inmunoglobulina humanos.

En resumen se empled un ensayo basado en ELISA de fase sélida para el andlisis de anticuerpos humanos anti-PS-
MA. PSMA purificado de inmunoafinidad de células LNCaP se cubri6 en placas de microtitulo de 96 pozos Maxi-Sorp
(Nunc, Rochester, NY) y se incubé durante la noche a 4°C. Las placas se lavaron posteriormente con PBS-0.2%Tween-
20y se bloque6 con albiimina de suero bovino en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Los sobrenadantes del
anti-PSMA que producian hibridomas (50 ul) o anticuerpo purificado (1-5 ug/ml en PBS) se afiadieron a los pozos
y se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente. Las placas se lavaron posteriormente con PBS/Tween como
se ha indicado previamente y se incubaron con 50 ul de IgG de conejo anti-humano conjugado con HRP (1:5000;
Jackson Immunoresearch, West Grove, PA) durante una hora a temperatura ambiente. Después del lavado, 100 ul de
ABTS (150 mg 2,2’azino-bis (3-etilbenztiazolina-6-acido sulfénico en 500 ml de 0.1 M 4cido citrico, pH 4.35)/H,0,
(10 g1 30% H,O, por 10 ml de solucién ABTS) cromédgeno/solucién de sustrato se afiadié a cada pozo y las muestras
se leyeron con un lector microplaca en una longitud de onda de 405 nm.

Los hibridomas que produjeron IgG humano que se enlazaron con PSMA mediante ELISA se caracterizaron
ademds por ELISA y citometria de flujo para isotipo, enlazdndose con células tumorales que expresaban PSMA,
y que carecian de enlace con células negativas de PSMA, como se ha descrito anteriormente. Los hibridomas con
sobrenadantes que mostraban estas propiedades se subclonaron, y sus anticuerpos ademds se caracterizaron tras la
purificacion.

Los anticuerpos monoclonales se aislaron de un bioreactor Cellmax (Cellco, Laguna Hills, CA) usando un medio
HyQ-CCM1 que contenian 1 a 5% de Fetalcolone (Hyclone, Logan UT) y se purific6 por cromatografia en una
columna de Proteina G-agarosa segun las explicaciones del fabricante (KPL, Gaithersburg, MD).

Los anticuerpos monoclonales purificados se dializaron exhaustivamente contra 0.3 M biifer carbonato de sodio,
pH 9.5, para etiquetar con isotiocianato de fluorescencia (FITC). Se prepar6 una solucién FITC de reserva para disolver
1 mg de FITC sélido en 1 ml de DMSO. El FITC de reserva se afiadi6é en forma de gotas con mezcla constante en una
cantidad para proporcionar 50 ug de FITC por mg de proteina de anticuerpo. Tras la adicién de FITC, la solucién se
incubé en la oscuridad durante 1-3 horas a temperatura ambiente. Los anticuerpos etiquetados con FITC se aislaron
por filtracién de gel en una columna Sephadex G-10 equilibrada en PBS.

Varios hibridomas que se analizaron produjeron anticuerpos humanos IgGk que especificamente se enlazaron con
PSMA como se comprob6 por ELISA y citometria de flujo (p. ej, 4A3, 7F12, 8A11, 8C12 y 16F9). Los anticuerpos
monoclonales purificados del sobrenadante 8C12 de hibridoma que mostraron enlace significativo con PSMA como
el detectado por ELISA se caracterizaron por tener una afinidad de enlace especifica de > 10-9.

Las moléculas biespecificas designadas 14.1 x 8C12 (mostradas en la Figura 3) y 14A8 x 8C12 se formularon
por conjugacién quimica de los fragmentos Fab’2 del anticuerpo anti-humano CD89 14.1 o un subclon del anticuerpo
14.1, designado 14A8, respectivamente, y el anticuerpos anti-PSMA, 8C12, a través de enlace de disulfuro empleando
procedimientos estdndar de enlace cruzado.

Ejemplo 4
Caracterizacion de Anticuerpos Monoclonales Humanos Contra PSMA
1. Enlace de anticuerpos humanos anti-PSMA de células tumorales
Los anticuerpos monoclonales purificado de sobrenadantes de hibridoma que mostraron enlace significativo con

PSMA como el detectado por ELISA (por ejemplo, 4A3, 7F12, 8A11, 8C12 y 16F9) fueron ademas examinados para
comprobar la habilidad de enlace con células tumorales que expresan altos niveles de PSMA.
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Las caracteristicas de enlace de anticuerpos especificos humanos anti-PSMA se estudiaron por fase sélido ELISA
usando fraccione de membrana de plasma derivada de células LNCaP y PC3. Para preparar fracciones de membrana
celular de células LNCaP y PC3, las células se desecharon de los platos de plastico, se lavaron cuidadosamente en PBS,
se resuspendieron en 10 volimenes de agua deionizada, y se homogenizaron por tres golpes con un homogenizador
Dounce. La fraccién de membrana se aislé por centrifugacién a 15,000 x g durante 45 minutos y la bola se resuspendid
en PBS. La concentracion de proteina de la bola de membrana se determiné empleando el kit Pierce (Rockford, IL)
BSA.

Las fracciones de membrana LNCaP y PC3 se diluyeron en serie en placas de 96 pozos y se secaron al aire. Las
placas se bloquearon con 5% BSA, y se trataron con 5 ug/ml anticuerpo humano anti-PSMA en PBS durante 1 hora,
antes de la deteccion usando procedimientos estdndar de ELISA como se ha descrito anteriormente. Los resultados
presentados en la Figura 4 muestran resultados para los anticuerpos monoclonales humanos independientes. Estos
anticuerpos demuestran elevada especificidad para membranas celulares LNCaP en una variedad de concentraciones
de antigeno, mientras existen pocos o ningin anticuerpos que se enlace mds alld de las membranas celulares PC3.

Ademds, el anticuerpo humano anti-PSMA que se enlaza con células tumorales vivas LNCaP y PC3 se estudiaron
por citometria de flujo. En resumen, las células tumorales se cultivaron de manera fresca del cultivo de tejido y se
preparé una suspension de célula sencilla. Aproximadamente se suspendieron 1 millén de células en PBS que contenia
0.5% BSA y se incub6 con 50-200 ug/ml de anticuerpo humano anti-PSMA etiquetado FITC durante 30 minutos en
hielo. Las células se lavaron dos veces con PBS que contenia 0.1% PBSA, 0.01% NaNj, y se analiz6 para tinte
fluorescente en un citémetro FACSCalibur (Becton-Dickinson, San Jose, CA) con software de adquisicién CellQuest.
Como se muestra en al Figura 5, los anticuerpos humanos anti-PSMA 4A3, 7F12, 8A11, 8C12 y 16F9 demostraron
fuerte enlace especifico con células vivas LNCaP que expresan PSMA. Sin embargo, se observé un tinte negativo con
células PC3, o cuando un isotipo coincidi6 se us6 un anticuerpo humano irrelevante con LNCaP.

Molécula biespecifica 14.1 x 8C12 también fue examinada para comprobar la habilidad para enlazarse con células
LNCaP que expresan PSMA (Figura 6) y células U937 que expresan CD89 (Figura 7) empleando ensayos similares.
Como se muestra en la Figura 6 y 7, las molécula biespecifica se enlaza tanto con células LNCaP como con células
U937 en un modo dependiente de la dosis.

II. Especificidad de enlace de anticuerpos humanos anti-PSMA

La especificidad de enlace de anticuerpos humanos anti-PSMA 4A3, 7F12, 8A11, 8C12 y 16F9 también se estudi6
por inmunoprecipitacién de lisados de proteina de células LNCaP. En resumen, se prepard un lisado de detergente
de células LNCaP afiadiendo PBS que contenia 1% NP-40 a células LNCaP, incubando durante 1 hora, seguido de
centrifugacién para retirar el material particulado. El lisado se preaclaré afiadiendo 150 ug de [gG1 humano irrelevante
por mililitro de lisado, incubando durante 1 hora a temperatura ambiente, seguido de la adicién de 150 ul de bolas de
Proteina G-Sefarosa empaquetada por mililitro de lisado. Las fraccién sobrenadante fue utilizada tras la centrifugacién
para eliminar las bolas.

Las partes alicuotas (100 ul) del lisado celular LNCaP preaclarado se mezclaron con 5 ug de un anticuerpo indivi-
dual humano anti-PSMA y se incubaron durante la noche a 4°C. Los granos se lavaron cuidadosamente con PBS, y a
continuacidn se afiadié biifer de muestra SDS. Los complejos inmunes de enlace se sometieron a la electroforesis de
gel de poliacrilamida SDS y se transfirieron a membranas PVDF mediante el anélisis de Western biot. Las membranas
se bloquearon durante la noche en TBS/5% leche no grasa y se incubaron con el anticuerpo 4D8 especifico epitope de
secuencia de PSMA lineal de murina, 5 pg/ml en TBS, durante 1 hora. Los borrones se lavaron 5 veces con TBS que
contenia 0.5% Tween-20 (TBS-T) y se incubaron con IgG de cabra anti-ratén conjugado con HRP (1:5000). Después
de 5 lavados con TBS-T los borrones se desarrollaron usando el kid de sustrato quimiluminiscente LumiGLO (KPL,
Gaithersburg, MD) y se visualizaron por exposicion a pelicula de rayos x.

Los resultados se muestran en la Figura 8. Las identidades de PSMA y PSM’, una variante alternativo que carece
de los primeros 57 aminodcidos de la terminal N, se indican mediante las flechas. La ruta 1 muestra la reactividad el
Western blot de PSMA y PSM’ presentes en el lisado de célula LNCaP. La ruta 2 muestra resultados de la inmuno-
precipitacién con un isotipo unido (IgG1) con anticuerpo humano irrelevante. Las rutas 3 a la 7 muestran resultados
de inmunoprecipitacion con anticuerpos 4A3, 7F12, 8A11, 8C12 y 16F9, respectivamente. En cada caso, se observan
las bandas intensas que corresponden a PSMA y PSM’ indicando que estos anticuerpos se enlazan con epitopes de
proteinas presentes en el dominio extracelular de la proteina, una regién que abarca los residuos aminoacidos 44-750.

Se test6 el anticuerpo que se enlaza con PSMA nativo y desnaturalizado por calor con el fin de determinar la
importancia de la confirmacién de proteina en la especificidad de enlace. Una parte alicuota de PSMA purificado de
inmunoafinidad de células LNCaP (40 pg/ml en PBS) se desnaturalizé por calor hirviéndolo durante 10 minutos, y
enfridndolo en hielo. El PSMA desnaturalizado por calor y una parte alicuota idéntica de PSMA no desnaturalizado
se diluyeron 1:4 en PBS, se afiadieron a los pozos de una placa Maxi-Sorp de 96 pozos (Nunc) y se incubaron durante
la noche a 4°C. Después de cubrirse, las placas se bloquearon con 5% BSA en PBS durante 1 hora, se lavaron en PBS,
y se sometieron a un ELISA sdandwich usando los anticuerpos humanos anti-PSMA. El anticuerpo monoclonales de
murina anti-PSMA 7E11, especifico para un epitope que constaba de los primeros 6 aminodcidos de la terminal N de
la proteina, se emple6 como un control positivo. Como se muestra en la Figura 9, la denaturalizacion por calor no tuvo
ningln impacto sobre el enlace de anticuerpo 7E11, consistente con su reconocimiento de un epitope de secuencia
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lineal. A diferencia de estos resultados, los anticuerpos monoclonales humanos anti-PSMA 4A3, 7F12, 8A11, 8C12
y 16F9, todos fuertemente enlazados a PSMA nativo purificado, mientras que la denaturalizacién de calor de PSMA
virtualmente eliminé el enlace de anticuerpo. Estos resultados indican que se precisa una confirmacién de proteina
nativa para enlace de anticuerpo humano anti-PSMA. De acuerdo con este resultado, los anticuerpos 4A3, 7F12,
8A11, 8C12 y 16F9 fueron inefectivos en detectar PSMA en un analisis de Western blot.

III. Estudios de competicion de enlace de anticuerpo

Los estudios de competicidon de enlace de anticuerpo se llevaron a cabo empleando anélisis de citometria de flujo
para deterinar si los anticuerpos individuales humanos anti-PSMA estaban unidos a un epitope similar o distinto en
PSMA. En estos experimentos, se comprobd la habilidad de anticuerpos anti-PSMA no etiquetados para bloquear el
enlace de anticuerpos anti-PSMA etiquetados FITC para células LNCaP. La intensidad de etiquetaje FITC de células
LNCaP se determiné mediante citometria de flujo.

Las partes alicuotas de aproximadamente 1 millén de células LNCaP se pretrataron con 200 pg/ml de anticuerpo
humano purificado anti-PSMA o anticuerpo IgG1 humano irrelevante en PBS durante 1 hora en hielo. Las células se
lavaron exhaustivamente y ademds se incubaron con 50 ug/ml de anticuerpo humano anti-PSMA conjugado con FITC
(o en algunos experimentos anticuerpo especifico de PSMA de murina conjugado con FITC, por ejemplo, 1G9, 3C6
y 4D4) durante 1 hora en hielo. Después del lavado, las células se tifieron con 10 ug/ml de yoduro de propidio y se
analizaron mediante citometria de flujo en un FACSCalibur con software CellQuest.

Como se muestra en la Figura 10, se observé un fuerte enlace de los anticuerpos humanos anti-PSMA etiquetados
FITC en cada caso con células LNCaP pretratadas con IgG1 humano irrelevante. Sin embargo, el pretratamiento con
anticuerpos humanos individuales anti-PSMA dio como resultado una sustanciosa inhibicién del posterior enlace de
anticuerpo humano anti-PSMA etiquetado FITC en cada caso. Se observé una ligera variacion en el alcance de inhi-
bicién de enlace con diferentes parejas de anticuerpos. Por ejemplo, 8C12 inhibe de manera efectiva los enlaces 4A3,
8A11y 8C12, pero tiene un efecto mucho menor sobre 7F12. En conjunto, estos datos sugieren que el comportamiento
de enlace competitivo de 7F12 y 16F9 con los otros anticuerpos humanos anti-PSMA es muy similar. En resumen, pa-
rece que los anticuerpos humanos individuales anti-PSMA reconocieron ligeramente diferente, pero de forma cercana,
epitopes conformacionales distribuidos en PSMA.

Los estudios de competicién también se llevaron a cabo empleando un panel pequefio de anticuerpos especificos
de PSMA de murina, designados 1G9, 3C6 y 4D4 que también se dirigieron hacia epitopes conformacionales de
protefna para determinar si los anticuerpos humanos anti-PSMA reconocen epitopes en comtin con los anticuerpos de
murina. Como se muestra en la Figura 11, el pretratamiento de células LNCaP con anticuerpos individuales humanos
anti-PSMA, seguido del etiquetaje bien con 4D4 murina FITC o con 1G9, dio como resultado muy poca inhibicién o
incluso inhibicién nula. Sin embargo, se observd inhibicién significante de enlace 3C6 murina FITC por anticuerpos
humanos anti-PSMA 7F12, 8A11, 8C12 y 16F9, indicando que cada uno de los anticuerpos se enlaza con un epitope
similar o distribuido muy cerca como el reconocido por 3C6. La falta de inhibicion de anticuerpos conformacionales de
murina etiquetados FITC se observé con anticuerpo A3 humano anti-PSMA, sugiriendo que se enlaza con un epitope
distinto de la murina 1G9, 3C6 o 4D4.

Ejemplo 5
Actividad de anticuerpos humanos anti-PSMA
L. Inhibicion de crecimiento de células tumorales humanas usando anticuerpos humanos anti-PSMA y biespecificos

Los anticuerpos humanos anti-PSMA 'y biespecificos que muestran enlace especifico con PSMA, como se ha
demostrado anteriormente, pueden examinarse para comprobar la habilidad para inhibir el crecimiento de células
tumorales que expresan PSMA. En resumen, los anticuerpos purificados pueden incubarse con las células tumorales
bajo condiciones normales de crecimiento, y la densidad celular puede medirse por tinte cristal violeta.

II. Actividad de citotoxicidad mediada por células dependientes de anticuerpo (ADCC) de anticuerpos humanos
anti-PSMA y biespecificos

Las moléculas biespecifias 14.1 x 8C12 (mostradas en la Figura 3) y 14A8 x 8C12, asi como el anticuerpo mo-
noclonal 8C12, se examinaron para comprobar la eliminacién ADCC mediado por célula polimorfonuclear de células
tumorales que expresan PSMA etiquetado.

En particular, las células mononucleares (monocitos y neutréfilos), asi como la sangre pura, se aislaron de do-
nantes sanos y se incubaron con PSMA etiquetado ' Cr que expresaba células tumorales en la presencia de molécula
biespecifica 14.1 x 8C12. Después de aproximadamente 4 horas, el sobrenadante de cultivo de los pozos se cosechd y
el escape de >!'Cr se midi6 en un contador gamma. El porcentaje de lisado especifico se determiné de acuerdo con la
siguiente férmula: (CPM experimental - CPM de fuga de objetivo)/lisado detergente CPM- CPM de fuga de objetivo)
x 100%. Los resultados, mostrados en las Figuras 12A, 13A y 14A, respectivamente, demuestran que 14.1 x 8C12
media el lisado dependiente de dosis de células tumorales por monocitos, neutréficlos y sangre pura, respectivamente,
en comparacién con el anticuerpo de control.
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Las células mononucleares y la sangre pura también se incubaron con células tumorales LNCaP etiquetadas *>'Cr
en la presencia de la molécula biespecifica 14A8 x 8C12 o el anticuerpo monoclonal 8C12 (Figuras 12B, 12C, 13B y
14B). Las células LNCaP se etiquetaron con 100 uCi de *'Cr durante 1 hora a 37°C (5% CO,) antes de la incubacién
con células mononucleares y sangre pura, junto con varias concentraciones de anticuerpo biespecifico o monoclonal.
Tras la incubacién de 16 horas, el sobrenadante se cultivé y analizé para comprobar la radioactividad como se ha
descrito anteriormente.

ADDC inducido por Monocito

Como se muestra en la Figura 12A, la molécula biespecifica 14.1 x 8C12 logré la eliminacién de células tumo-
rales que expresan PSMA por monocitos en una manera dependiente de dosis. La adicién de 50 ug/ml de 14.1 Fab’,
completamente bloqueé ADCC de las células tumorales por 1 pg/ml de la molécula biespecifica 14.1 x 8C12, de-
mostrando que la eliminacién de la célula objetivo se consiguié exclusivamente por CD89 en las células efectoras.
Como se muestra en la Figura 12B, la molécula biespecifica 14A8 x 8C12 y el anticuerpo monoclonal 8C12 también
mediaron el lisado dependiente de dosis por monocitos de células tumorales LNCaP. Ademads la adicién de 14A8 F
(ab)’, en exceso completamente inhibi6 ADCC de las células tumorales por molécula biespecifica 14A8 x 8C12 en
comparaciéon con H22 F(ab)’, (anti-FcyRI humanizado), indicando que la eliminacién de la célula objetivo se logro
por medio de CD89 (ver Figura 12C).

ADCC inducido por Neutrdfilo

Como se muestra en la Figura 13A, la molécula biespecifica 14.1 x 8C12 logr6 la eliminacién de células tumorales
que expresan PSMA por neutréfilos en una manera dependiente de dosis. La adicién de 25 pg/ml de 14.1 Fab’, bloqued
de manera significativa el ADCC de las células tumorales por la molécula biespecifica, demostrando que la eliminacién
de la célula objetivo se consiguié especificamente por CD89 en las células efectoras. Como se muestra en la Figura
13B, la molécula biespecifica 14A8 x 8C12 también medio el lisado dependiente de dosis por neutréfilos de células
tumorales LNCaP. La adicién de 14A8 F(ab)’, en exceso completamente inhibi6 ADCC de las células tumorales por
14A8 x 8C12 en comparaciéon con H22 F(ab)’, (anti-FcyRI humanizado), indicando que la eliminacién de la célula
objetivo se logro por medio de CD8§9.

ADCC inducido por Sangre Pura

Como se muestra en la Figura 14A, la molécula biespecifica 14.1 x 8C12 logré la eliminacién de células tu-
morales que expresan PSMA por sangre pura en una manera dependiente de dosis. La adicién de 25 ug/ml de
14.1 Fab’, bloque6é de manera significativa el ADCC de las células tumorales por la molécula biespecifica, de-
mostrando que la eliminacién de la célula objetivo se consiguié especificamente por el enlace de CD89 con las
células efectoras. De manera similar, como se muestra en la Figura 14B, la molécula biespecifica 14A8 x 8C12
también medi6 el lisado dependiente de dosis por sangre pura de células tumorales LNCaP. La adicién de 14A8
F(ab)’, en exceso completamente inhibi6 ADCC de las células tumorales por 14A8 x 8C12 en comparacién con
H22 F(ab)’, (anti-FcyRI humanizado), indicando que la eliminacién de la célula objetivo se logro por medio de
CD8&9.

III. Anticuerpos anti-PSMA humanos y moléculas biespecificas median fagocitosis v eliminacion de células tumo-
rales que expresan PSMA en presencia de células efectoras humanas

La molécula biespecifca 14.1 x 8C12 y 14A8 x 8C12, asi como el anticuerpo monoclonal 8C12, fueron examinados
para comprobar su habilidad para lograr fagocitosis de células tumorales que expresan PSMA etiquetado (células
LNCaP) solas, asi como la presencia de exceso de anticuerpo 14.1 (anti-FcaR) Fab’, o exceso de anticuerpo H22
(anti-FcyRI humanizado) Fab’, como un control.

En resumen, la fagocitosis mediada biespecifica de células LNCaP por macréfagos derivados de monocito (MDM)
se examind por modificacion del método descrito por Munn et al. (1990) J. Exp. Med. 172:231-237. Los monocitos,
purificados de leucopacs de fuente adulta (ABI), se diferenciaron en placas de 24 pozos (1 x 10%/ml) en medio libre
de suero de macréfago (Gibco, Grand Island, NY) suplementado con 10% FBS y 10 mg/ml de M-CSF durante 7-12
dias. Las células LNCaP se etiquetaron con el tinte fluorescente rojo lipofilico, PKH 26 (Sigma, St. Louis, MO). Las
células LNCaP etiquetadas se afiadieron a los pozos que contenian MDM en la ausencia o en la presencia de anticuerpo
biespecifico (o anticuerpo control) y se incubaron a 37°C durante 5-24 horas (5% CO,). Las células MDM y LNCaP
no fagocitadas se cubrieron con tripsina, y se tifleron con mAb anti-CD33 etiquetado FITC (251) y mAb anti-CD14
(AML-2-23) durante 1 hora en hielo (4°C). Las células se lavaron y analizaron por fluorescencia de dos colores usando
el FACScan. El porcentaje de fagocitosis se calculé como el nimero de células objetivo duales positivas (digeridas por
MDM) dividido por el nimero total de células objetivo x 100%.

Como se muestra en la Figura 15, la molécula biespecifica 14.1 x 8C12 logré aumentar fagocitosis especifica de
células tumorales en un modo dependiente de dosis. La adicién de 14.1 Fab’2 bloque6 de manera significativa la
fagocitosis de células tumorales por la molécula biespecifica, demostrando de nuevo que la fagocitosis objetivo se
logré especificamente por enlace de CD89 con las células efectoras. De modo similar, como se muestra en al Figura
16, la molécula biespecifica 14A8 x 8C12 y el anticuerpo monoclonal 8C12 también lograron fagocitosis de células
LNCaP en un modo dependiente de dosis. La Figura 17 muestra que fagocitosis mediada 14A8 x 8C12 de células
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tumorales LNCaP se logr6 por medio de CD89, y se inhibid por la adicidn de exceso de 14A8 F(ab)’,, en comparacién
con H22 F(ab)’, (anti-FcyRI humanizado) (ver recuadro, Figura 17).

Los Ejemplos precedentes demuestran la generacién de anticuerpos humanos monoclonales y biespecificos que
especificamente reaccionan con alta afinidad con PSMA. Estos anticuerpos y biespecificos parecen reconocer epitopes
de proteina conformacionales nativos presentes en el dominio extracelular de la molécula, mas que epitopes definidos
por un secuencia lineal de aminodcido. Ademads, los anticuerpos humanos anti-PSMA y moléculas biespecificas de los
mismos median la eliminacién celular y fagocitosis en presencia de células efectoras contra células humanas tumorales
que expresan niveles elevados de PSMA. Estos resultados apoyan la conclusiéon de que los anticuerpos monoclonales
totalmente humanos contra PSMA y fragmentos y moléculas biespecificas de los mismos de la presente invencién
serdn dutiles para el diagndstico y tratamiento de enfermedades relacionadas con PSMA. G. Kobler y Milstein C.
(1975) Cultivos continuos de células fusionadas que segregan anticuerpo de especificidad predefinida. Nature 256:
495-497.

1. G. L. Boulianne. Hozum N. y Shulman M. J. (1984) Produccién de anticuerpo de ratén/humano quimérico
funcional. Nature 312: 643-646.

2. P. T. Jones. Dear P. H., Foote J., Neuberger M.S., y Winter G. (1989) Sustituir las regiones que determinan la
complementariedad en un anticuerpo humano con las de un ratén. Nature 321: 522-525.

3. J. D. Marks et al. (1991) Evitar Anticuerpos humanos de inmunizacién de bibliotecas de gen V mostrados en
fago. J. Mol. Biol. 222: 581-597.

4. N. Lonberg, et al. 1994. Anticuerpos humanos especificos de antigeno de ratones que comprenden cuatro
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo humano monoclonal humano que se enlaza especificamente con PSMA humano con una constante
de afinidad de al menos 10’M™', donde el anticuerpo:

(a) tiene la habilidad para mediar histolisis de una célula que expresa PSMA en la presencia de células efectoras
humanas en una concentracion de 10 pg/ml o menos in vitro; y

(b) es capaz de mediar histolisis de células que expresan PSMA por medio de células efectoras humanas en un
ICs, de 1 x 10’M o menos in vitro.

2. El anticuerpo humano de la reivindicacion 1, donde el anticuerpo se enlaza con PSMA humano nativo pero no
con PSMA humano desanaturalizado por calor.

3. El anticuerpo humano de la reivindicacién 1, donde el anticuerpo se enlaza con PSMA humano con una constante
de afinidad de al menos 10°M'.

4. El anticuerpo humano de la reivindicacién 1, donde el anticuerpo se enlaza con PSMA humano con una constante
de afinidad de al menos 10°M™".

5. El anticuerpo humano de la reivindicacion 1, donde el anticuerpo inhibe el crecimiento de células tumorales que
expresan PSMA por al menos 40%.

6. El anticuerpo humano de la reivindicacion 1, donde el anticuerpo inhibe el crecimiento de células tumorales que
expresan PSMA por al menos 60%.

7. El anticuerpo humano de la reivindicacién 1, donde el PSMA es PSMA humano.
8. El anticuerpo humano de la reivindicaciéon 1 que comprende una cadena pesada IgG1 o IgG3.

9. El anticuerpo humano de la reivindicaciéon 1, donde el anticuerpo tiene al menos una de las caracteristicas
seleccionadas del grupo consistente en:

a) una constante de asociacién (K,...) de al menos 10*M~'S!;
b) una constante de disasociacién (Kg;) de 10™S™! o;
c) la habilidad para opsonizar una célula que expresa PSMA.

10. El anticuerpo humano de la reivindicacion 1, que es un fragmento de anticuerpo, o un anticuerpo de cadena
sencilla.

11. El anticuerpo humano de la reivindicacién 1, donde las células que expresa PSMA es una célula tumoral
prostética.

12. El anticuerpo humano de la reivindicacién 1, producido por un hibridoma que incluye una célula B obtenida
de un animal no humano transgénico que tiene un genoma que comprende una transgen de cadena pesada humana y
un transgen de cadena ligera humana fusionados on una célula inmortalizada.

13. Un hibridoma que incluye una célula B obtenida de un animal no humano transgénico que tiene un genoma que
comprende un transgen de cadena pesada humana y un transgen de cadena ligera humana fusionados con una célula
inmortalizada, donde el hibridoma produce un anticuerpo monoclonal humano de acuerdo con las reivindicaciones
precedentes.

14. EI hibridoma de la reivindicacion 13 que produce un anticuerpo monoclonal humano codificado por dcidos
nucleicos de la cadena pesada humana IgG la cadena ligera humana kappa.

15. Un animal no humano transgénico que expresa un anticuerpo monoclonal humano de acuerdo con las reivin-
dicaciones 1 a 12, donde el animal no humano transgénico tiene un genoma que comprende un transgen de cadena
pesada humana y un transgen de cadena ligera humana.

16. Un método de produccién de anticuerpo monoclonal humano de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 12, que
comprende:

- Inmunizar un animal no humano transgénico que tiene un genoma que comprende un transgen de cadena

pesada humana y un transgen de cadena ligera humana con PSMA o una célula que expresa PSMA, de tal
modo que los anticuerpos se produzcan por células b del animal.
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- Aislar células B del animal, y

- Fusionar células B con células mieloma para formar células inmortales, de hibridoma que segregan anti-
cuerpos monoclonales humanos especificos para PSMA.

17. Una molécula biespecifica que comprende un anticuerpo humano de acuerdo con alguna de las reivindicaciones
1 a 12, y una segunda especificidad de enlace para un receptor Fc.

18. La molécula biespecifica de la reivindicacién 17, donde el receptor Fc es un receptor humano FcyR o un
receptor humano FcaR.

19. La molécula biespecifica de la reivindicacién 17, que se enlaza con el receptor Fc en un punto que es distinto
del punto de enlace de inmunoglobulina del receptor.

20. La molécula biespecifica de la reivindicacién 17, donde la segunda especificidad de enlace que se enlaza con
un receptor Fc es un anticuerpo monoclonal humano.

21. La molécula biespecifica de la reivindicacién 17 que es una cadena sencilla o proteina de fusién Fab’.

22. Una molécula que consta de un anticuerpo humano de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
12, una segunda especificidad de enlace para un receptor Fc, y una tercera especificidad de enlace para un antigeno
tumoral diferente a PSMA.

23. La molécula biespecifica de la reivindicacién 22, donde el receptor Fc es un receptor humano FcyR o un
receptor humano FcaR.

24. Una composicién que comprende un anticuerpo humano de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 12 o una
molécula de acuerdo con las reivindicaciones 17 a 23, y un portador farmacéuticamente aceptable.

25. La composicién de la reivindicacion 24 que consta de una combinacién de dos o mds anticuerpos humanos
aislados que especificamente se enlazan con PSMA, donde cada uno de dichos anticuerpos se enlaza con un epitope
distinto de PSMA.

26. La composicion de la reivindicacion 24 que ademds consta de un agente quimioterapéutico.

27. Un método ex vivo de inhibicién de crecimiento de una célula que expresa PSMA, que comprende el contacto
de una célula que expresa PSMA con un anticuerpo humano monoclonal aislado de acuerdo con las reivindicaciones
1 a 12 o una molécula de acuerdo con las reivindicaciones 17 a 23, de tal modo que el crecimiento de la célula quede
inhibido.

28. Un método ex vivo de induccién de citolisis de una célula que expresa PSMA, que comprende el contacto de
una célula que expresa PSMA con un anticuerpo humano monoclonal aislado de acuerdo con las reivindicaciones 1 a
12 o una molécula de acuerdo con las reivindicaciones 17 a 23, en la presencia de una célula efectora, de tal modo que
la citolisis de la célula que expresa PSMA ocurra.

29. El método de la reivindicacién 27 o 28, donde el anticuerpo monoclonal humano se conjuga con una especifi-
cidad de enlace para un receptor Fc.

30. El método de las reivindicaciones 27-29, donde el anticuerpo monoclonal humano se conjuga con una citoto-
xina.

31. El uso de un anticuerpo monoclonal humano aislado de las reivindicaciones 1 a 12 o una molécula de acuerdo
con las reivindicaciones 17 a 23 en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento o prevencién de cancer.

32. El uso de la reivindicacién 31, donde el anticuerpo monoclonal humano se conjuga con una especificidad de
enlace para un receptor Fc.

33. El uso de la reivindicacién 31 o 32, donde el anticuerpo monoclonal humano se conjuga con una citotoxina.
34. El uso de las reivindicaciones 31 a 33, donde el céncer es cancer de prostata.

35. Un método para detectar la presencia de antigeno PSMA, o una célula que exprese PSMA, en una muestra que
comprende:

- contactar la muestra, y una muestra control, con un anticuerpo monoclonal humano de acuerdo con las

reivindicaciones 1 a 12, bajo condiciones que permitan la formacién de un complejo entre el anticuerpo y
PSMA; y

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 277 846 T3

- detectar la formacién de un complejo,

- donde una diferencia en la formacién de complejo en comparacién con la muestra control indica la presen-
cia de PSMA en la muestra.

36. Una inmunotoxina que estd formada por un anticuerpo monoclonal humano de acuerdo con las reivindicaciones
1 a 12 o una molécula de acuerdo con las reivindicaciones 17 a 23 unida a un agente citotéxico.
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% Citotoxicidad Dependiente de Anticuerpo

ADCC mediado por monocito a través de BsAb o mAb 8C12

O
- P
w0
° O 14A8 xBC12
—— 8C 12 MAD
<10 Ll Aa gl Loa sl ta gl
0.0 0.0t 0.1 1 0

Concentracion (ug/mL)

Figura 12B
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% Citotoxicidad Dependiente de Anticuerpo

Monocitos median ADCC a través de CD89

Concentracién Bs Ab (ug/mL)

Figura 12C
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% Citotoxicidad Dependiente de Anticuerpo

Neutréfilos median ADCC a través de CD89
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Figura 13B
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% Citotoxicidad Dependiente de Anticuerpo

Células Efectoras en Sangre Pura median ADCC a través de CD89
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% Fagocitosis especifica
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Ensayo de Fagocitosis (LNcaps como objetivos, macrofagos como efectores)
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MDM - Media Fagocitosis a través de 14A8 x 8C12 0 8C12 mAb
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Figura 16
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Macréfagos derivados de monocito median fagocitosis a través de CD89
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