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RESUMO

"ANTICORPO MONOCLONAL ESPECIFICO PARA O DOMINIO
EXTRACELULAR DO ANTIGENIO DE MEMBRANA ESPECIFICO DA

PROSTATA"

A presente invenc&o relaciona-se com anticorpos
monoclonais que se ligam ao dominio extracelular do
antigénio de membrana especifico da prdstata (PSMA), com as
linhas celulares de hibridomas que produzem os anticorpos,
e com os métodos de utilizac&o de tais anticorpos, para o
diagnéstico e tratamento do cancro. Em particular, séo
exemplificados trinta e <cinco anticorpos monoclonais
reactivos com o PSMA expressado na superficie da célula.
Adicionalmente, a presente invencdo relaciona-se com uma
nova proteina variante do PSMA (PSM'), detectada por um
numero de anticorpos da invencdo. A actividade de hidrolase
do PSMA e do PSM', permite que seja utilizado um ensaio

imuncenzimatico para a sua deteccgdo.
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DESCRICAO

"ANTICORPO MONOCLONAL ESPECIFICO PARA O DOMINIO
EXTRACELULAR DO ANTIGENIO DE MEMBRANA ESPECIFICO DA

PROSTATA"

1. AREA DA INVENGZAO

A presente invenc&o relaciona-se com anticorpos
monoclonais que se ligam ao dominio extracelular do
antigénio de membrana especifico da prdstata (PSMA), com as
linhas celulares de hibridomas gue produzem os anticorpos,
e com os métodos de utilizac8do de tais anticorpos, para o
diagnéstico e tratamento do cancro. Em particular,
relaciona-se com um anticorpo monoclonal gerado contra um
péptido sintético substancialmente homélogo de uma parte da
regido terminal carboxilica do PSMA, anticorpo esse que
reage com ©O PSMA expressado na superficie de células
tumorais e no soro de doentes com o cancro da prbstata.
Adicionalmente, relaciona-se com trinta e quatro anticorpos
monoclonais gerados contra uma preparacdc membranar do
carcinoma prostatico, e em que 0s anticorpos também reagem
com o PSMA expressado na superficie celular. A presente
invenc&o relaciona-se também com uma nova proteina variante

(PSM') do PSMA detectada pelos anticorpos.
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2. ANTECEDENTES DA INVENQiO

O cancro da prbstata é a segunda principal causa
de morte por cancro entre os homens. De facto, o cancro da
prostata é o cancro ndo cuténeo mais diagnosticado no homem
Americano. O nUmero de homens diagnosticados com cancro da
prostata estd em crescimento constante, em resultado do
aumento da populacdo de homens mais velhos, bem como do
crescente conhecimento da doengca gque leva ao  seu
diagnbéstico mais precoce (Parker et al., 1997, CA Cancer J.
for Clin. 47:5-28). Projecta-se gue mais de 334.500 homens
sejam diagnosticados com cancro da prdstata em 1997, e que
aproximadamente 41.800 mortes, irdo resultar da doencga.
Durante a vida de um hcomem, o risco de desenvolver cancro
da prbéstata & de cerca de 1 para 5, para os Caucasianocs, e
de 1 para 6 para os Afro-Americanos. 0s grupos de alto
risco sdo representados por aqueles uma histéria familiar
de cancro da prbéstata ou Afro-Americanocs. Ao longo da vida
mais de 2/3 dos homens diagnosticados com cancro da
préstata ir&o morrer da doenca (Wingo et al., 1996, CA
Cancer J. for Clin. 46:113-25). Além disso, muitos dos
pacientes que ndo sucumbem ao cancro da prdstata necessitam
de tratamento continuo para aliviar sintomas tais como a
dor, a perdas de sangue, e obstrucdo urinaria. Portanto, o
cancro da proéstata representa também uma importante causa
de sofrimento e de aumento nos gastos com o0s cuidados de

satde (Catalona, 1994, New Eng. J. Med. 331:996-1004).
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O PSMA ¢é uma proteina com um peso molecular de
120 kDa expressada nos tecidos da préostata e que foi
originalmente identificada pela através da reactividade com
um anticorpo monoclonal designado 7E11-C5 (Horoszewicz et
al., 1987, Anticancer Res. 7:927-935; ©U.S. Pat. No.
5,162,504). O PSMA foi obtido numa forma purificada (Wright
et al., 1990, Antibody  Immunoconjugates and Radio
Pharmaceuticals 3:Abstract 193) e caracterizado como uma
proteina  transmembranar de tipo II, possuindo  uma
identidade de sequéncia com o receptor da transferrina
(Israeli et al. 1994, Cancer Res. 54:1807-1811) e com
actividade de NAALADase (Carter et al., 1996, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 93:749-753). Ainda mais importante & o
facto de o PSMA ser expresso em quantidades aumentadas no
cancro da prdstata, e de soro destes doentes serem também
detectiveis niveis elevados de PSMA (Horoszewicz et al.,
1987, supra; Rochon et al., 1994, Prostate 25:219-223;
Murphy et al., 1995, Prostate 26:164-168; and Murphy et
al., 1995, Anticancer Res. 15:1.473-1479). Foi clonado um
cDNA codificante do PSMA (Israeli et al., 1993, Cancer Res.
53:227-230), e que produz duas espécies de ARNm processados
alternativamente: uma espécie de ARNm contendo 2.653
nucledtidos que codifica o PSMA, e uma segunda espécie de
ARNm contendo 2.387 nucledtidos referido como PSM' (Su et
al., 1995, Cancer Res. 55:1441-1443). Anteriormente a
presente invengdo, ndo era sabido se o PSM' codificava um
produto proteico ou se existia apenas como uma espécie de
ARNm ndo translaccionado, uma vez que o produtc proteico do

PSM' nunca tinha sido detectado.
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Um relatdério recente de Carter et al. (1996,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 93:749-753) mostra um
elevado grau de 1identidade entre as 1428 bases que
representam uma por¢do do cDNA do PSMA cDNA e da seguéncia
de ¢DNA da proteina dipeptidase acidica N-acetilatada
“alpha-linked” (NAALADase). A NAALADase possuil actividade
enzimética sobre o neuropéptideo N-acetilaspartil
glutamato, para originar glutamato e N-acetil aspartato.
Este relatério demonstra que a actividade de NAALADase &
inerente a proteina PSMA, mas que a parte catalitica do
PSMA ndo foi identificada. A actividade de NAALADase foi
observada em células em LNCaP que expressavam o PSMA, mas
nado em células PC3 que ndo expressavam o PSMA. A
transfecgdo do c¢DNA do PSMA em células PC3 produziu

actividade de ©NAALADase e a presenca do PSMA nestas

células.

A diferenca entre o ADNc do PSMA e do PSM' é a
falta das regides codificantes dos dominios transmembranar
e intracelular, contendo os nucledtidos #1-171 da SEQ 1ID
NO:2 ou os aminoacidos #1-57. O PSMA é descrito como uma
proteina de membrana de tipo II e & sabido que o dominio
catalitico funciocnal das proteinas de membrana de tipo II
estd situado na regido extracelular C-terminal da molécula

(DeVries, et al., 1995, J. Biol. Chem., 270:8712-8722).

O ARNm do  PsM!' ¢ encontrado em maiores
gquantidades nos tecidos normais da préstata, quando

comparado com ©0s tecidos da prbostata de doentes com
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hiperplasia benigna ou cancro da préstata (Su et al., 1995,
supra). Em contraste, o ARNm do PSMA encontra-se em niveis
mais elevados em doentes com cancro da prostata, em
comparacdo com doentes sem cancro da prdstata (Su et al.,
1995, supra). Esta diferenca observada é consistente com os
niveis proteicos séricos de PSMA previamente descritos
(Horoszewicz et al., 1987, supra; Rochon et al., 1994,
supra; Murphy et al., 1995, supra; e Murphy et al., 1995,
supra). Estabelecendo esta ligacdo, um nivel elevado de
PSMA no soro de doentes com cancro da prbstata, tem sido
correlacionado com a progressdo da doenca em oposicdo a
remissdo, e ©pode ser utilizado como um marcador de

prognéstico (Murphy et al., 1995, supra).

O epitopo reconhecido pelo anticorpo monoclonal
7E11-C5 foi mapeado aos primeiros 6 aminocdcidos da regido
intracelular N-terminal do PSMA (Troyer et al., 1995, Urol.
Oncol. 1:29-37) (FIGURA 1). A imunocitoquimica electrénica,
utilizando o 7E11-C5 localizou o seu epitopo no citoplasma,
e especificamente no face interna da membrana plasmiatica
(Troyer et al., 1994, Proc. Am. Assoc. Cancer Res. 35:283,
Abstract 1688). Para além disso, em testes in vitro, O
anticorpo monoclonal 7E11-C5 cora apenas células fixadas e
permeabilizadas (Horoszewicz et al., 1987, supra), o que
estd de acordo como mapeamento do epitopo 7T7E11-C5 no
dominio N-terminal ou intracelular do PS3SMA. Enquanto o
7E11-C5 é util para detectar o cancro da proéstata in vivo,
O gque presumivelmente expde o seu epitopo através de

necrose e¢/ou apoptose, um anticorpo monoclonal especifico
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para o dominio extracelular do PSMA iria permitir uma
deteccdo mais eficiente do PSMA na superficie da célula
cancerosa. Adicionalmente, o anticorpo monoclonal 7EL11-Cb
n&dc reconhece o PSM', uma vez que o PSM' ndo possui o
dominio intracelular do PSMA, com base na sequéncia do seu

transcripto de ARNm

A citacdo ou identificacdo de qualquer referéncia
nesta secgdo ou em qualquer outra seccgdo desta submissdo,
ndo deve ser tomada como uma assumpc¢cdo de que tal
referéncia esté disponivel na arte anterior a da presente

invencéao.

MURPHY G P ET AL (“Measurement of prostate-
specific membrane antigen in the serum with a new antibody”
PROSTATE, vol. 28, n° 4, 1996, paginas 266-271) revelam um
anticorpo monoclonal anti-PSMA/PSM! produzido pelo
hibridoma 3Fb5.4G6, que se liga a um epitopc linear na
regido extracelular do PSMA, que se estende entre o0s
residuos de aminocacidos 716-723 e discutem a sua utilidade

na deteccdo do PSMA em doentes com cancro da préstata

A W097/35616¢ revela também o hibridoma 3F5.4G6 e
os anticorpos monoclonais produzidos pelos hibridomas 3D7-
1.1 e 4E10-1.14, sendo gue os dois ultimos anticorpos se
ligam também aos epitopos lineares na regido extracelular
do PSMA/PSM', que se estende entre os residuos de
aminocdcidos 134-437 e sendo capaz de se ligar a células

vivas que expressam o PSMA.
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3. SUMARIO DA INVENGAO

A presente invencdo relaciona-se com anticorpos
monoclonais especificos para o dominio extracelular do
antigénio do antigénio de membrana especifico da prdéstata
(PSMA), com as linhas celulares de hibridomas que produzem
os anticorpos, e com os métodos de utilizacdo de tais
anticorpos, para o diagndstico e tratamento do cancro, bem
como com a proteina variante do PSMA conhecido como PSM',

reconhecida por tais anticorpos.

A invencdo baseia-se, em parte, na descoberta dos
requerentes, dos anticorpos monoclonais que reconhecem o
dominio extracelular do PSMA. Foi gerado um anticorpo pela
imunizac&o de um ratinho com um péptido C-terminal do PSMA,
gue possul a sequéncia de aminoidcidos ESKVDPSK (SEQ ID NO:
1). O anticorpo reage com as proteinas PSMA e PSM' em
lisados de células tumorais e no soro de doentes com cancro
da prostata. Adicionalmente, cora células tumorais wvivas
intactas, confirmando a sua especificidade para o dominio
extracelular da proteina PSMA ou PSM'. O anticorpo detecta
também PSM' em fluidos seminais humanos, e este PSM!
apresenta actividade de NAALADase. Foram também gerados,
como exemplo, anticorpos monoclonais contra uma preparacio
de membranas de carcinoma prostatico. Estes anticorpos
reagem com o dominio extracelular do PSMA, incluindo o PSMA
nativo isolado por purificacdoc de imuncafinidade e o PSMA
recombinante produzido pcr tecnologia de ADN recombinante.

A maior parte destes anticorpos reagem também com o PSM'.
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Os anticorpos da invencdo sdo Utels, em combinacdo com um
anticorpo direccionado para o dominio intracelular do PSMA
num ensaio de captura com dois locals, para detectar a
presenca de PSMA numa amostra de teste. Além disso, os
anticorpos aqui revelados podem ser utilizados num ensaio
de captura com dois locais, para detectar a presenca de

PSM' numa amostra de teste.

A presente invencdo engloba uma ampla variedade
de utilizacdes, mas ndo se limitando ao desenvolvimento de
um imunoensaio para detectar ou definir a fase do cancro da
préstata num doente, a imagiologia de um cancroc da prdstata
primdrio e/ou metastatico in vivo, as utilizacdes
terapéuticas dos anticorpos, incluindo wutilizag¢des dos
anticorpos conjugados com um agente citotdéxico ou
guimioterapéutico; e a construcdo e utilizacdo de
fragmentos de anticorpos, anticorpos quiméricos, anticorpos

humanizados ou anticorpos bifuncionais.

Alguns anticorpos aqui descritos sdo apenas para
efeitos de antecedentes e/ou para colocar a invencdo dentro

do contexto.

4. BREVE DESCRIGAO DAS FIGURAS

FIGURA 1. Seqguéncias de aminodcido deduzidas dos
antigénios PSMA e PSM'(SEQ ID NO:2) (Israeli et al., 1994
Cancer Res. 54:1807-1811). O ARNm do PSM' ndo contém o

terminal 5' do PSMA, que iria codificar os primeiros 57
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aminoacidos (primeira linha da a sequéncia de aminodcido) e
comecga presumivelmente no amincdcido 58. No entanto, antes
da presente invenc¢do, o PSM' nunca tinha sido identificado
na sua forma de proteina. A regido sublinhada é o dominio
transmembranar putativo e a regido a negrito (aminoacido
#716-723 da SEQ ID NO:2) é um péptido seleccionado para o
desenvolvimento do anticorpo monoclonal

FIGURA 2. Demonstracdo do anticorpo moncclonal 3F5.4G6
(um subclone derivado a partir do hibridoma primédrio 3F5) a
a sua reactividade com a proteina presente no lisado de
LNCaP, com peso molecular de 120 kDa correspondente ao
PSMA. O “Western blot” foi desenvolvido com o anticorpo
secundario HRP-anti-IgG. Coluna l=lisado de LNCaP sondado
com 7E11-Cb5; Coluna 2= lisado de LNCaP sondado com 3F5.4G6.

FIGURA 3. Demonstracido por “western blot” do PSMA no
soro de doentes com cancro da préstata (grau D2) utilizando
anticorpos monoclonais 3F5.4G6 (Colunas 3 e 4) e 7EL11-Cbh
(Colunas 1 e 2) como controlo.

FIGURA 4. Ensaio de “Western blot” de lisados de LNCaP
utilizando anticorpos monoclonais 7E11-C5 (Cocluna 1) e
3F5.4G6 (Coluna 2) e revelado com o anticorpo secundario
HRP-anti-IgM. Tanto o 7E11-Cb como o 3F5.4G6 reconheceram
uma proteina com peso molecular de 120 kDa. Adicionalmente,
0 3F5.4G6 reconhece também uma proteina com 105-110 kDa de
peso molecular correspondente a forma proteica prevista do
PSM'. Deve ser notado que ¢ 7E11-C5 ndo reconheceu o PSM'
porque o epitopo do anticorpo monoclonal 7E11-C5 ndo foi
encontrado no PSM'. O anticorpo 3F5.4G6 reconhece a porcdo

C-terminal da proteina (aminodcido #716-723 da SEQ 1ID
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NO:2), que corresponde ao dominio extracelular do PSMA e do
PsSM'.

FIGURA 5. Demcnstracéao de que 0s anticorpos
monoclonais 7E11-C5 e 3F5.4G6 reconheceram uma proteina
idéntica mas que o 3F5.4G6 reconheceu uma proteina
adicional correspondente ao PSM'. O lisado de LNCaP foi
inicialmente imunoprecipitado com o© anticorpo monoclonal
7E11-C5, e o0 material imunoprecipitado separado em geles de
SDS, e sondados num ensaio de “Western blot”, com os
anticorpos monoclonais 7E11-C5 (colunas 1-4) ou 3F5.4G6
(Colunas 5-8). As colunas 1 e 5 eram o em bruto; As colunas
2 e 6 eram lisado LNCaP pré-limpo; As colunas 3 e 7 eram
material que imunoprecipitou com o anticorpo monoclonal
7E11-C5; e as colunas 4 e 8 eram proteinas deixadas no
lisado INCaP previamente imunoprecipitado. O anticorpo
7E11-C5 imunoprecipitou uma proteina de 120 kDa (Coluna 3),
gue foi também reconhecida pelc 3F5.4G6 (Coluna 7). No
entanto, apds & imunoprecipitacdo com 7E11-C5, uma segunda
proteina foi reconhecida pelo 3F5.4G6 (Coluna 8) que ndo
foi precipitada pelo 7E11-C5 (Coluna 4), e que correspondeu
ao PSM'. Portanto, o 7E11-CH n&o reconhece o PSM'.

FIGURA 6. Demonstracdo de que  0sS anticorpos
monoclonais 7E11-C5 e 3F5.4G6 reconheceram uma proteina
idéntica de 120 kDa. O PSMA de um lisado de LNCaP foi
imunoprecipitado por um anticorpo monoclonal 3F5.4Ge, as
proteinas no imunoprecipitado foram separadas num gele de
SDS, transferidas para Immobilon-P e sondadas num “Western

blot” com o anticorpo monoclonal 7E11-C5. Coluna l=lisado
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controlo de LNCaP e sondado com  7E11-Cbh; Coluna
2=imunoprecipitacdo 3F5.4G6.

FIGURA 7A & B Demonstracdo por andlise FACS do
reconhecimento de c¢élulas LNCaP vivas, pelo anticorpo
monoclonal 3F5.4G6, ilustrando a ligagdo do anticorpo ao
dominio extracelular do PSMA. A FIGURA 7A representa o
controlo sem nenhum anticorpo primario; e a FIGURA 7B
representa células LNCaP incubadas com 100 pg/ml de 3F5.4G6
antes da andlise FACS. O desvio para a direita indica a
ligacdo do anticorpo a células LNCap vivas.

FIGURA 8. Demonstracdo da reactividade do anticorpo
monoclonal 3F5.4G6 com PSM' isolado e purificado a partir
de fluido seminal. A coluna 1 é o lisado LNCaP e a coluna 2
&€ PSM' purificado a partir de fluido seminal. As proteinas
foram separadas em geles de SDS poliacrilamida e
transferidas para papel Immobilon P e sondadas com ©
anticorpo monoclonal 3F5.4G6 através de procedimentos de
“Western blot”. A proteina purificada a partir de fluido
seminal e representada na coluna 2 tem um peso molecular de
90kDa, o que é provével que seja um produto n&c-glicosilado
ou parcialmente glicosilado do PSM', tendo um peso
molecular de 105-110 kDa.

FIGURA 9. Demonstracdo da reactividade dos anticorpos
monoclonais 3D7-1.1 e 4E10-1.14 com o PSMA nativo e trés
fragmentos de PSMA. Microplacas de 96 ©pocos foram
revestidas com with PSMA nativo ou com um dos trés
fragmentos polipeptidicos do PSMA expressados em bactérias,
e reagidos com sobrenadantes de hibridoma numa ELISA.

Enquanto todos os trés anticorpos testados mostraram uma
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ligacdo comparavel ao PSMA nativo, o 3D7-1.1 e 4E10-1.14
reagiram fortemente com um fragmento correspondente a um
epitopo no dominio extracelular do PSMA.

FIGURA 10. Andlise de “Western blot” do PSMA
utilizando anticorpos monoclonais 3D7-1.1. Coluna l=lisado
LNCaP; Coluna 2=lisado PC-3; Coluna 3=PSMA purificado por
imuncafinidade.

FIGURA 11. Analise de “Western blot” do PSMA com
extensao total expressado em  baculovirus. 0 PSMA
recombinante foi submetido a electroforese em gele de SDS-
PAGE, “electroblotted” e sondado com varias preparacdes de
anticorpos.

Coluna 1= branco;

Coluna 2 = meic controlo (20% FCS em RPMI 1640;

Coluna 3= anticorpo monoclonal 3D7-1.1;

Coluna 4= anticorpo monoclonal 3D7-1.2;

Coluna 5= anticorpo monoclonal 3D7-1.3;

Coluna 6= anticorpo monoclonal 3D7-1.7;

Coluna 7= anticorpo monoclonal 3D7-2.7;

Coluna 8= anticorpo monoclonal 4E10 (original);

Coluna 9= anticorpo monoclonal 4E10-1.3;

Coluna 10= anticorpo monoclonal 4E10-1.14;

Coluna 11 = branco;

Coluna 12 = branco;

Coluna 13=7 anticorpo monoclonal E11-C5.

FIGURA 12 A-D Demonstracdo por analise FACS do
reconhecimento de c¢élulas LNCaP vivas pelos anticorpos
monoclonais 3D7-1.1 e 4E10-1.14, ilustrando a ligacdo do

anticorpo ac dominio extracelular do PSMA. A FIGURA 12A
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representa células LNCaP incubadas com 4E10-1.14. A FIGURA
12B representa células PC-3 incubadas com 4E10-1.14. A
FIGURA 12C representa células LNCaP incubadas com 3D7-1.1.
A FIGURA 12D representa células PC-3 incubadas com 3D7-1.1.
Os diferentes padrdes de desvio para a direita na FIGURA
122 e 12C sugerem que os dois anticorpos podem reconhecer
diferentes epitopos do PSMA.

FIGURA 13. Deteccdo do PSMA por uma ELISA de “two-site
capture” utilizando dois anticorpos monoclonais contra
distintos epitopos do PSMA. O PSMA purificado por
imnuncafinidade e diluido em série foi adicionado a
microplacas de 96 pogos revestidas com 7E11-C5 e detectado
por incubacdo com sobrenadantes de 3D7-1.1 ou 4E10-1.14. A
absorvancia a 405 nm foi medida num leitor de microplacas.
A linha com os circulos representa o anticorpo monoclonal
D7-1.1. A linha com os quadrados representa o anticorpo
monoclonal 4E10-1.14.

FIGURA 14. Deteccdo do PSMA numa variedade de amostras
biocldgicas através de ELISA “two-site capture” utilizando
0s anticorpos monoclonais 3D7-1.1 e 4E10-1.14.

FIGURA 15. Deteccéo de PSMA  purificado por
imuncafinidade, diluido em série em soro humano normal
através de ELISA “two-site capture™ utilizando os
anticorpos monoclonais 307-1.1 e 4E10 1.14.

FIGURA 16. Deteccdo de PSMA através de um ELISA “two-
site capture” alternativo. 0O PSMA purificado por
imuncafinidade e diluido em série foi adicionado a
microplacas de 96 pocos revestidas com 3D7 1.1 e detectado

através de incubacdo com 7E11-C5 biotinilado (40 ug/ml),
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seguida de estreptavidina conjugada com peroxidase de
rabanete. A absorvéncia a 405 nm foli medida num leitor de
microplacas. O 7E11-C5 foi biotinilado utilizando os kits
de Biotinilacdo “E-Z 1link” (Pierce), de acordo com as
instrugdes do fabricante.

FIGURA 17. Analise de “Western Dblot™ de lisados
celulares e de varias fracgdes de um fragmento semi-
purificado de PSMA (correspondente aos aminodcidos 134 a
750 da extensdo total do PSMA, SEQ ID NO:2, expressado como
uma insercdo de 1,9 kb num sistema de expressdo de
baculovirus) sondado como sobrenadante de uma cultura de
tecidos do hibridoma 4E10-1.14. A identificacéo do produto
da proteina da construcido de 1,9 kb (amino&cidos 134-750 do
PSMA, SEQ ID NO:2) estd indicada pela seta

Coluna 1=Marcadores; Coluna 2= lisado celular bruto de
LNCaP; Coluna 3= “pellet” viral, isto &, o “pellet” 100.000
xg de células SF9 infectadas com baculovirus expressando o
fragmento de PSMA com 1.9 kb; Coluna 4= fraccédo
sobrenadante 100,000 xg de células lisadas SF9 infectadas
com expressando o fragmento de PSMA com 1,9 kb; Coluna b=
Fluido da fraccdo apresentada na Ccluna 4 apds passagem
através de uma matriz Ni-NTA; Coluna 6=eluicdo com 0,5M
NaCl da matriz Ni-NTA; Coluna 7=eluig¢do com 1M imidazole,
pH 7,6 da matriz Ni-NTA; Coluna 8= Fluido da fraccgdo
apresenta na Coluna 4 apds passagem através de uma matriz
Ni-NTA; Coluna 9= eluicdo com 0,5M NaCl da matriz Ni-NTA; e
Coluna 10 = eluig¢do com 1M imidazole, pH 7,6 da matriz Ni-

NTA. De notar também, na Coluna 2 a reactividade do
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anticorpo monoclonal 4E10-1.14 com o PSMA nativo de
extensdo total expressado em células LNCaP.

FIGURA 18. “Western blot” de lisados brutcs de células
SF9 infectadas com um baculovirus contende, guer uma
insercédo irrelevante, qguer uma inserc¢do de 1,9 kb
codificando uma porg¢do do PSMA (aminocacidos 134-750 do PSMA
de extensdo total, SEQ ID NO:2) sondado com o anticorpo
7E11-C5. Colunas 1,2= Marcadores de Peso Molecular; Coluna
3= virus irrelevante infectado com lisado de células SF9;
Coluna 4=lisado de células SF9; e Coluna 5=insercdo de 1,9
kb do PSMA contendo virus infectado com o lisado SF9. E de
notar que as Dbandas positivas para o 7TE11-C5 foram
observadas com quaisquer produtos proteicos presentes nas
células SF9, ou com aqueles infectados com qualquer um dos
virus.

FIGURA 19. “Western blot” do PSMA e do PSM' obtidos a
partir de células LNCaP, fluido seminal humano e soro
humano, sondados com o anticorpo monoclonal 3D7-1.1. Coluna
l1=1lisasdo celular de LNCaP; Coluna 2=PMSA purificado por
imuncafinidade c¢om 7E11-C5 a partir de células LNCaP;
Coluna 3=fluido seminal humano; e Coluna 4= soro humano
masculino. Estdo indicadas as posicdes do PSMA e do PSM'

FIGURA 20. Representacdo em diagrama dos fragmentos de
PSMA e de PSMA expressados como proteinas bacterianas de
fusdo. O PSMA de extensdo total ¢é definido como os
aminoacidos 1 até 750 da SEQ ID NO:2. Ao PSM' faltam-lhe os
primeiros 57 aminodcidos, que contém também o dominio
transmembranar (TM, residuos 20 até 43) da proteina. Os

fragmentos de PSMA utilizados sdo compostos pelos
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amincacidos 1 até 173, pelos aminocacidos 134 até 437, e
pelos aminodcidos 438 até 750, como indicado na figura e na
SEQ ID NO:2. Os anticorpos encontram-se listados abaixo da
regido da proteina correspondente a localizacdo aproximada
dos seus epitopos de ligagdo. A parte inferior da figura
lista 3 anticorpos, gque foram descobertos como sendo
capazes de ligar apenas as conformag¢des nativas da proteina
e a proteina ndo-desnaturada ou aos fragmentos da proteina.
Com base em experiéncias de imunocitoquimica e de
citometria de fluxo com c¢élulas vivas, estes epitopos
mapeiam-se no dominio extracelular, entre os aminodcidos 44

até 750 da SEQ ID NO:2.

5. DESCRIGAO DETALHADA DA INVENGAO

A presente invencéo relaciona-se com
anticorpos monoclonais especificos para o} dominio
extracelular do PSMA, com o0s métodos de utilizacdo de tais
anticorpos e de uma variante truncada da proteina, PSM',
identificada por tais anticorpos. Apesar de 0s
procedimentos e métodos especificcs aqui descritos serem
exemplificados utilizando um ©péptido C-terminal, uma
preparacao de membrana tumoral expressando o PSMA ou o PMSA
purificado, para imunizar ratinhos, sdo meramente
ilustrativos para a pratica da invencdo. Os procedimentos e
técnicas anadlogas sdo igualmente aplicédveis a uma variedade
de animais hospediros imunizados contra o PSMA sob a forma
de proteina, péptidos, antigénios da superficie celular e

preparacdes da membrana em bruto.
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5.1. LINHAGENS CELULARES DE HIBRIDOMAS E PRODUQKO DE

ANTICORPOS

Numa materializacdo especificada, a titulo de
exemplo, na Secgdo 6, infra, um péptido sintético derivado
da regido C-terminal do PSMA, foi utilizado como
imunogénio. 0s resultados mostram gque um anticorpo
designado 3F5.4G6, se liga ao dominio extracelular do PSMA,
gue se encontra exposto & superficie de células vivas de
cancro da préostata e no soro de doentes com cancro da
préstata. Adicionalmente, os exemplos de trabalho nas
SecgBes 7 e 8, infra, demonstram a producdo de anticorpos
monoclonais adicionais, direccionados para o dominio
extracelular do PSMA, depois da imunizacido de animais com
uma preparacdo de membranas tumorais que expressavam o
PSMA. Neste enguadramento, as células cancerosas tais como
as LNCaP, que expressam o PSMA, células hospedeiras
transfectadas com a sequéncia codificante do PSMA, o PSMA
purificado, o PSM' ou o0s péptidos do dominio extracelular
do PSMA, podem ser utilizados como imunogénios para
desencadear uma resposta imune em animais hospedeiros, para
dar origem a anticorpos monoclonais especificos para o
dominio extracelular do PSMA.

As células somaticas como o potencial para
produzir anticorpos e, em particular linfdécitos-B, sdo
adequadas para fusdo com uma linhagem de mieloma de
células-B. Estas células produtoras de anticorpos, gque se
encontram na fase de divisido de plasmablasto, entram em

fusdo preferencialmente. As células somdticas podem ser
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obtidas a partir de ndduleos linfaticos, do bago e do sangue
periférico de animais confrontados com o antigénio, sendo
gue as células linfaticas de escolha dependem, em larga
medida, da sua utilidade empirica no sistema de fusdo
particular. Uma vez confrontados ou hiperimunizados, os
animais podem ser utilizados como fonte de linfécitos
produtores de anticorpos. Os linfécitos de ratinho dao
origem a uma percentagem mais elevada de fusdes estaveis
com as linhagens de mielomas de ratinho abaixo descritas.
De estes s&o preferidos os ratinhos BALB/c. No entanto para
preparar células produtoras de anticorpos podem também ser
utilizadas como hospedeiros, outras estirpes de ratinhos,
coelhos, hamsters ovelhas e 1r&s. Conforme revisto por
Goding (in Monoclonal Antibodies: Principles and Practice,
2d ed., pp. 60-61, Orlando, Fla., Academic Press, 1986), a
utilizacdo de 1linfécitos de rato pode oferecer varias

vantagens.

Alternativamente, células somaticas humanas
capazes de produzir anticorpos, especificamente linfécitos-
B, s&do adequadas para fusdo com linhagens celulares de
mielomas. Apesar de poderem ser utilizados linfécitos-B de
biopsias individuais de bago, das amigdalas ou nddulos
linfaticos, os 1linfécito-B de sangue periférico, mais
acessivelis, sdo preferidos. Os 1linfécitos podem ser
derivados de doentes diagnosticados com carcinomas da
préstata. Adicionalmente, c¢élulas S humanas podem ser

imortalizadas directamente pelo virus Epstein-Barr (Cole et
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al., 1995, Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan

R. Liss, Inc., pp. 77-96).

As linhagens celulares de mieloma adequadas para
utilizacdo em procedimentos de fusdo para produgdo de
hibridomas, sdo preferivelmente ndo-produtoras de
anticorpos, tendo elevada eficiéncia de  fusédo, e
deficiéncias enzimaticas gue as tornam incapazes de crescer
em certos meios selectivos, que suportam o crescimento dos
hibridomas  desejados. Os exemplos  destas linhagens
celulares de mieloma que podem ser utilizada para a
produ¢do de hibridos celulares de fusdo da invenc¢do,
incluem P3-¥X63/Ag8, X63-Ag8.653, NS1/1.Ag 4.1, Sp210-Agl4,
FO, NSO/U, MPC-11, MPC11-X45-GIG 1.7, S194/5XX0 Bul, todas
derivadas de ratinho; as R210.RCY3, Y3-Ag 1.2.34 IRO83F e
4B210 derivadas de rato e as U-266, GM1500-GRG 2, LICR-LON-
HMy2, UC729-6, todas derivadas do homem (Goding 1In
Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 2d ed., pp.
65-66, Orlando, Fla., Academic Press, 1986; Campbell, in
Monoclonal Antibody Technology, Laboratory Techniques in
Bicchemistry and Molecular Biology Vol. 13, Burden and Von

Knippenberg, eds. pp. 75-83, Amsterdam, Elseview, 1984).

Os métodos para gerar hibridos de células de baco
ou nédulos linfaticos, e células de mieloma produtoras de
anticorpos, compreendem normalmente a mistura de células
somaticas com células de mieloma, numa proporgdo de 2:1
(apesar de a proporcidc poder variar entre cerca de 20:1 até

cerca de 1:1), respectivamente, na presenca de um agente ou
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agentes (guimicos ou eléctricos) gue promovem a fusdo de
membranas celulares. E muitas vezes preferido que o mesmo
animal sirva comc fonte das células somaticas e de mieloma
utilizadas no procedimento de fus&do. Os métodos de fuséo
foram descritos por Kohler e Milstein (1975, Nature 256:
495-497; 1976, Eur. J. Immunol. 6:511-519), e por Gefter et
al. (1977, Somatic Cell Genet. 3:231-236). Os agentes
promotores da fus&o utilizados por aqueles investigadores
foram o wvirus de Sendai e o polietilenoc glicol (PEG),
respectivamente. Os métodos de fusdo revistos por Goding
(1986, in Monoclonal Antibodies: Principles and Practice,
2d ed., pp. 71-74, Orlando, Fla., Academic Press),
incluindo 08 acima, bem como a fusdo induzida
electricamente sido também adequados para gerar anticorpos

monoclonais da invenco.

Os procedimentos de fusdo produzem normalmente
hibridos viaveis numa frequéncia muito baixa, cerca 1x107°
a 1x10" de células somdticas. ©Por ~causa da baixa
frequéncia de obtencdo de hibridos viaveis, & essencial ter
meios de seleccionar o0s hibridos celulares de fusdc, de
entre as restantes c¢élulas que n&o sofreram fusdo, em
particular as células de mieloma que ndo sofreram fusio. E
também normalmente necessdrio um meio de detectar os
hibridomas produtores de anticorpos desejados, de entre os

outros hibridos celulares de fusédo.

Geralmente, as células de fusédo s&o cultivadas e

meios selectivos, ©por exemplo, o meio HAT contendo
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hipoxantina, aminopterina e timidina. O meio HAT permite a
proliferacdo de células hibridas e previne o crescimento de
células de mieloma que n&o sofram fus&o que normalmente
continuariam a se dividir indefinidamente. A aminopterina
bloqueia a sintese de novo, da purina e da pirimidina,
através da inibicdo da producdo de tetrahidrofolato. A
adicdo de timidina ultrapassa o bloqueio na sintese de
pirimidina, enquanto a hipoxantina é incluida no meio, de
maneira a que as células inibidas sintetizem purina,
utilizando a via de recuperacdo de nucledtidos. As células
de mieloma empregues sdo mutantes acs quais lhe falta a
hipoxantina fosforibosil transferase (HPRT), e qgue néo
podem  portanto utilizar & via de recuperacdo de
nucledtidos. No hibrido sobrevivente, o linfécito B fornece
a informacdo genética para a producdo desta enzima. Uma vez
gue os linfécitos B, tém eles proéprios um tempo de vida
limitado em cultura (aproximadamente duas semanas), as
tnicas células que podem proliferar em meic HAT, s&o os

hibridos formados a partir de células de mieloma e bacgo.

Para facilitar o rastreio dos anticorpos
secretados pelos hibridos e para prevenir os hibridos
individuais de suplantarem os restantes, a mistura da fusdo
entre o mieloma e os linfécitos B & diluida em meio HAT e
cultivada em multiplos pogos de microplacas. Em duas ou
trés semanas, quando os clones hibridos se tornam visiveis
microscopicamente, o) fluido sobrenadante dos jelelelels
individuais contendo o0s clones hibridos, é submetido a

ensaio quanto ao anticorpo especifico. O ensaio deve ser
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sensivel, simples e rédpido. As técnicas de ensaio incluem
0s radioimunoensaios, ©s imunocensaios enzimdticos, o0s
ensaios de citotoxicidade, os ensaios de placas, os ensaios

de imunoligacdo “dot” e outros semelhantes.

Depois de os hibridos celulares de fusdo terem
sido seleccionados e <clonados em linhagens celulares
individuais produtoras de anticorpos, cada linhagem celular
pode ser propagada por uma de duas maneiras normalizadas.
Uma amostra de hibridoma pode ser injectada num animal
histocompativel do tipo que foi utilizado para fornecer as
células somaticas e de mieloma para a fus&o inicial. Os
animais injectados desenvolvem tumores que secretam o
anticorpo monoclonal especifico produzido pelo hibrido
celular de fusdo. Os fluidos corporais do animal, tais como
o soro o liquido ascitico, podem ser drenados para fornecer
oS anticorpos monoclonais em concentracgdes altas.
Alternativamente, as linhagens celulares individuais podem
ser  propagadas in vitro, em frascos de cultura
laboratorial; o meio de cultura, que contém também elevadas
concentracdes de um unico anticorpo monoclonal especifico,
pode ser colhido por decantacéio, filtracéao ou
centrifugacao.

Para além da tecnologia de hibridomas, os
anticorpos monoclonais especificos para o} dominio
extracelular do PSMA podem ser produzidos através de outros
métodos bem conhecidos na arte. Por exemplo, podem ser
utilizadas abordagens moleculares utilizando tecnologia de

apresentacdo por fagos, para expressar as regides variaveis
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do anticorpo que ligam ao PSMA (U.S. Pat. Nos. 5,223,409;

5,403,484 e 5,571,698) .

Os anticorpos monoclonais ou o©os fragmentos
purificados dos anticorpos monoclonais, que possuem pelo
menos uma regido de ligagcdo ao antigénio incluem, tais
como, Fv, F(ab');, fragmentos Fab (Harlow and Coluna, 1988,
Antibody, Cold Spring Harbor), anticorpos de cadeia tnica
(U.S. Pat. DNo. 4,%46,778), anticorpos quiméricos ou
humanizados (Morrison et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 81:6851; Newuberger et al., 1984 Nature 81:6851) e
regides determinantes de complementaridade (CDR), podem ser
preparados através de procedimentos convencionais. A
purificacdo dos anticorpos ou dos fragmentos pode ser
alcancada através de uma variedade de métodos conhecidos
dagueles com pericia, incluindo, a precipitacdc com sulfato
de ambénia ou sulfato de sdédio, seguido por didlise contra
solucgéo salina, cromatografia de troca idénica,
cromatografia de afinidade ou imuncafinidade, bem como por
filtracdo em gele, electroforese de zona, etc. (ver Goding
in, monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 2d ed.,

pp 104-126, Orlando, Fla, Academic Press).

5.2. CARACTERIZAQKO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS E PSM'

Utilizando as técnicas genericamente descritas na
Seccdo 5.1 supra, e ilustradas nas secgdes 6-8, infra,
foram seleccionadas trinta e cinco 1linhagens celulares

hibridomas, pocr causa da sua producdo de anticorpos
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monoclonais especificos para o dominio extracelular do
PSMA. A presente invencdo engloba os anticorpos monoclonais
exemplificados nas Seccdes, 6, 7 e 8, infra, bem como
outros anticorpos monoclonais que se liguem especificamente
aco dominio extracelular do PSMA e PSM', incluindo
particularmente quaisquer anticorpos gue inibam
competitivamente a ligacdoc de qualquer um ou mais de um dos
acima referidos, anticorpos contra o PSMA, como avaliado
num imunoensaio enzimdtico, radioimunocensaio ou qualquer

outro imunocensaio de ligac¢do competitiva.

O anticorpo 3F5.4G6 & um anticorpo IgM isotipico
gque se liga especificamente ao PSMA expressado em lisados
celulares de cancro da prédstata € na superficie celular de
células de cancro da prbstata, bem como no soro obtido a
partir de doentes com carcinoma da prdstata. Além disso, o
3F5.4G6 também se liga especificamente ac PSM'. O epitopo
do PSMA reactivo ao 3F5.4G6-é extracelular, C-terminal e
distinto do reconhecido pelo 7E11-C5 (Horoszewicz et al.,
Anticancer Res. 7:927-936), que estd associado a membrana
no citoplasma das células. Os anticorpos 3D7-1.1 e 4E10-
1.14 s&o também anticorpos IgM e ligam-se ao PSMA
expressado em lisados celulares de cancro da prdstata e na
superficie celular. Estes anticorpos podem ser utilizados
para detectar quer o <cancro da probdstata e tumores
metastaticos, tals como as metastases 6sseas do cancro da
préstata. Além disso, foram gerados trinta e dois
anticorpos do isotipo IgG e que sdo especificos para os

epitopos ao longo do dominio extracelular do PSMA. Os
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anticorpos do isotipo IgG activam a citdlise mediada pelo
complemento e ligam-se as células fagociticas através da
sua regido Fc. Além disso o seu tamanho e estabilidade mais
reduzidos podem permitir, uma melhor penetracdo do que a

IgM nos tecidos, in vivo.

Durante o desenvolvimento de uma resposta de um
anticorpo, as células produtoras de anticorpos, secretam
primeiro os isotipo IgM que muda eventualmente para IgG.
Estes eventos de mudanca de classe ocorrem através de
rearranjos no ADN, nas regides constantes dos genes, de tal
modo gue seja mantida a mesma especificidade para o
antigénio. 0Os diferentes isotipos de anticcrpos possuem
funcdes efectoras diferentes. Por exemplo, o IgM e todas as
subclasses de IgG, excepto a IgG4, se podem fixar ao
complemento aquando da ligacdo do anticorpo. Em contraste,
a IgkE liga-se a mastdécitos, numa reacgdo alérgica para

desencadear a libertacdo de histamina.

As linhagens celulares de hibridoma produzem
também wvariantes de mudancas de classe durante a cultura a
longo termo. Em particular, os anticorpos monoclonais que
mudam de IgM para IgG ou IgG; para IgGsag, foram
seleccionados pela sua elevada afinidade pela proteina A, o
gue facilita a sua purificacdo. Qualquer variante de
mudanca de classe pode ser seleccionada quanto a uma funcdo
efectora particular (Spira et al., 1985, em Hibridoma
Technology in the Biosciences and Medicine, ed. Springer,

pp. 77-88, Plenum Press, NY; Harlow and Coluna, 1988
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Antibodies, Cold Spring Harbor Laboratory). No caso dos
anticorpos exemplificadeos, uma vez que alguns deles sdo do
isotipo IgM, é desejavel seleccionar também variantes IgG
gue possuam a mesma especificidade para o antigénio, © que
pode ser mais Util para certos fins, in vitro ou in vivo. A
presente invencdo engloba variantes de IgG dos anticorpos
monoclonais da invenc&o, incluindo o 3F5.4G6, 3D7-1.1 e o

4E10-1.14.

As secc¢des 6-8, infra, mostram que os anticorpos
exemplificados reconhecem uma proteina com peso molecular
de 120 kD. Em particular, a a maior parte destes anticorpos
reconhece também uma proteina com peso molecular de 105-110
kDa em lisados celulares de tumor da proéstata. Enquanto que
a proteina de 120 kDa é também reconhecida pelo anticorpo
7E11-C5, a proteina de peso molecular inferior, & apenas
detectada pelos anticorpos da invencdo. Portanto, a
proteina de 105-110 kDa representa o produto de um ARNm,
conhecido como PSM'. ©No entanto, antes da presente
invencdo, a PSM' proteina nunca foi referida; e pensava-se
gque se tratava de um ARNm ndo-translacionado. Uma vez que
se presume que a sequéncia de aminocacidos do PSM' ndo tem
to as regides citoplasmaticas e transmembranares do PSMA,
como deduzido a partir da sua sequéncia de ARN, &
consistente que o 7E11-C5 ndo iria reagir com este produto,
por causa da sua especificidade relativamente a um epitopo
intracelular. Em contraste, os anticorpos especificos para

o dominio extracelular do PSMA também reconhecem o PSM'.
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5.3. SEQUENCIAS CODIFICANTES DE ANTICORPOS MONOCLONAIS

ESPECIFICOS PARA O PSMA

Numa outra materializacdo da invencéo, as
linhagens celulares de hibridoma exemplificadas, podem ser
utilizadas para produzir composicdes que compreendam um
local de ligacdo ao antigénio ou variantes de anticorpos,
compreendendo um local de ligagdo ao anticorpo ou que
combinem as regides varidveis ou hipervaridveis murinicas,
com as regides constantes humanas, ou regides constantes e
varidveis  contiguas, isto ¢, anticorpos  quiméricos
humanizados, bem como o0s anticorpos humanizados que
retenham apenas CDRs de ligac&o ao antigénio do anticorpo
original em associacdo com regides humanas contiguas (ver,
Waldmann, 1991, Science 252: 1657, 1662, particularmente
1658-59 e as referéncias ai citadas). E expectavel, que
tais anticorpos tenham uma imunogenicidade reduzida, quando
administrados in wvivo, em aplicagdes de diagndstico,

profilaticas ou terapéuticas de acordo com a invengdo.

Ainda numa outra materializacdo, a 1nvencédo
englcba a utilizacdo de linhagens celulares de hibridomas
como fonte de ADN ou ARNm, codificantes dos genes da
imunocglobulina activada re-arranjados, que podem ser
isolados, clonados, através de técnicas de ADN
recombinante, e transferidos para outras células, para a
producdo de fragmentos de ligac&o ao antigénio, especificos
para o dominio extracelular do PSMA. Pelo isclamento do ADN

rearranjado e pela preparacdo de ADNc a partir do ARNm das
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linhagens celulares de hibridoma da invencgédo, pode ser

obtida uma sequéncia livre de intrdes.

Para ilustracdo, e ndoc como meio de limitacdo,
pode ser preparada uma biblioteca de imunoexpressdo e
rastreada quanto a fragmentos de ligagdo do PSMA e PSM',
como se segue (Ver, Huse et al., 1989, Sci. 246:1275-1281;
Mullinax et al., 1990, Proc. Natl Acad. Sci. USA 87:8045-
8089). O ARN total pode ser purificado (por exemplo,
utilizando kits disponiveis comercialmente) e convertido em
ADNc utilizando um iniciador oligo (dT) para a cadeia leve
(L) e um iniciador especifico para a cadeia pesada
utilizando a transcriptase reversa. A amplificacdo pela
reacgdo em cadeia da polimerase (PCR) das sequéncias da
cadeia H e L pode ser feita separadamente com conjuntos de
pares de iniciadores. 0Os iniciadores a montante pode ser
concebidos para hibridizar com sequéncias parcialmente
conservadas nas regides “leader” e/ou “framework” de Vy or
Vi, e o0s iniciadores a Jjusante podem ser concebidos para
hibridizar com as sequéncias do dominio constante. Tais
iniciadores iriam conservar a totalidade da cadeia L e
disponibilizar cadeias H correspondentes ao Fd da IgG, e
conservando as ligag¢des dissulfidicas H-L. Os fragmentos do
AND de L e H, amplificados por PCR, sdo entdo digeridos e
ligados separadamente em vectores das cadeias H e L. Estes
vectores contém uma sequéncia “pelB leader”, um local de
ligacdo ao ribossoma e codbdes de terminacdo. A partir de
vectores disponiveis comercialmente podem ser preparados

vectores de fagos lambda, adeguados para expressao em K.
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colli (ImmunoZAP L, ImmunoZAP H; Stratacyte, La Jolla,
Calif.). O ADN recombinante de fago ligado é incorporado
num bacteriofago com um extracto de empacotamento, in
vitro, e utilizado para infectar E. coli. A biblioteca de
imuncexpressdo assim criada é rastreada quanto a fragmentos
de ligacdo ao antigénio, utilizando o PSMA, o PSM' ou um
péptido derivado. 0s clones positivos podem ser rastreados

e identificados como descrito por Mullinax et al. (supra).

5.4. UTILIZAGOES DOS ANTICORPOS E DE PREPARAGCOES DE

ANTICORPOS ESPECIFICOS PARA O DOMINIO EXTRACELULAR DO PSMA

Apesar de os procedimentos e métodos especificos
aqui descritos serem exemplificados utilizando 08
anticorpos monoclonais da invencdo, sdo apenas ilustrativos
para a pratica da invencdo. Os fragmentos purificados de
anticorpos monoclonais possuindo pelo menos uma porcdo da
regifdo de ligacdo ao antigénio, incluindo os fragmentos Fv,
F(ab') 2, Fab, 0s anticorpos de cadeia simples, o©s
anticorpos quiméricos ou humanizados ou CDRs, podem ser
utilizados nos procedimentos e métodos abaixo descritos, de

acordo com a presente invencao.

5.4.1 APLICACOES IMUNOHISTOLOGICAS E IMUNOCITOLOGICAS

Os anticorpos monoclconais da presente invencdo
podem ser utilizados para detectar células do carcinoma da
prostata em espécimes histoldgicos e citoldgicos, e em

particular, para distinguir tumores malignos de tecidos



PE1064303 - 30 -

normais e de tumores ndo-malignos. Os espécimes de tecidos
podem ser corados pelos anticorpos e a sua ligacgéo
detectada por um segundo anticorpo conjugado com um
marcador tal como a peroxidase, a fluoresceina, fosfatase

alcalina, e semelhantes.

Além disso, técnicas de imunofluorescéncia podem
utilizar os anticorpos monoclonais da presente invencdo
para examinar tecido humano, células e espécimes de fluidos
corporais. Num protocolo tipico, laminas contendo sec¢des
criostéticas congeladas de amostras de tecidos bioldgicos
nao fixados ou esfregagos citoldgicos que s&c secos ao ar,
fixados com formalina ou acetona, e incubados com a
preparacdo do anticorpo monoclonal numa cdmara humidificada

a temperatura ambiente.

As laminas sdo entdo lavadas e adicionalmente
incubadas com uma preparacdo de anticorpo direccionado
contra o anticorpo monoclonal, normalmente algum tipo de
imunoglobulina anti-ratinho se os anticorpos monoclonais
utilizados s&o derivados da fusdo de linfécitos do baco de
ratinho com uma linhagem celular de mieloma de ratinho.
Esta imunoglobulina anti-ratinho é marcada com um composto,
por exemplo rodamina ou isotiocianato de fluoresceina, que
fluorescem a um comprimento de onda particular. O padrdo de
marcacdo &  as intensidades da amostra sdo entdo
determinados por microscopia de fluorescéncia e

opcicnalmente registadas fotograficamente.
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Como uma outra alternativa, podem ser utilizadas
a anadlise computorizada da imagem de fluorescéncia ou
citometria de fluxo, para analisar espécimes de tecido ou
células esfoliadas, isto &, preparacdes de células isoladas
de biopsias por aspiragdo ou de tumores da prostata
utilizando o©s anticorpos monoclonais da invencdo. Os
anticorpos monoclonais da invengdo s&o particularmente
tteis na quantificag¢do c¢élulas tumorais vivas, 1isto &,
preparacdes de células isoladas de biopsias por aspiracdo
ou de tumores da proéstata através andlise computorizada da
imagem de fluorescéncia ou com um citdmetro de fluxo. Os
anticorpos da invencdo sdo particularmente {Uteis nos
ensaios para diferenciar tumores benignos de tumores
malignos da préstata, uma vez que o PSMA ao qual os
anticorpos monoclonais se ligam, & expressado em
guantidades aumentadas relos tumores malignos. A
percentagem populacional de células positivas para o PSMA,
iscladamente ou em conjuncdo com a polidia de AND destas
células, pode, adicionalmente fornecer informacédo
prognéstica muito 0til, através da disponibilizacdoc de

indicador precoce da progressdo da doenca.

Ainda numa outra materializacido alternativa, os
anticorpos monoclonais da presente 1invencdo podem ser
utilizados em combinac&o com outros anticorpos da préstata
conhecidos, para disponibilizar informacdc relativa ao

fenétipo maligno de um carcinoma da préstata.
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5.4.2 APLICACOES IMUNOSEROLOGICAS

A utilizacdo dos anticorpos monoclonais da
invencdo pode ser estendida ao rastreio de fluidos
bioclégicos humanos, quanto a presenca dos determinantes
antigénicos especificos reconhecidos. A avaliacdo
imunoserolégica in vitro, de fluidos bioldgicos recolhidos
de doentes permite o diagndstico ndo-invasivo de cancros. A
titulo de ilustracdo, os fluidos corporais humanos, tais
como o fluido prostético, o fluido seminal o sangue total,
O soro ou a urina podem ser colhidos de um doente e
avaliados quanto ao epitopo especifico, quer como antigénio
libertado ou ligado & membrana em células na amostra de
fluido, utilizando anticorpos monoclonais especificos para
0o dominio extracelular do PSMA e PSM, em ensaios
normalizados de radioimunoensaio ou imunoensaios acoplados
a enzima, imunoensaios acoplados a enzima de ligacgdo
competitiva, “dot Dblot” ou “Western Dblot”, ou outros

ensaios conhecidos na arte.

Adicionalmente, pode ser desenvolvido um ensaio
de diagnéstico mais sensivel para a proteina PSMA ou PSM'
proteina, através da utilizacdo de anticorpos monoclonais
direccionados para epitopos ndo-sobreponiveis no PSMA e
PSM'. Os anticorpos especificos para as extremidades
opcstas do PSMA, tais como o 7E11-C5 e os anticorpos da
invencdo, sdo particularmente adequados para utilizacdo em
tal ensaio. A este respeito, um anticorpo pode ser ancorado

a uma substrato para capturar o PSMA ou PSM' num fluido
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biclégico, enquanto gue o outro anticorpo € utilizado para
detectar o antigénio ligado ao anticorpo. Além disso, uma
vez que a expressdo do PSMA e PSM' se encontra aumentada no
cancro da préstata e nos tecidos normais da prdstata,
respectivamente, os anticorpos gue distinguem estas duas
formas podem ser utilizados para disponibilizar uma maneira
mais exacta para monitorizar a regressdo do tumor versus a
progressdo, depois do tratamento. Uma vez que a maior parte
dos anticorpos da invencdo reconhecem ambas as formas, mas
gque o 7E11-C5 apenas se liga ao PSMA, estes anticorpos pode
ser utilizados em conjuncdo ara determinar os niveis
precisos de cada forma num doente, correlacionando assim as
suas quantidades com a carga tumoral. Por exemplo, o 7E11-
C5 pode ser utilizado como um anticorpo ancorado, num
ensaio de captura de dois locais, e qualquer um dos outros
anticorpos especifico para o dominio extracelular, pode ser
utilizado como um anticorpo de deteccdo para quantificar o
PSMA. Por outro lado, qualguer combinacdo de dois
anticorpos especificos para o dominio extracelular do PSMA,
pode ser utilizado num ensaio de captura de dois locais
semelhante, para medir especificamente as concentracdes
totais de PSM' e PSMA. Uma simples subtraccdo do PMSA, do
total dos PSMA e PSM', quantifica especificamente o PSM'.
Além da deteccdo do dominio extracelular do PSMA
e PSM', através de um anticorpo monoclonal em tecidos e
fluidos corporais, as medigdes da actividade enzimatica da
NAALADase, podem ser utilizadas para quantificar o dominio
extracelular do PSMA e/ou PSM' em tecidos e/ou fluidos

corporais.
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Por exemplo, o0s niveis tecidulares podem ser
determinados pela homogeneizacdo de tecidos através de
solubilizacdo por detergente, sedimentacdc do material
insolGvel por centrifugacdo medicdo da actividade de
NAALADase no sobrenadante remanescente. De igual modo, a
actividade de NAALADase em fluidos bioldgicos pode também
ser medida, sedimentando primeiro o material celular por
centrifugacdo e executando um ensaio enzimdtico tipico da

actividade de NAALADase no sobrenadante.

Os protocolos de ensaios da actividade de
NAALADase que se aproveitam as especificidades de ligacgédo
do anticorpo, podem também ser aplicados. Por exemplo,
superficies sélidas revestidas quer com 7E11-C5, ou com o0s
anticorpos da invencdo, podem ser utilizados para capturar
a proteina PSMA ou PSM', para detecc¢do utilizando o ensaio
enzimdtico de NAALADase. Assim, isto pode ser utilizado
para detectar e quantificar diferencialmente a proteina
PSMA de extensdo total e a PSM', num espécime, uma vez que
um anticorpo especifico para o dominio extracelular se liga
tanto ao PSMA a ao PSM', enquanto que o 7E11-Ch apenas se
ligaria ao PSMA.

Podem também ser aplicados ensaics enzimaticos de
NAALADase mais convenientes, recorrendo-se das propriedades
de reaccdo da desidrogenase do glutamato (Frieden, 1959, J.
Bicl. Chem., 234:2891). Neste ensaio, o produto da reaccgdo
da enzima NAALADase é o acido glutédmico. Isto deriva da
clivagem, catalisada pela enzima, do N-acetilaspartil-

glutamato para originar 4&cido N-acetilaspartico e 4&cido
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glutdmico. O Aacido glutdmico, numa etapa que requer
NAD(P)", origina 2-oxoglutarato mais NAD(P)H, numa reaccdo
catalisada pela glutamato desidrogenase. O progresso da
reacgdo pode ser facil e convenientemente medido pela
mudan¢ca na absorvidncia a 340 nm devido & conversdo de
NAD(P)" em NAD(P)H. Deste modo, podem ser alcancadas
melhorias ao ensaio de actividade de NAALADase, aplicéveis
a um formato de fase sdlida com anticorpos de captura
imobilizados. Deste modo, podem ser realizados multiplos
ensaios simultaneamente, num leitor de microplacas com base
mudan¢a na absorvancia a 340 nm, antes e depois da adigéo
de NAD" or NADP'. N&o se restringiria a ensaios em fase
s6lida, uma vez que com este tipo de ensaio de actividade
de NAALADase, seriam também possiveis ensaios em solucdo de

soro, por exemplo.

Podem também ser preparados kits contendo os
anticorpos meonoclonais da invenc¢do ou fragmentos deles
derivados, para o diagnéstico in vitro, para o prognoéstico
e/cu monitorizacdc do carcinoma da prostata, através de
métodos  imunohistolégicos, imunocitolégicos e  imuno-
seroldgicos acima descritos. Os componentes dos kits podem
ser acondicionados quer em meio aquoso, quer na forma
licfilizada. Quando 0s anticorpos monoclonais (ou
fragmentos deles derivados) sdo utilizados nos kits, scb a
forma de conjugados nos quais é acoplada uma parte
marcadora, tal como uma enzima ou i1do metalico, o©s
componentes de tais conjugados podem ser disponibilizados

guer sob uma forma totalmente conjugada, ou sob a forma de
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intermedidrios ou componentes separados a serem conjugados

pelo utilizador do kit.

Un kit pode compreender um transportador a ser
compartimentalizado para nele receber, em confinamento
rigoroso, um ou mais meios contentores ou séries de
contentores tais como tubos de ensaio, ampolas, frascos,
garrafas, seringas, ou semelhantes. Um primeiro destes
contentores ou série de contentores pode conter o anticorpo
monoclonal (ou fragmento dele derivado) o PSMA ou PSM'. Um
segundo contentor ou série de contentores pode conter um
marcador ou um intermedidrio marcador-ligante capaz de se
ligar ao anticorpo primario (ou fragmento dele derivado),

PSMA ou PSM'.

5.4.3 UTILIZACOES NO DIAGNOSTICO IN VIVO, PROFILATICAS

E TERAPEUTICAS

Os anticorpos monoclonais desta invencdo, ou o0s
fragmentos deles derivados s&o particularmente Uteis para
apontar células de cancro da préostata in vivo. Podem ser
utilizados para localizacdo e monitorizacdo de tumores, bem
como para a terapia do carcinoma primario da proéstata e
metastases. Para estas aplicagdes in vivo, é preferivel
utilizar anticorpos monoclonais purificados ou fragmentos
purificados dos anticorpos monoclonais que possuam pelo
menos uma parte da regido de ligagdo ao antigénio,
incluindo tais como Fv, F(ab');, fragmentos Fab (Harlow e

Coluna, 1988, Antibocdy Cold Spring Harbor), anticorpos de
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cadeia simples (U.S. Pat. ©No. 4,946,778), anticorpos
guiméricos ou humanizados (Morrison et al., 1984, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 81:6851; Newuberger et al., 1984
Nature 81:6851), CDR, e semelhantes. A purificacdo dos
anticorpos ou fragmentos pode ser alcancada através de uma
variedade de métodos conhecidos dos peritos incluindo,
precipitacdo pelo sulfato de aménia ou sulfato de sédio
seguida por didlise contra solucdo salina, cromatografia de
troca idénica, cromatografia de afinidade ou imunocafinidade,
bem como por filtracdoc em gele, electroforese de zona, etc,
etc. (ver Goding in, Monoclonal Antibodies: Principles and
Practice, 2d ed., pp 104-126, Orlando, Fla, Acadenmic

Press).

Para utilizacdo na deteccdo in vivo e/ou na
monitorizacdo do carcincma da préstata, os anticorpos
monoclonais purificados podem ser ligados covalentemente,
guer directamente ou por intermédio de um ligante, a um
composto que serve cComo grupo repdédrter para permitir a
imagiologia de tecidos ou 6rgdos especificos, depois da
administracdo e localizacdo dos conjugadcs ou complexos.
Uma variedade de diferentes tipos de substancias pode
servir como grupo repodrter, incluindo tais como, corantes
radiopacos, metais radioactivos e isdtopos ndo-metalicos,
compostos fluorogénicos, compostos fluorescentes, isdtopos

emissores de positrdes, metais ndo-paramagnéticos, etc.

Para utilizacdo na terapia in vivo do carcinoma

da prbstata, os anticorpos monoclonais purificados podem
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ser wutilizados isolados, ligados covalentemente, quer
directamente ou por intermédio de um ligante, a um composto
que mata e/ou inibe a proliferacdo das células ou tecidos
malignos, apds a administracéao e localizacéo dos
conjugados. Quando o anticorpc é utilizado isolado por si
s6, pode mediar a destruicdo do tumor através da fixacdo do
complemento ou da toxicidade celular dependente do
anticorpo. Alternativamente, o) anticorpo pode ser
administrado em combinacdc com um férmaco quimioterapéutico
para resultar num efeito terapéutico sinérgico (Baslya e
Mendelsohn, 1994 Breast Cancer Res. and Treatment 29:127-
138). Uma variedade de diferentes tipos de substéncias pode
ser directamente conjugada a0 anticorpo para utilizacgdes
terapéuticas, incluindo metais radiocactivos e isdtopos nédo
metéalicos, farmacos quimioterapéuticos, toxinas, etc.

(Vitetta e Uhr, 1985, Annu. Rev. Immunol. 3:197).

De acordo com uma materializacdo alternativa, p
terapia in vivo do carcinoma da prbostata, os anticorpos
monoclonais da presente invencdo podem ser modificados para
se apresentarem sob a forma de um anticorpo bi-funcional ou
bi-especifico, isto &, um anticorpo gue tem uma regiido de
ligacdo ao anticorpo especifica para o dominio extracelular
do antigénio de membrana especifico da prdstata, regiido de
ligagcdo ac anticorpo especifica para uma célula efectora
gque tem actividade tumoricida ou inibidora da actividade do
tumor. As duas regides bi-especificas do anticorpo estao,
ou guimicamente ligadas ou podem ser expressadas por uma

células modificada por engenharia genética, para produzir o
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anticorpo bi-especifico. (Ver genericaente, Fanger et al.,
1995 Drug News & Perspec. 8(3):133-137). As células
efectoras que possuem actividade tumoricida incluem, mas
nao estéo limitadas as células-T citotdxicas
(principalmente células CD8"), células “natural killer”,
etc. Uma gquantidade efectiva de um anticorpo bi-especifico
de acordo com a invencdo, é administrado a um doente com
cancro da prostata e o anticorpo bi-especifico mata ou
inibe a proliferacdo das células malignas apds a
localizacdo em locais de tumores primdrios ou metastédticos

portadores do PSMA.

Os métodos para preparacdo dos conjugados de
anticorpos, dos anticorpos da invencdo (ou fragmentos deles
derivados) sdo uUteis para a deteccdo, monitorizacdo e/ou
terapia sdo estido descritos nas U.S. Pat. Nos. 4,671,958;

4,741,900 e 4,867,973.

Os anticorpos e o0s fragmentos de anticorpo de
ligacdo ao antigénio, podem também ser conjugados com uma
proteina ou péptido heterdlogos, ou por conjugacdo quimica
ou tecnologia de ADN recombinante. A proteina guimérica
resultante possui a especificidade de ligac&o ao antigénio
do anticorpo e a funcdo da proteina heterdloga. Por
exemplo, um polinucledtideo codificante da regido de
ligacdo ao antigénio especifica para o dominio extracelular
do PSMA, pode ser geneticamente fusionado com uma sequéncia
codificadora para a cadeia zeta do receptor da célula T.

Depois e expressar esta construcdo em células T, as células
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T sdo expandidas ex vivo e introduzidas por infusdo num
doente com cancro da prostata. As células T que expressam
esta proteina quimérica s&o especificamente direccionadas
para tumores dque expressam © PSMA como o resultado da
especificidade de ligacdo do anticorpo, provocam a morte da
célula tumoral. Alternativamente, um anticorpo é fusionado
com uma proteina que induz a migracdo de leucdcitos ou que
tem uma afinidade para atrair outros compostos ao local do
tumor. Uma proteina especifica deste tipo é a
estreptavidina. A ligag¢do de um anticorpo comjugado com
estreptavidina, a uma célula tumoral pode ser seguida pela
adicdo de um farmaco, toxina ou radioisétopo biotinilado,

para provocar a morte especifica do tumor.

Podem ser preparados kits para utilizacdo in
vivo, com estes métodos localizacdo e terapia de tumores,
contendo o0s anticorpos monoclonais (ou Ifragmentos deles
derivados) conjugados com quaisquer uns dos tipos das
substéncias acima. O0Os componentes dos kits podem ser
acondicionados quer em meio aquoso, quer na forma
licfilizada. Quando 0s anticorpos monoclonais (ou
fragmentos deles derivados) sdo utilizados nos kits, sob a
forma de conjugados nos quais é acoplada uma parte
marcadora ou uma parte terapéutica, tal como um 1ido
metalico radioactivo ou parte com um farmaco terapéutico,
os componentes de tails conjugados podem ser disponibili-
zados quer sob uma forma totalmente conjugada, ou sob a
forma de intermediadrios ou componentes separados a serem

conjugados pelo utilizador do kit.
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6. EXEMPLO: PRODUCAQ DE UM ANTICORPO MONOCLONAL CONTRA

O PEPTIDEO PSMA

6.1. MATERIAIS E METODOS

6.1.1 PREPARAQKO DO PEPTIDEO IMUNIZADOR

0 péptido PSMA $#716-723
(NH,-ESKVDPSK-) (SEQ ID NO: 1) foi acoplado a hemocianina
de lapa (KLH) como transportador, utilizando o método de
Pierce (Rockford, I11l.). O complexo do péptidec KLH foi
emulsionado em adjuvante incompleto de Freund (Sigma, St.
Louis, Mo.) contendo 1 mg/ml de muramil-dipeptideo (MDP,
Pierce, Rockford, 1Ill.) numa concentracdo final de 250
png/ml. A preparacdo emulsionada do antigénio foi armazenada

a 4°c.

6.1.2 IMMUNIZATION

Fémeas de ratinho BALB/c foram imunizadas
subcutaneamente com 0,1 ml complexo peptideo-transportador
emulsionado, a cada catorze dias durante um periodo de seis
semanas. 08 ratinhos foram sangrados e o seu soro foi
testado, num radioimunoensaio especifico para o péptido
(RIA), quanto a presenca de anticorpos anti-peptideo. O0s
ratinhos que tiveram resultado positivo para anticorpos
anti-peptideo com um titulo de 1:1.000 ou superior, foram
utilizados como dadores num protocolo de fusdo. Trés dias

antes da fuséao, 0Ss ratinhos foram imunizados



PE1064303 - 42 -

intraperitonealmente com 50 nug do complexo peptideo-KLH

disscolvido em solucgdo salina.

6.1.3 FUSAO CELULAR

Trés dias depois do reforgo final com o mesmo
complexo peptido-KLH, o baco de um ratinho BALB/c, foi
removido assepticamente e foi preparada uma suspenséo de
células isoladas. Os gldébulos vermelhos foram lisados por
choque osmbético e os linfécitos restantes foram suspensos
em meio RPMI-1640. Os linfécitos do baco foram misturados
com células de mieloma P3X632g8U.1 (X63) (CRL 1597, da
ATCC, Rockville, Md.) numa razdo de 10:1  (100x10°
linfécitos do baco: 10x10° células de mieloma X63). A fusdo
dos linfécitos do baco com as células X63 foi feita pelo
método de Galfre e Milstein (1981, Methods in Enzymology,
Vol. 73, Immunochemical Techniques, Part B). As células de
hibridoma foram seleccionadas pela inclusdo de aminopterina
no meio de cultura celular (RPMI-1640-20% soro bovino

fetal).

6.1.4 RASTREIO DE HIBRIDOMAS PRIMARIOS

Foram retirados c¢inquenta microlitros (pl) do
sobrenadante das culturas celulares individuais de
hibridomas, e testados num RIA especifico para péptidos,
guanto a presenca de anticorpos especificos de péptidos.
Brevemente, o0s sobrenadantes foram adicionados a pocos de

uma microplaca de 96 pocos Pro-Bind (Falcon), gque tinha
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sido previamente revestida com péptido acoplado a albumina
sérica (BSA) a 50 pmg/ml. Depois de uma noite em incubacdo a
4°C, as placas foram lavadas guatro vezes com PBS-0,1% BSA.
A cada poco foram adicionados cinquenta microlitros de uma
diluic&o 1:500 IgM e IgG (ICN) de coelho anti-ratinho, e as
placas foram incubadas durante 1 hora a temperatura
ambiente. As placas foram lavadas quatro vezes como acima,
e a cada poco poco foram adicionados 50 pl da '*°I-Proteina.
As placas foram incubadas durante 1 hora a temperatura
ambiente e lavadas 4 vezes como acima. As placas foram
expostas a pelicula autorad (Kodak, X-OMAT) durante a noite
e reveladas. 0s pogos positivos foram seleccionados e as
células expandidas em meio de cultura para testes

adicionais.

6.1.5 RASTREIO POR “WESTERN BLOT”

Os sobrenadantes dos pogos positivos e expandidos
foram testados num ensaio de “Western Dblot”, ©para
anticorpos anti-PSMA. 0Os lisados da linhagem celular
tumoral LNCaP (CRL 1740 da ATCC, Rockville, Md.), um tumor
da proéstata que expressa o PSMA, foram sujeitos a uma
corrida em gele de SDS-poliacrilamida durante 90 minutos a
175 wvolts. As proteinas submetidas a electroforese foram
sujeitas a “electroblot” para uma membrana Immobilon-P™, e
a membrana foi bloqueada através de uma incubacido ao longo
da noite com 5% BLOTTO em tampdo salino Tris. A membrana

foi colocada num aparelho “Bio-Rad multi-screen” (Bio-Rad)

e aproximadamente 650pl do sobrenadante do hibridoma foram
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pipetados para pogos individuais. A membrana foi incubada
durante 90 minutos a temperatura ambiente e o “blot” foi
lavado 5 vezes com tampdo salino Tris 0,5% Tween-20 (TBS-
T). O “blot” lavado foi incubado com uma diluicdo de
1:5.000 de IgG anti-ratinho de cabra, marcada com
peroxidase (Kirkegaard and Perry Laboratories,
Gaithersburg, Md.) durante 1 hora a temperatura ambiente. O
“blot” foi lavado 5 vezes como acima e incubado durante 1
minuto com 2 ml do substrato quimioluminescenye LumiGLO™
(KPL, Gaithersburg, Md.). O “blot” foi exposto a pelicula
“autorad” e revelado. 0Os po¢os de hibridoma positivos
(reactividade anti-PSMA) foram identificados e

seleccionados para desenvolvimento adicional.

6.1.6 CLONAGEM POR DILUICAO LIMITANTE

Os pogos positivos de hibridomas primdrios
identificados pela sua reactividade com o PSMA no ensaio de
“Western blot” acima descrito, foram clonados por diluicgdo
limitante. As células foram ajustadas a 1 célula/ml em meio
de cultura celular completo, contendo timdcitos singénicos
como células de nutricdo de populagdo. A suspensido de
células foi dispensada nos pogos de uma placa de 96 pogos
em aliquotas de 200pl. Depois de 7-10 dias de cultura, eram
visiveis as coldénias de células. Os pogos contendo coldnias
iscladas foram colhidos e as células foram expandidas em
placas de 24 pocos (culturas de 1,5 ml). Os sobrenadantes
das células clonais foram recolhidos e testados para

anticorpos anti-PSMA no ensaio de “Western Dblot” acima
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descrito. Os clones positivos foram expandidos e congelados

em azoto liguido.

6.1.7 GERACAO0 DE FLUIDO ASCITICO E PURIFICAGAO DE

ANTICORPOS

Ratinhos BALB/c foram preparados com 0,4 ml de
“pristine” intraperitonealmente, 7-10 dias antes da
injeccdo de 10x10° células de hibridoma. O fluido ascitico
contendo o© anticorpo monoclonal foi drenado a intervalos
periddicos e armazenado a 4°C. O anticorpo monoclonal foi
purificado a partir do fluido ascitico utilizando o kit de
purificacdo de IgM “ImunoPure™” da Pierce (Rockford,
I11.).

6.1.8 IMUNOPRECIPITACAO DE PSMA

Aproximadamente 10x10° células tumorais LNCaP
foram incubadas com 1 ml tampdo de lise NP-40 (150 mM NaCl,
1% NP-40, 50 mM Tris) durante 30 minutos a 4°C. 0O lisado
foi centrifugado a 12.000 rpm e o sobrenadante resultante
foi pré-clarificado por incubacido com 50 pl de soro normal
de ratinho durante 30 minutos, seguido pela adicdo de 60 ul
de uma suspensdo a 20% de esferas de agarose de IgM anti-
ratinho. Depois de incubacdo durante 1 hora a 4°C, a
preparacdo foi centrifugada para remover as esferas e o
sobrenadante resultante foi levado a reagir com o anticorpo
monoclonal 3F5.4G6. Foram adicionadas quantidades variaveis
do anticorpo monoclonal 3F5.4Ge (2,5, 5, e 10 ug), a trés

replicados dos lisados e incubados durante 1 hora a 4°C.
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Foram adicionados cem microlitros de uma suspensédo a 10% de
esferas de agarose de IgM anti-ratinho (Sigma) e os lisados
foram incubados durante mais uma hora 4°C. Os lisados foram
centrifugados a 12.000 rpm e as esferas de agarose foram
lavadas trés vezes com o tampdo de lise NP-40. As esferas,
foram adicionados trinta microlitros de @ tampdo de
electroforese de amostras, e foram aquecidas durante dez
minutos a 95°C. As esferas foram centrifugadas brevemente a
12.000 rpm e o tampdo das amostras foi colocado num gele
SDS-poliacrilamida. Depois da electroforese, as amostras
foram submetidas a “electroblot” como acima descrito, e foi
feito um “western blot” utilizando o anticorpo monoclonal

7E11-C5, especifico para o PSMA como anticorpo repdrter.

6.1.9 ANALISE POR CITOMETRIA DE FLUXO

As células foram primeiro lavadas com tampdo
fosfato salino (PBS). Foi adicionada uma solucdo (2ml para
um frasco de 75 cm?) de Versene (0,2 g EDTA.4Na/L). A maior
parte da solugdo de Versene fol removida por aspiracéo,
antes da incubacdo & temperatura ambiente durante b
minutos. Fol adicionado PBS e as células foram retiradas
por pipetagem. As células foram lavadas duas vezes com PBS,
e contadas. Foram incubadas em gelo, quinhentas mil a um
milhio de células, com 50 pl de anticorpo primario durante
30 minutos, seguido por duas lavagens com PBS. As células
foram subsequentemente incubadas em gelo com 50 pl do
anticorpo secundario marcado com FITC (IgG de cabra anti-

ratinho para o 7E11-C5 ou IgM de cabra anti-ratinho para o
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4G6) durante 30 minutos. O anticorpo secundério em excesso
foi retirado das c¢élulas com PBS. Foili analisada a
fluorescéncia com um citémetro de fluxo (FACScan, Becton
Dickinson, San Jose, Calif.). 0Os detritos celulares foram
excluidos da populacdo de células analisadas com base nos

perfis de dispers&o frontal e lateral.

6.1.10 ENSAIOS DO SORO POR “WESTERN BLOT”

As amostras de soro foram diluidas 1:7 em tampdo
de lise (1% Triton X-100, 50 mM HEPES, 10% glicerol, 15 mM
MgCl,, 1 mM AEBSF, 1 mM EGTA). O lisado de LNCaP foi
diluido a 1:35 em tampdo de lise. As amostras diluidas
foram entdo combinadas numa razdo de 2:3 com tampdo de
amostra (tampdo redutor SDS). As amostras (20 ul) foram
corridas em SDS-PAGE 8,5% (concentracdo final de proteina
de 93 mg por amostra, conforme determinado utilizando o
“Protein Assay” Bio-Rad), e as proteinas separadas foram
transferidas para membrana de PVDF durante uma hora a 90
volts. As membranas foram entdo blogueadas durante a noite
com 5% leite-TBS. No dia seguinte, as membranas foram
sondadas com 3 pg/ml de anticorpo 7E11-C5 em TBS-T durante
uma hora, lavadas 5 vezes durante cinco minutos em TBS-T, e
sondadas com 167 ng/ml de um anticorpo secundarioc de ovelha
anti-ratinho marcado com peroxidase de rédbano em TBS-T
durante 30 minutos. Novamente, as membranas foram lavadas
cinco vezes cada em TBS-T, e as membranas reveladas

utilizando “Chemiluminescent Substrate Kit” (Kirkegaard &
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Perry Laboratories, Inc., Gaithersburg, Md.) (Rochon et

al., 1994, The Prostate 25:219-223).

Os “blots” foram visualizados por exposigdo com
uma pelicula de raios-X, revelando uma banda de proteina
com aproximadamente 120 kD. A imagem do “blot” foi
digitalizada com um scanner “Microtek ScanMaker IIHR”, e as
intensidades de banda medidas por andlise " anadlise
realizada num computador Macintosh Quadra 605, o programa
de imagem de dominio piblico do NIH (escrito por Wayne
Rasband no “U.S. National Institutes of Health” e
disponivel & ©partir da Internet no ftp andénimo em
zippy.nimh.nih.gov ou num “floppy disk” do NTIS, S285 Port
Royal Rd., Springfield, Va. 22161, part number PB93-
504868)". Todas as amostras dos doentes foram avaliadas
contra uma amostra de um dador saudavel normal, e uma
amostra de doente com cancro da prbdstata com elevado PSMA,

a partir do mesmo “Western blot” como controlos padréo.

6.1.11 DETECgﬂO DA ACTIVIDADE ENZIMATICA DO PSM'

Foram colhidos cem ml de sémen humano a partir de
dadores pagos, segundo as orientacdes da OMS para ensaios
de fertilidade. O material celular foi sedimentado por
centrifugacdo a 10.000 zrpm durante 30 minutos, e o
sobrenadante cuidadosamente retirado e dialisado durante a
noite contra duas mudancas de tampdc Tris 20 mM Tris, pH
7,6. O dialisado foil centrifugado novamente a 10.000 rpm e

carregado numa coluna de “DEAF sephacryl” que foi
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previamente lavada com tampdo Tris 20 mM, pH 7,6. A coluna
carregada foi entdo novamente lavada com 500 ml do mesmo
tampdo e as proteinas separadas pela aplicacdo de um
gradiente de tampdo Tris 20 mM a 200 mM de tamp&do Tris pH
7,6. Foram colhidas fracctes de 5 ml. A presenga de PSMA em
cada fraccdoc foi determinada ©por “Western dot blot”
utilizando o anticorpo monoclonal 7E11-C5. As fracgdes
contendo a proteina reactiva com 7E11-C5, foram agrupadas e
precipitadas utilizando sulfato de aménio a 70%. As
proteinas precipitadas foram sedimentadas por centrifugacgdo
a 10.000 rpm durante 30 minutos, e entdo ressuspendidas em
um litro de tampdo Tris 200 mM pH 7,6. As proteinas
solubilizadas foram ent&o dialisadas durante a noite contra
duas mudancas de tampdo Tris 20 mM, pH 7,6. O material
dialisado foi entdo carregado numa coluna pré-lavada
“Sephacryl”, e as proteinas eluidas, tendo sido colhidas
fracgbes de trés ml. Fol realizado um “Western dot blot” na
proteina eluida utilizando o anticorpo monoclonal 3F5.4G6.
as fraccdes 88-96 foram positivas e cada uma destas
fracgbes foi testada, guanto a pureza, por electroforese em

gele de SDS poliacrilamida.

6.2. RESULTADOS

De modo a gerar anticorpos monoclonais contra o
dominio extracelular do PSMA, foram analisadas varias
regides da proteina, no que diz respeito a sua
hidrofilicidade relativa com base no método de Hopp e Woods

(1983, Mol. Immunol. 20:483-489).
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A Tabela 1, abaixo, ilustra a hidrofilicidade
relativa de varios péptidos analisados. Em particular, foi
sintetizado um péptido possuindo a sequéncia ESKVDPSK (Glu-
Ser-Lys-Val-Asp-Pro-Ser-Lys) (SEQ ID NO: 1), correspondente
aos residuos de amincacidos 716-723 da SEQ ID NO:2 na
regifo C-terminal do PSMA. Adicionalmente, para produzir
anticorpos contra o dominio extracelular, puderam ser
utilizadas outras porg¢des do dominio extracelular, como
mostrado na Tabela 1 ou o proprio dominio extracelular
inteiro. Em contraste, dois ©péptidos de amincacidos
correspondentes aos residuos #44-58 e residuo #196-213 da
SEQ ID NO:2 induziram respostas de anticorpo anti-peptideo,

gue nédo ligaram ao PSMA nativo.

TABELA 1
Hidrofilicidade relativa dos péptidos do PSMA
PEPTIDEQO (amincéacido #) HIDROFILICIDADE RELATIVA
63-69 1,41
183-191 1,24
404-414 1,45
479-486 1,5
716-723 1,39

Antes da imunizacdo, o peptidec ESKVDPSK (SEQ ID:
NO 1) foi primeiro conjugado com KLH como transportador. 0s
ratinhos foram entdo imunizados e reforcados com © mesmo
material conjugado em intervalos semanais. Os bacos dos
animais com um titulo sérico detectdvel de anti-peptideo,

foram isolados e fusionados com células de mieloma.
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Os rastreios iniciais foram realizados atarvés de
ensaios de ligac&o utilizando o peptideo ligado a BSA como
antigénio. Das culturas individuais de hibridomas foram
removidos cinguenta pl do sobrenadanet da cultura celeular
e testados, num radioimunoensaios especifico par ao
péptido, quanto a presenca de anticorpos especificos para o
peptideo. Brevemente, os sobrenadantes foram adicionados a
pocos de uma microplaca de 96 po¢os Pro-Bind, que tinham
sido previamente revestidos com um peptid conjugado com
albumina sérica bovina (BSA). Depois de uma noite em
incubacdo a 4°C, as placas foram lavadas guatro vezes com
PBRS. A cada poc¢o foram adicionados c¢inquenta microlitros de
uma diluic&o 1:500 IgM e IgG (ICN) de coelho anti-ratinho,
e as placas foram incubadas durante 1 hora a temperatura
ambiente. As placas foram lavadas quatro vezes como acima,

1257 _proteina.

e a cada poco poco foram adicionados 50 pl da
As placas foram incubadas durante 1 hora a temperatura
ambiente e lavadas 4 vezes como acima. As placas foram
expostas a pelicula autorad durante a noite e reveladas. 0s
pocos positivos foram seleccionados e as células expandidas
em meio de cultura para testes adicionais. De entre os
pocos positivos identificados, um hibridoma designado 3F5
foi testada adicionalmente testado num ensaio de “western
blot”, tendo sido mostrado que o anticorpo que secretava
reagia com o PSMA contido nos lisados LNCaP lysates. As
células LNCaP foram cultivadas como descrito  por
Horoszewicz et al. (1983, Cancer Res. 43:1809-1818), e os

lisados preparados conforme descrito por Rochon et al.

(1994, Prostate 25: 219-223). As céluals do hibridoma 3F5
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foram clonadas atarvés de diluigdo limitante, expandiadas
em quantidade e re-analisadas num ensaio de “Western blot”.
Um subclone do anticorpo referido como 3F5.4G6 reagiu com
uma a proteina de 120 kDa de peso molecular, nos lisados
LNCaP (FIGURA 2). Este anticorpo foi isotipado como uma
IgM. Para isotipar os anticorpos monoclonais de
ratinho3F5.4G6, foi usado um “ISOStrip” obtido da
Boehringer Mannheim. 0O anticorpo monoclonal foi diluido
1:100 em PBS e amostra diluida (150 pl) adicionada a um
tubo de revelacdo fornecido como kit e incubado durante 30
segundos a temperatura ambiente e entédo agitado
berevemente. A tira de isotipagem foi entido inserida no
tubo e revelada durante 5 minutos. Surgiu uma banda azul,
guer nas secc¢les lambda ou kappa da tira, bem como em
gualguer uma das secedes de classes ou sub-classes. O
anticorpo monoclonal 3F5.4G6 foil identificado como um

isotipo IgM.

O anticorpo monoclonal 3F5.4Ge foi adicionalmente
testado contra soro recolhido de doentes com cancro da
préstata em estadio D2 em progressdo, wutilizando o
anticorpo monoclonal 7E11-C5 como um controlo (FIGURA 3).
Ambos os anticorpos identificaram uma banda com cerca de
120 kDba de pesoc molecular (FIGURA 3). Foi relaizado um
ensaio adicional de T“Western Dblot” de células LNCaP
utilizando o anticorpo monoclonal 3F5.4G6, com um anticorpo
secundario especifico para IgM (FIGURA 4). Enquanto o
anticorpo monoclonal 7E11-C5 reconheceu uma Unica banda de

cerca 120 kDa, isto é, o PSMA, o 3F5.4G6 reconheceu uma



PE1064303 - 53 -

banda de peso molecular semelhante, bem como uma banda com
cerca de 105-110 kDba. Esta banda corresponde a forma
proteica prevista do PSM', e demonstra a utilidade de um
anticorpo que reconhece especificamente o) dominio

extracelular do PSMA e do PSM'.

A reactividade do 7E11-C5 com uma proteina de 120
kDa, no soro de doenets com cancro da proéstata foi
especifica do anticorpo, e ndo devida & reactividade nao-
especifica do anticorpo secunddrio com as proteinas do soro
em geral. Num ensaio de “Western blot”, o papel Immobilon P
contendo as proteinas separadas derivadas das amostras de
soro foram reagidas postas quer com o anticorpo monoclonal
7E11-C5 mais o anticorpo secundirio acoplado com a HRP, ou
com ¢ anticorpo secunddric acoplado apenas com com a HRP. A
pelicula foi expsota durante 1 min. ou sobrexposta durante
45 min., de modo a demonstrar a n&o-reactividade do
anticorpo secunddrio com gualquer outra proteina de 120 kDa
no soro. Para detectar o mesmo antigénio foi também
utilizado, com o 3F5.4G6, © mesmo amticorpo secundario.
Portanto o anticorpo monoclonal 3F5.4G6 era especifico para

o PSMA e PSM'.

A FIGURA 5 confirma que a proteina identificada
pelo 7E11-C5 foi também reconhecida pelo anticorpo
monoclonal 3F5.4G6. Além disso, o anticorpo monoclonal
3F5.4G6 reconheceu também uma proteina de 105-110 kDa, néo
detectada pelo anticorpo moncoclonal 7E11-C5. Esat proteina

de migracdoamsi rédpida corresponde ao PSM'. Quando o lisado
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foi primeiro precipitado com o 7E11-C5, e as restantes
proteinas sondadas com o 7E11-C5, O anticorpo ndo detectou
nenhuma proteina (Coluna 4). Em contraste, quando o lisado
pré-tratado com 7E11-C5, foi sondado com o 3F5.4Go,
detectou uma proteina com cerca 110 kDa. A FIGURA 6 mostra
gue a proteina de 120 kDa, isto &, o PSMA, imunoprecipitado

pelo 3F5.4G6, foi também was also reconhecida pelo 7E11-C5.

As FIGURAS 7TA e B demonstram que o anticorpo
monoclonal 3F5.4G6 reconheceu células vivas LNCaP, atarvés
de andlise de FACS, confirmando que o 3F5.4G6 reconheceu o
dominio extracelular do PSMA. Um anticorpo que reconheca o
dominio extracelular do PSMA ¢é particularmente Util como
ferramenta de diagnéstico e/ou terapéutica no cancro da

préstata.

Foi feito reagir fluido seminal humano com um
anticorpo PSMA-especifico e analisado quanto & actividade
enzimdtica. A FIGURA 8 ilustra gue proteina reconhecida
pelo anticorpo monoclonal 3F5.4G6, na Coluna 2 tem um peso
molecular aproximado de 90 kDa. Enquanto que para o PSM' se
demonstrou que tunha um peso molecular de 105-110 kDa, em
lisados de LNCaP lysates, a proteina de 90 kDa, no fluido
seminal era provavelmente um produto parcialmente
glicosilado ou parcialmente glicosilado do PSM'. Uma vez
gue o PSM' contém va'rios locais de glicosilac&o, este peso
molecular inferior foi o resulstdo de actividades de
glicosidase no fluido seminal. O facto de o PSMA ndo estar

presente nesta preparacdo purificada, é ilustrado pelo
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facto de o 3F5.4G6 ter zreconhecido a proteina com peso
molecular de 120 kDa (Coluna 1) presente num lisado de
células LNCaP, que & o PSMA, mas gue ndo reconheceu uma
proteina deste peso molecular na Coluna 2. Além disso, ©
anticorpo 7E11-C5 n&o reconheceu a banda de 90 KDa nos

fluidos seminais.

Esta preparag¢do purificado de PSM' reconhecida
pelo anticorpo monoclonal 3F5.4G6, foil entdo ensaida quanto
4 actividade de NAAILADase. Como controle positivo foi
utizado um sobrenadante de alta velocidade, preperado a
partir de um lisado INCaP. A ©proteina que reagiu
positivamente com o anticorpo monoclonal 3F5.4G6 e em
consisténcia com o fato de esta é o PSM', continha uma
actividade 1inerente de NAATLADase 16,9 nmol/min./mg de
proteina, utilizando o ensaio descrito em Robinson et al.

(1987, J. Biol. Chem. 262:14498-14500).

7. EXEMPLO: PRODUCCAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS CONTRA

UMA PREPARAQAO DE MEMBRNA CELULAR TUMORAL CONTENDO O PSMA

7.1. MATERIAIS AND METODOS

7.1.1 IMUNIZAGRO

As células de carcinoma prostatico LNCaP foram
obtidas a partir da American Type Culture Collection
(ATCC), Rockville, Md. AS membrans de LNCaP foram

preparadas a partir de duas placas de 150 mm, pela remocdo
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das células numa solucdo de Versene, seguido de
centrifugacdo para sedimentar as células. Foi adicionada
dgua destilada ao sedimentado celular e as células foram
homogeneizadas wutilizando wum homogenizador “Dounce”. A
suspensdo homogeneizada foi centrifugada a 30.000xg, e a a
fraccdo de membranas  sedimentadas, utilizadas para

imunizacéo.

Foram imunizadas intraperitonealmente fémeas adultas
de ratinhos BALB/c, quatro veres (intervalos de 2-3
semanas) com a preparacido de membranas de LNCaP emulsionada
em adjuvante Freund completo. Cinco dias antes da fusédo
celular, os ratinhos foram reforcados com 50 pg de PSMA em
PBS, purificado por imuncafinidade. A fusdo celular foi

realizada conforme descrito na Seccdo 6.1.3, supra.

7.1.2 RASTREIO DE HIBRIDOMAS PRIMARIOS

Um ensaio com base (ELISA) num ensaio
imuncadsorvente acoplade a enzima, em fase s6lida, foi
empregue para deteccgdo de anticorpos especificos para o
PSMA. O PSMA purificado por imunocafinidade, o PSMA de
extensdo total expressado em Baculovirus, ou proteinas de
fusdoc expressadas bacterianamente, contendo fragmentos do
PSMA, foram revestidos em placas de 96 pogos Maxi-Sorp
(Nunc Immuno, Rochester, N.Y.) com uma incubacdo durante a
noite a 4°C. As placas foram lavadas com PBS-0,2% Tween-20,
e o0s restantes locais foram bloqueados com uma solucdo a 5%

de BSA, durante uma hora a temperatura ambiente. Cinguenta
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microlitros (pl) do sobrenadante de culturas de hibridomas,
foram adicionados a placas com pogos revestidos com PSMA,
as placas foram incubadas durante duas horas & temperatura
ambiente. As placas foram lavadas como acima, e 50 ul de
uma diluigdo 1:600 de IgG anti-ratinho de coelho e IgM
anti-ratinho de coelho (ICN, Costa Mesa, Calif.), foram
adicionados a cada poco. Depois de uma hora de incubacido a
temperatura ambiente, as placas foram lavadas como acima e
50 pl de uma diluigdo 1:400 de HRP conjugada com Proteina-A
(Sigma, St. Louis, Mo.), foram adicionados a cada pogo.
Depois de uma hora de incuba¢do a temperatura ambiente, as
placas foram lavadas como acima, e a cada po¢o foram
adicionados 100 pl de solugdo cromogéneo/substrato ABTS
(150 mg 2,2'-azino-bis (4cido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico em 500 ml de acido citrico 0,1 M, pH 4,35)/H0;
(10 pl 30%- Hy0, por 10 ml de solucdo ABTS). As placas foram
lidas num leitor de microplacas, e a 0D405 fol medida. As
células de hibridomas produtoras dos sobrenadantes com
valores de OD de 0,05 acima do ruido de fundo, foram
clonadas por dilui¢do limitante e submetidas a andlises

adicionais.

Para a captura do PSMA em fase sd6lida, a ensaio
acima mencionado, foi modificado do seguinte modo:
Cinqguenta microlitros de uma soclucdo a 40 nug/ml  do
anticorpo monoclonal anti-PSMA 7E11-C5, em tampdo de
ligacdo 0,1 M NaHCO;, pH 8,2, foram adicionados a pocos de
uma placa Maxi-Scrp e deixados aderir durante a noite a

4°C. As placas foram lavadas e bloqueadas como acima.
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Cingquenta microlitros do PSMA purificado por
imuncafinidade, diluidos em série, foram adicionados a
placas revestidas com 7E11-Cb, e as placas foram incubadas
durante duas horas a temperatura ambiente. Depois de
lavagem exaustiva, 50 pl do sobrenadante nédo-diluido do
sobrenadante da cultura de hibridomas c¢lone 3D7-1.1 ou
4E10-1.14, foram adicionados aos pocos e as placas foram
incubadas durante 90 minutos a temperatura ambiente. Depois
de lavagem como acima, os pog¢os foram sondados com 50 pl de
uma diluicdo a 1:1.000 de 1IgM anti-ratinho de cabra
conjugada com peroxidase, e incubados durante uma hora a
temperatura ambiente. Depois de lavagem exaustiva, 100 ul
de ABRTS/H,0;, foram adicionados a cada pogo e as placas

foram lidas num leitor de microplacas, como descrito acima.

7.1.3 PURIFICACAO DO PSMA POR IMUNOAFINIDADE

Dezasseis mililitros de células LNCaP compactadas
foram homogeneizados em 5 volumes de 25 mM Tris-HCL, pH
7,4, 150 mM NaCl, 1% NP-40 (Sigma, St. Louis, Mo.) por dois
golpes de um homogeneizadoer Potter-Elvehjem, seguido por
mistura durante a noite a 4°C. O extracto foi centrifugado
a 100.000xg durante 1 hora, e o sedimentado re-extraido
como anteriormente. Os sobrenadantes combinados foram
misturados, no fric durante a noite com “/El1 I-C5-
Immunobeads” (Pierce, Rockford, I1ll.) (volume do leito de
resina 3-5 ml). As esferas foram centrifugadas, lavadas
exaustivamente com tampio de homogeneizacdoc e deitadas numa

coluna. As esferas foram lavadas novamente com tampdo de
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homogeneizacgdo adicional contendo 1% NP-40, seguido por uma
lavagem adicional com tampdo contendo 1% Triton X-100R
(Aldrich, Milwaukee, Wis.). As esferas lavadas foram
eluidas com tampdo glicina 1,00 mM, pH 2,5, 150 mM NaCl, 1%
Triton X-100R, em fraccgdes de 2 ml. A eluicdo de proteina

foli monitorizada a 0OD280.

As fraccdes contendo proteina foram analisadas
por geles de SDS-PAGE, utilizando revelacdo por prata e
“Western blotting”. Em preparacdes tipicas, a banda
proteica de 120 kDa correspondente a reactividade com 7E11-
C5 num “Western blot”, era 60-80% pura. Um rendimento
aproximado, a partir de 16 ml de células compactadas, foi
de 1 miligrama de proteina PSMA. O detergente da preparacdo
PSMA foi removido atarvés de passagem da solucdo numa
coluna de “Extractigel” (Pierce) . A proteina foi
liofilizada e dialisada exaustivamente com PBRS, antes de

ser utilizada em imunizacdo ou rastreio de hibridomas.

7.1.4 ANALISE POR CITOMETRIA DE FLUXO

A capacidade dos anticorpos monoclonais
reconhecerem epitopos do PSMA externos ou extracelulares
foi avaliada por citometria de fluxo. As células LNCaP
(expressoras do PSMA) e as células PC-3 (ndo-expressoras do
PSMA) foram colhidas frescas a partir de frascos de cultura
de tecidos, sendo preparada uma suspensdo de células
iscladas. Foram ressuspendidos, aproximadamente um milhdo

de células em 1 ml de sobrenadante ndo-diluido de cultura



PE1064303 - 60 -

de tecidos clones de hibridoma, 3D7-1.1 ou 4E10-1.14, e
incubados no gelo durante duas horas. As células foram
lavadas duas vezes com PBS-0,1% BSAZ, 0,01% azeto de sbédio,
ressuspendidas em 100 pl de uma diluicdo a 1:100 de IgM
anti-ratinho de coelho conjugada com FITC (Jackson
ImmunoResearch, WestGrove, Pa.), e incubadas em gelo
durante mais 30 minutos. As células foram lavadas duas
vezes como acima, ressuspendidas em 500 pl de tampdo de
lavagem e analisadas quanto & marcacdo de fluorescéncia
pelo FACSCalibur (Becton-Dickinson, San Jose, Cailf.) com

software de aquisig¢do “CellQuest”.

7.1.5 ANALISE POR “WESTERN BLOT”

Os sobrenadantes de cultura de tecidos dos clones
de hibridomas 3D7-1.1 e 4E10-1.14, foram testados num
ensaio de “Western blot” quantc & reactividade com o PSMA.
A andlise de “Western blot” foi realizada seguindo o
protocolo de Pelletier e Boynton (1994, J. Cell. Physiol.
158:427-434) . Brevemente, os lisados das células LNCaP e
PC-3, PSMA purificado por imuncafinidade, ou PSMA de
extensdo total expresso em Baculovirus foram submetidos a
electroforese em gele de 8,5% SDS-PAGE, e as proteinas
separadas foram “electrobloted” para membrana de PVDF
durante uma hora a 90 wvolts. As membranas foram blogueadas
durante a noite em 5% BLOTTO e incubadas durante 90 minutos
com 20 ml de sobrenadante ndo-diluido da cultura de tecidos
do clone apropriado. O sobrenadante foi removido, os

“blots” foram lavados cinco vezes com TBS-0,5% Tween-20
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(TBS-T), e sondados com uma diluicdo a 1:5,000 de anticorpo
secundario IgM anti-ratinho de cabra conjugado com
peroxidase (Jackson), durante uma hora a temperatura
ambiente. A membrana foi lavada cinco vezes with TBS-T,
revelada com o kit de substrato quimioluminescente (KPL,
Gaithersburg, Md.), e visualizado por exposicdo a pelicula

de raio-X (Kodak).

7.1.6 PREPARAGCAO DO PSMA RECOMBINANTE ATRAVES DO SISTEMA DE

EXPRESSAO EM BACULOVIRUS

Uma inserc&o contendo a totalidade da seguéncia
codificante do PSMA (Israeli et al., 1993, Cancer Res.
53:227 230) foi clonada a partir de uma biblioteca humana
Lambda pDR2 (Clontech, Palo Alto, Calif.) utilizando sondas
especificas para a seguéncia do gene. A insercido foi
exclsada deste vector através de digestdo com Smal e Sspl e
clonada no vector de transferéncia pAcHLT-C (Pharmingen,
San Diego, Calif.) de acordo com as instrucdes do
fabricante. A co-transfeccdo do vector de transferenciation
com ¢ AND viral linearizado BacPAK6 (Clontech), originou um
virus codificando a ©proteina PSMA na extensdo total
contendo uma cauda de poli-histidina e o N-terminal da
proteina a ser utilizada no isolamento d aproteina através
da liga¢do a uma coluna Ni-NTA-column. A proteina PSMA foi
produzida através do isclamento de particulas recombinantes
de baculovirus purificadas em placa, amplificando e
infectando células S$f9, numa multiplicidade de infeccdo de

cerca de 1:2, na presenca de meio SFM II (Gibco-BRI,
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Gaithersburg, Md.) suplementado com 5% FES (Hyclone, Logan,
Utah). Depois de uma incubacdo de 48 horas, as células
infectadas foram colhidas e lisadas em 1% CHAPS,
recuperadas por Ni-NTA-Agarose (Quiagen, Chatsworth,
Calif.), com eluicdo por imidazole, segundo as instrugdes
do fabricante. O produto final foi dializado exaustivamente

contra PBRS.

7.2. RESULTADOS

Foram gerados anticorpos monoclonais contra
membranas de carcinoma protédtico contendo PSMA. Dois clones
de hibridoma, 3D7-1.1 e 4E10-1.14, foram seleccionados
através de um imunoensaio de fase s6lida, utilizando PSMA
nativo purificado por imuncafinidade, a partir de células
LNCaP e de fragmentos de PMSA expressados em bactérias,
correspondentes as regides dos aminocacidos 1-173, 134-437,
e 438-750. Os sobrenadantes dos clones de hibridoma 3D7-1.1
e 4E10-1.14, demonstraram ligacdo comparavel ao PSMA
nativo, quando comparado com © anticorpo 7E11-C5 (FIGURA
9). A ligacdo de fundo a BSA, ndo-especifica foi
essencialmente comparavel para as trés preparacdes de

anticorpos.

Quando foi testada a especificidade de ligacgdo ao
epitopo, o anticorpc monoclonal 7E11-C5 ligou-se ao
fragmento dos aminodcidos 1-173, que contém o dominio
intracelular, N-terminal, do PSMA. Apesar de o 3D7-1.1

4E10-1.14  apresentarem uma ligacdo modesta a este
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fragmento, estes dois anticorpos monoclonais demonstraram a
ligacgédo mais forte ao fragmento dos aminoadcidos 134-437 do
PSMA, que faz parte do dominio extracelular do PSMA (FIGURA
9). Uma vez que este fragmento é parte do PSM', estes

anticorpos reagem também com o PSM'.

O Sobrenadante do clone de hibridoma 3D7-1.1 foi
adicionalmente testado num ensaio de “Western blot” contra
os lisados das células LNCaP e PC-3, e PSMA purificado por
imuncafinidade. A FIGURA 10 mostra que o 3D7-1.1 reage com
uma banda de 120 kDa presente nas c¢élulas LNCaP cells
(Coluna 1) mas ndo nas células PC-3 (Coluna 2). Ambas as
Colunas 1 e 2 apresentam reactividade gque foi, mais
provavelmente devida, a uma ligacdo ndo-especifica do
reagente do anticorpo secunddrio. A Coluna 3, contendo o
PSMA purificado por imunoafinidade, mostra uma banda
principal de 120 kDa, quando sondada com o anticorpo
monoclonal 3D7-1.1. Foram também obtidos dados semelhantes
de “Western Dblot” com o© sobrenadante do clonedrE10-1.14,
apesar de o fundo ndo-especifico do “blot” ser muito maior
do gque com o 3D7-1.1. Assim, tanto o 3D7-1.1 como o 4El0-
1.14 reagem com a banda de 120 kDa presente nas células

LNCaP e com o PSMA purificado por imuncafinidade.

0 PSMA  de extensao total expressado em
Baculovirus foi submetido a electroforese num gele de SDS-
PAGE e “electroblotted” numa membran de PVDF. O “blot” foi
inserido num “Mini-Protean II Multi-Screen” (Bio-Rad),

sondado com uma variedade de preparacdes de anticorpos e
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revelado por “western blot”. A FIGURA 11 mostra dque o0s
anticorpos monoclonais 3D7-1.1 e 4E10-1.14 reagiram com uma
banda proteica que correspondia a mesma banda ligada pelo

anticorpo monoclonal 7E11-C5.

As células INCaP e PC-3 foram marcadas com
sobrenadantes de clones dos hibridomas 3D7-1.1 e 4E10-1.14
e analisados por citometria de fluxo. Ambos os anticorpos
marcaram células LNCaP ndo fixadas, vivas, mas ndo marcaram
células PC-3 (FIGURA 12A-D). Estes resultados confirmam que
estes dois anticorpos reagem com epitopos no dominio
extracelular da molécula de PSMA. Para além disso, o desvio
distinto na marcacdo com INCaP que & observado com ©
anticorpo monoclonal 4E10-1.14, comparado com o© patamar
observado com o 3D7-1.1, sugere gue estes dois anticorpos
reconhecem epitopos diferentes nesta regifc particular da

molécula de PSMA.

Foi desenvolvido wum ELISA de captura de dois
locais, para o PSMA, utilizando o anticorpo monoclonal
7E11-C5 como reagente de captura de PSMA, e os anticorpos
monoclonais 3D7-1.1 e 4E10-1.14 como anticorpos repdrter ou
de deteccdo. Uma vez gue estes anticorpos reconhecem
diferentes epitopos na molécula de PSMA (7E11-C5 reactivo
como 0S8 6 aminoacidos do terminal N; 3D7-1.1 e 4E10-1.14
reactivo com a sequéncia na regido dos aminoacidos 134-
475), emparelham efectivamente no ensaio de captura de dois
locais. Utilizando PSMA purificado por imunocafinidade

diluido em série como antigénio de teste, o0s sobrenadantes



PE1064303 - 65 -

do 3D7-1.1 e do 4E10-1.14 foram capazes de detectar o PSMA,
apds a captura em placas de 96 pocos revestidas com 7EL11-C5
(FIGURA 13). Adicionalmente, o PSMA purificado partir de
células LNCaPs e o fluido seminal, foram testados bem como
uma preparacdoc em bruto do PSMA de extensdo total
expressado em baculovirus (FIGURA 14). Foram observadas
leituras significativas a ODgs, para o antigénio PSMA
controlo, para o fluido seminal, e para a preparac¢do de
PSMA em baculovirus. Quando o PSMA purificado foi diluido
em soro humano normal de fémea, e as amostras analisadas
utilizando um ensaio de captura de dois locais, 08 mesmos
anticorpos detectaram também o PSMA (FIGURA 15). Portanto,
0 ensaio de captura de dois locais desenvolvido com
anticorpos monoclonais direccionados para diferentes partes
do PSMA, detectaram o PSMA numa variedade de origens, num

modo especifico para o antigénio.

Un ELISA alternativo de captura de dois locais
para o PSMA, foi desenvelvido wutilizande o anticorpo
monoclonal 3D7-1.1 como reagente de captura do PSMA e o©
anticorpo monoclonal 7E11-C5 como anticorpo repdrter ou de
deteccdo. O PSMA purificado por imuncafinidade e diluido em
série, foi utilizado como antigénic de teste, capturado em
placas revestidas com 3D7-1.1 e detectado utilizando o
anticorpo monoclonal 7E11-C5 biotinilado. Os resultados sdo
apresentados na FIGURA 16. A FIGURA 16 demonstra que 08§
anticorpos monoclonais, tais como o 3D7-1.1 ou 4E10-1.14,
gue ligam especificamente ao dominio extracelular do PSMA,

sdo Uteis num ELISA de captura de dois locais, para o PSMA.
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[0095] A utilidade do 3D7-1.1 para a captura do PSMA indica
gue um outro imunoensaio alternativo, que se baseie
exclusivamente no dominio extracelular da proteina PSMA ira
ser Gtil. Tal -ensaios, que utilize dois anticorpos
especificos para o dominio extracelular, para captura e
detecc&o, iria também ser capaz de detectar o PSM', por
causa da localizacdo deste epitopc na proteina. Assim,
gqualquer ensaio que utilize o 7E11-C5 para a captura e
deteccéo iria excluir especificamente o PSM'. Um exemplo de
um ensaio especifico para o PSM', iria incluir a captura do
PSMA e PSM', por um anticorpo tal como o 3D7-1.1, ou
qualquer um dos anticorpos monoclonais especificos para o
dominio extracelular do PSMA, em testes em paralelo. A
deteccdo subsequente utilizando o 4E10-1.14 para o PSMA e
PSM' totais, e o 7E11-C5 para apenas iria permitir obter a
guantidade de PSM', ©por intermédio de uma simples
subtraccdo. A partir destes dados, é derivada uma razido de
PSM' para PSMA, que tera relevancia no diagnéstico, na
perspectiva da referéncia por Su et al., Cancer Res.,

55:1441-1443 (1995).

Su mostra que o transcripto que codifica o PSMA,
¢ detectado preferencialmente em doentes com cancro da
prostata (comparadc com homens normais), apesar de Su néo
apresentar nenhuma demonstracdo que o transcripto do PSMA
ser de facto, nestes doentes, traduzido em proteina.
Adicionalmente, Su mostra que o transcripto do que codifica
o PSM' ¢é detectado preferencialmente em homens normais

(comparado com doentes de cancro da préstata), apesar de Su
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nunca ter detectado qualquer proteina PSM'. Os presentes
inventores, neste pedido, demonstram que a proteina PSMA se
encontra aumentada em tecidos e/ou fluidos corporais de
doentes com cancro da prdstata (comparado com homens
normais), e que a proteina PSM' se encontra aumentada em
tecidos e/ou fluidos corporais de homens normais (comparado
com doentes de cancro da proéstata). Assim, de acordo com a
presente invenc¢do, a razdo de PSM' para PSMA, ira ter
utilidade em diagnostico ou prognéstico, para a avaliacéo

clinica de doentes com cancro da prbstata.

U fragmento de PSMA correspondente aos
amincédcidos 34 a 750 do PSMA com extens&o total, foi
expressado num sistema de expressdo de baculovirus como uma
insercédo de 1,9 kb. O fragmento de PSMA expressado em
baculovirus & muito semelhante ao PSM' (que corresponde aos
residuos 58-750 do PSMA com extensdo total), excepto no
facto de os 76 aminocacidos adicionais do dominio
extracelular do PSMA ndo estdo presentes na zona N-terminal
do fragmento. A analise de “Western blot” de varios
fragmentos de PSMA semi-purificados e de lisados celulares
de LNCaP foi revelada com o anticorpo mencclonal 4E10-1.14

como sonda. Os resultados sdo apresentados na FIGURA 17.

A andlise de “Western blot” de lisados em bruto
de células SF9 infectadas com um baculovirus contendo uma
insercdo irrelevante ou a insercdc de 1.9 kb codificante
fragmento de PSMA, istoc é, os aminoacidos 134-750 PSMA com

extensdo total, fol revelada com o anticorpo monoclonal
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7E11-C5 como sonda. Os resultados sdo apresentados na

FIGURA 18.

A FIGURA 17 indica que os anticorpos tal como o
4E10-1.14, que s&o especificos para o dominio extracelular
do PSMA sdo capazes de se ligarem a um produto proteico
muito semelhante a PSM' expressado em baculovirus. Em
contraste, a FIGURA 18 indica que esta ndo & uma
propriedade anticorpo  monoclonal 7TE11-C5 devida a
especificidade para o epitopo (ver a reactividade negativa
do 7E11-C5 com o fragmentoc de PSMA em baculovirus na FIGURA
18). O fragmento da proteina PSM expressado em baculovirus
¢ idéntico ao PSM' (que corresponde aos residuos 58-750 do
PSM de extensdo total), excepto no facto de lhe faltarem os
76 aminodcidos adicionais do dominio N-terminal, o0s quais
se encontram todos no dominio extracelular. Uma vez que a
especificidade para o epitopo, quer do 3D7-1.1 como do
4E10-1.14, ¢é mapeada numa regido do dominio extracelular
contida tanto no PSM' como nos aminoacidos 134-750 do
fragmento do PSMA (ver FIGURA 9), ambos os anticorpos iriam
apresentar a propriedade inerente de se ligarem ao PSM!'

nativo, uma propriedade ndo-partilhada pelo 7E11-C5.

O anticorpo monoclonal 3D7-1.1 foi utilizado como
sonda num “Western blot” com PSMA derivado de células
LNCaP, bem comc com soro humano e fluido seminal, que &
também sabido que contém PSMA. Os resultados estédo

apresentados na FIGURA 19.
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Uma banda correspondente ao PSMA e que migra até
cerca de 120 Kd, esté presente em todas as fracgbes. Além
disso, uma segunda banda de migracdo mais rapida de peso
molecular entre 90 a 100 Kd, fol também observada no soro e
no fluido seminal, conforme revelado pelo anticorpo 3D7-
1.1. Esta banda de migracgdoc mais rédpida ndo é observada em
“Western blots” de soro, utilizando o anticorpo 7E11-CH
(ver Holmes et al., 1996, The Prostate, Supple. 7:25-29).
Esta banda proteica de migracdo mais répida, reactiva com o
3D7-1.1 é muito provavelmente o PSM', presente nos fluidos

biclégicos.

8. EXEMPLO: PRODUCAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS DO ISOTIPO

IgG CONTRA O PSMA

8.1. MATERIAIS E METODOS

8.1.1 IMUNIZACAO

Ratinhos BALB/c A/J foram imunizados
intraperitonealmente com membrana LNCaP e em adjuvante
completo de Freund, seguida por uma imunizacdo subsequente
(em intervalos de 2-3 semanas) com membranas celulares em
adjuvante incompleto de Freund, e trés reforcos de 50 pg de
PSMA em PBS, purificado por imuncafinidade. O P3SMA foi
purificado de acordo com o método descrito na Seccdo 7.1.3,
supra. Cinco dias depois do ultimo reforgo, foi feita a

fusdo celular.
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8.1.2 IMUNOCITOQUIMICA

As células LNCaP foram crescidas em laminas de
vidro para imunocitoquimica, que com células vidveis quer
com células fixadas. As células foram fixadas com 4%
paraformaldeido-PBS durante 30 minutes a temperatura
ambiente, lavadas com 1% BSA-PBS, arrefecidas bruscamente
durante 10 minutos em 50 mM NH4,Cl em PRBS, e lavadas em BSA-
PBS. As células fixadas foram permeabilizadas com 0,075%
Triton X-100 em 1% BSA-PBS durante 2 minutos a temperatura

ambiente.

O anticorpo primério bem como ¢ sobrenadante da
cultura (+0,075% Triton X-100 para células fixadas) foram
adicionados durante 60 minutos a 4°C, para células viaveis
ou & temperatura ambiente para células fixadas. Apds
tratamento com © anticorpo primario, as células wviaveis
foram fixadas em metanol frio durante 20 minutos. O
anticorpo secunddrio anti-ratinho de cabra, conjugado com
FITC (diluido a 1:100 em 1% BSA-PBS + 0,075% Triton X-100
para células fixadas) foi incubado durante 60 minutos e
lavado exaustivamente com 1% BSA-PBS. As laminas foram
montadas com glicerol e analisadas por microscopia de

fluorescéncia.

8.2. RESULTADOS

A dimunizacdo de animais com PSMA derivado da

membrana e purificado por imunocafinidade, resultou em
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titulos seroldgicos aumentados apds cada injeccdo. As
fusdes celulares foram realizadas wutilizando células de
baco de animais que tinham titulos séricos numa diluicdo em
excesso de 1:100,000. Os hibridomas foram rastreados por
ELISA de fase sélida como PSMA de extensdo total e
comparados quanto & reactividade com proteinas de fusdo
expressadas em bactérias, contendo porcdes da proteina PSMA
conforme descrito na Seccdoc 7.1.2, supra, excepto que para
seleccionar anticorpos do isotipo IgG, e ter sido utilizada
uma IgG reagente secundaria anti-ratinho. Para além disso a
reactividade do anticorpo foi avaliada por andlise de
“Western blot”, Anadlise Citométrica de Fluxo e ELISA em
“sandwich” utilizando o anticorpc 4E10-1.14 como anticorpo
de captura um anticorpo secunddric IgG anti-ratinho de

coelho, conjugado com peroxidase.

Foram realizados imunoensaios de fase sélida para
determinar a localizacdo aproximada do epitopo de ligacgdo
para cada anticorpo monoclonal IgG obtido. 0s resultados
estdo sumariados na Tabela 2, que inclui a classe de
isotipo para cada anticorpo. De entre um total de 32
anticorpos testados, foi descoberto que multiplos
anticorpos ligavam ao fragmento PSMA, e que todos oS
anticorpos ligavam ao PSMA nativo. Dois anticorpos, 3CZ2 e
3C4, reagiram tanto com o fragmento 1-173 e com o 134-437
do PSMA, sugerindo quer oS8 seus epitopos se encontram na
regido de sobreposicdo destes fragmentos. Trés anticorpos
3Ce, 4D4 e 1G9 ligaram apenas o PSMA nativo, sugerindo que

estes anticorpos reconhecem uma conformacdc proteica nativa
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gue ndo estd presente em nenhum dos fragmentos desnaturados
do PSMA. Dois outros anticorpos, 3Gt e 3F6, também ndo
ligaram aos fragmentos de PSMA, mas foram capazes de ligar

ao PSMA desnaturado em “Western blots”.
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TABELA 2

Especificidade de

especificos para o PSMA,

Fragmentos do PSMA

Ligacéo

e Isotipo
para o PSMA nativo e para o0s

dos

Anticorpos

Anticorpo  PSMA 1-173 134-437 | 437-750 | Isotipo®
Nativa

3E11 + + - - IgG2b
3F6 + - - - IgG2b
3G6 + - - - IgG2b
2E4 + fraco - - IgG2a
3C2 + + + - IgG2a
3C4 + + + - IgG2a
3C9 + - + - IgGl
2C7 + - + - IgGl
2D4 + - + - IgG2b
4C8G8 + - + - IgG2b
2C4 + - + - IgGl
4Cc11 + - + - IgGl
1D11 + - + - IgG2b
4E8 + - + - IgG2b
2G5 + - + - IgG2b
4E6 + - + - IgGl
1F4 + - + - IgGl
1G3 + - - + IgG2a
4C8BY + - - + IgG2a
2E3 + - - + IgG2a
3D8 + - - + IgG2a
4F8 + - - + IgG2a
3D2 + - - + IgG2a
1G7 + - - + IgG2a
3D4 + - - + IgG2a
3Coh + - - - IgGl
4D4 + - - - IgGl
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1G9 + - - - IgGl
5G10 + - + - IgGl
5E9 + - + - IgGl
4D8 + + - - IgG2b
3E6 + + - - IgG1l

°A especificidade do isotipo foi determinada utilizando
testes “IsoStrip” (Boehringer-Mannheim) para determinacéo
de isotipos de anticorpos murinicos, que foram executados
segundo as instrucdes do fabricante.

A andlise de “Western blot” foil realizada PSMA de
uma variedade de origens, isto é, células LNCaP, PSMA
recombinante expressado em baculovirus, e fluido seminal.
Os resultadcs indicam genericamente uma forte ligacdo do
anticorpo ao PSMA de todas as origens, e reactividade
negativa a lisados de células PSMA negativas PC-3 cells. Em
alguns casos, (anticorpos 3El1l, 2E4, 3G6, e 3F6), nado foi
cbservada nenhuma reactividade em relacdoc ao  PMSA
expressado em baculovirus, apesar de ter sido observada uma
forte reactividade com o PMSA derivado de LNCaP e de fluido
seminal. Presumivelmente, isto foi devido a diferencas na
cripticidade dos epitopcs do anticorpo nesta regido, talvez
como resultado da presenca da substituicdo da poli-

histidina N-terminal na proteina expressada baculovirus.

Os trinta e trés anticorpos monoclonais podem ser
agrupados como base na sua capacidade de ligarem a uma
banda proteica de migracédo rapida com 100 kDa, presente nos
lisados celulares de LNCaP. Foram também realizados

“Western Dblots” wutilizando um lisado celular de LNCaP



PE1064303 - 75 -

desprovido de PSMA de extensdo total através da ligagdo a
“IE11l.C5-Immunobeads”. Os resultados confirmam a ligagdo ao
PSM' para todos aos anticorpos especificos para os
fragmentos 134-437 e 438-750 do PSMA. Para além disso os
anticorpos 3C2 e 3C4, que eram 0s mais reactivos com oS
aminocacidos 1-173 do fragmentc também ligam ao PSM'. Isto
indica ainda que o epitopo da proteina para estes esté
incluido no PSM', e provavelmente no regido de sobreposicédo

entre os fragmentos 1-173 e 134-437.

Estes resultados sugerem que os anticorpos 2E4 e
3E11 s&o especificos para epitopos contidos entre os
primeiros 57 aminocdcidos, uma wvez que nenhum se liga a
banda proteica correspondente ao PSM'. No entanto, nédo foi
observada reactividade com estes dois anticorpos,
relativamente a um ©péptido correspondente & porcido
intracelular PMSA de extensido total. Para além disso estes
anticorpos sdo capazes de ligacdo a células nidc-fixadas, em
andlise FACS, indicando gue ndo podem ser especificos para
epitopos contidos no dominio transmembranar da proteina.
Portanto, o8 anticorpos 2E4 e 3E11 devem ligar-se a
epitopos contidos dentro do dominio extracelular do PSMA,
mais provavelmente entre os residucs 44 e b57. Esta mesma
andlise indica que os anticorpos 3E6 e 4D8 (que se ligam ao
fragmento 1-173 do PSMA, mas ndo ao fragmento 134-437), sido
especificos para uma porgdo da proteina PSMA entre
aproximadamente os residuos 57-134, uma vez que ambos 0s

anticorpos se ligam a proteina PSM', em “Western blot”.
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A anédlise de FACS wutilizando este painel de
anticorpos mostra marcacdo positiva das células LNCaP que
expressam o PSMA. Os maiores desvios foram observados com
os anticorpos 3Ce, 1G3, 3C9, 3C4, 3G6, 3Fe6, 3E1l, 1D11,
3D8, 1G9 e 4D4, Presumivelmente, pelo menos alguma da
variabilidade na extensdo da marcacdo celular com estes
anticorpos, é devida a efeitos da glicosilacgido ao longo de
10 potenciais locais de ligacdo-N, que estdo distribuidos

na porcdo mais proéxima da porcdo C-terminal da proteina.

A imunocitoquimica foi realizada tanto em células
vivas como em células fixadas utilizando este painel de
anticorpos. De modo geral, a intensidade da marcacdo das
células vivas espelhou os resultados obtidos por citometria
de fluxo. A marcacdo das células fixadas foi também

semelhante com algumas excepcdes, como abaixo discutido.

O anticorpo anti-PSMA 7E11.C5 & especifico para
0s primeiros 6 aminoadcidcs do PSMA, e estd localizado na
face intracelular da membrana plasmatica. A marcagcido por
imunocitoquimica de células LNCaP vivas com o 7E11.C5 foi
negativa, enquanto com as células fixadas foi forte. Assim,
este resultado demonstra a integridade das células LNCaP
vivas utilizadas na imunocitoguimica, relacionando a
incapacidade dos anticorpos em atravessarem a membrana
plasmédtica de c¢élulas wvivas. Fol observada uma forte
marcagdo de células LNCaP vivas pelos anticorpos 3C6, 4D4,
e 1G9, indicando que se ligam a epitopos distribuidos

extracelularmente. Com estes anticorpos foi observada uma
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marcacdo fraca ou negativa em células fixadas, confirmando
gque estes anticorpos reconhecem conformagdes nativas da
proteina que sdo destruidas por desnaturacdo ou fixacdo da
proteina. Estes trés anticorpos podem ser particularmente
teis para o diagndéstico in vive e terapia de tumores,

incluindo a imagiologia de tumores.

Foi desenvolvido uma ELISA em “sandwich” que foi
revelada utilizando o anticorpo IgM 4E10-1.14 como reagente
de captura seguido para cada IgG para a deteccdo. Foi
observada uma resposta linear sensivel a concentrac&o de
antigénio, independentemente do anticorpo usado para a

deteccao.

Em conclusdo, foram seleccionados um total de
trinta e dois anticorpos monoclonais IgG com especificidade
para o PSMA. Os anticorpos ligam epitopos distribuidos pelo
dominio extracelular do PSMA. A FIGURA 20 sumariza a
distribuicdo das especificidades anticorpo-epitopo destes
anticorpos. Trés anticorpos sdo especificos para epitopos
mais complexos relacionados com conforma¢des da proteina
nativa. Todos os anticorpos IgG especificos para a porgdo

do que engloba os residuos 134-750 também ligam ao PSM'.

9. DEPOSITO DE LINHAGENS CELULARES

As seguintes linhagens de Thibridomas foram
depositadas a 12 de Marco de 1996, a 11 de Marco de 1996 e

a 17 de Marco de 1996 na “American Type Culture Collection,



PE1064303 - 78 -

12301 Parklawn Drive, Rockville, Md. 20852”, tendo-lhes

sido atribuidos os seguintes numeros de acesso:

Hibridoma Numeros de Acesso ATCC

3F5.4G6 HB12060
3D7-1.1 HB12309
4E10-1.14 HB12310
1G3 HB12489
1G9 HB12495
2C7 HB12490
3C4 HB12494
3C6 HB12491
3C9 HB12484
3E6 HB12486
3E11 HB12488
3G6 HB12485
4D4 HB12493
4D8 HB12487
4C8BY HB12492
3F6

2E4

3C2

2D4

4C8G8

2C4

4C11

1D11

4E8

2G5

4E6

1F4

2E3
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3D8
4F8
3D2
1G7
3D4
5G10
5E9

A presente invencdo ndc deve ser limitada, no seu
ambito, pelas materializacgbes exemplificadas, que se
destinam a servir de ilustracdo para aspectos uUnices da
invencdo. De facto, varias modificacdes da invencdo além
das aqui apresentadas se irdo tornar aparentes para aqueles
com pericia na arte, com base descricdes e figuras que
acompanham a invencdo. Pretende-se que tais modificacdes

caiam dentro do ambito das reivindicag¢des anexas.

Listagem das Sequéncias

(1) INFORMACAO GERAL:

(i) REQUERENTE: Northwest Biotherapeutics, iNc.
(1) TITULO DA INVENCAO: MONOCLONAL ANTIBODIES
SPECIFIC FOR THE EXTRACELLULAR DOMAIN OF PROSTATE-
SPECIFIC MEMBRANE ANTIGEN
(iii) NUMERO DE SEQUENCIAS: 2
(Iv) ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA:

(A) ENDERECO: Pennle & Edmonds, LLP

(B) RUA: 1155 Avenue of the Americas

(C) CIDADE: New York

(O) ESTADO: NY
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(E) pAIS: USA (F) ZIP: 10036-2811

(v) FORMULARIO COMPUTER LEGIVEL EM COMPUTADOR:
(A) MEIO: Diskette
(B) COMPUTADOR: IBM Compatible
(C) SISTEMA DE OPERACAO: Windows
(D) SOFTWARE: FastSEQ for Windows Verslon 2.0b

(vi) DADOS DO ACTUAL PEDIDO:
() PEDIDO NUIMERO:
(B) DATA DO PEDIDO:
(C) CLASSIFICACAOQ:

(vii) DADOS DO PEDIDO INICIAL:
(A) PEDIDO NUMERO: 09/044,668
(B) DATA DO PEDIDO: 18-MAR-1998

(viii) INFROMACAO SOBRE O PROCURADOR/AGENTE:
(A) NOME: Baldwin, Geraldlne F
(B) NUMERO DE REGISTP: 31.232
(C) NUMERO DE REFERENCIA/CASO: 8511-0013-228

(ix) INFORMACAC SOBRE TELECOMUNICACOES:
(A) TELEFONE: 650-493-4935
(B) TELEFAX: 650-493-5556
(C) TELEX: 66141 PENNIE

(2) INFORMACAO PARA SEQ 10 NO:1:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 8 amino acidos
(B) TIPO: amino acido

(C) FILAMENTOS: Unico
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(D) TOPOLOGIA: linear

TIPO DE MOLECULA: nenhum

(11)
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:1

Glw fer Ly

1
H

5 Val Asp Pro Sexr Lys
5

2) INFORMACAO PARA SEQID NO:2:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 750 amino &cidos
(B) TIPO: amino &cido
(C) FILAMENTOS: Gnico
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: Nenhum
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ 10 NO:2:
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JIpg 285
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FEG TE 3%
Pre Thy val 6in Als 812 3la Glu Thy Ly ex Giuv ¥l &ls
744 TEE TS0

<110> Northwest Biotherapeutics, Inc.
<120> MONOCLONAL ANTIBODIES SPECIFIC FOR THE EXTRACELLULAR
DOMAIN OF PROSTATE-SPECIFIC MEMBRANE ANTIGEN

<130> P10985EP

<140> EP 99913932.2
<141> 1999-03-18

<150> PCTIUS99/05864
<151> 1999-03-18

<150> US 09/044, 668
<151> 1998-03-18

<1le0> 2

<170> Palentln Ver. 2.1

<210> 1

<211> 8

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: Residuos 716-723

of Seqg ID No. 2 de aminocacido contendo péptidos

<400> 1
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Lisboca, 7 de Agosto de 2007
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REINVINDICACOES

1. Linhagem celular de hibridoma consistindo na
3C6, possuindo o numero de acesso ATCC HB12491, 4D4A
possuindo o numero de acesso ATCC HB12493, ou 1G9 possuindo

0 numero de acesso ATCC HB 12495.

2. Anticorpo monoclonal obtido a partir da
referida linhagem celular de hibridoma de acordc com a

reivindicacdo 1.

3. Anticorpo monoclonal possuindo uma regido de
ligacdo ao antigénio que se 1liga especificamente a um
epitopo conformacional do dominio extracelular do PSMA e
inibe competitivamente a ligac¢do imunoespecifica de um
segundo anticorpo monoclonal ao seu epitopo alvo dentro do
dominio extracelular do antigénio especifico da membrana da
préstata (PSMA), no qual o referido segundo anticorpo esté

de acordo com a reivindicacdo 2.

4, Método in vitro para detectar a presenca da
proteina PMSA ou PSM' num especime bioldgico, compreendendo
o contacto do especime com um anticorpo monoclonal de
acordo com as reivindicagbdes 2 e 3, e a deteccdo de
guaisquer proteinas PMSA ligada ao anticorpo, ou PSM!'

ligada ao anticorpo.
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5. Método da reivindicacdo 4 no qual o especime é

um especime de biopsia ou um fluido corporal.

6. Método da reivindicacdo 5 no qual o fluido

corporal é sangue total, soro, fluido seminal, ou urina.

7. Método qualquer uma das reivindicacdes 4 a 6,
no qual a deteccdo do PMSA ligado ao anticorpo é feita por
um anticorpo secundadrio especifico para o pMSA, ou pela

actividade enzimédtica de NAALADase.

8. Método da reivindicacdo 7 no qual a actividade

de NAALADase é detectada por um aumento de NAD(P)H.

9. Métecdo in vitro para detectar a presenga do
PMSA expressado por células cancerosas, compreendendo o
cantacto de uma eéemostra de células com um anticorpo
monoclonal de acordo com &as reivindicacgdes 2 e 3 e a

deteccdo de quaisquer PMSA ligado ao anticorpo.

10. Método da reivindicacdo 8 no qual o anticorpo

estd covalentemente ligado a um marcador.

11. Método da reivindicac&o 10, no qual o
marcador é uma enzima, um corante radiopaco, um 1isdtopo
metalico radiocactivo, um isdtopo ndo-metadlico radiocactivo,
um composto fluorogénico, um composto fluorescente, um
isétopo emissor de  positrodes, ou um metal nao-

paramagnético.
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12. Utilizacdo de uma guantidade efectiva de um
anticorpo monoclonal de acordo com as reivindicacgdes 2 e 3
no fabrico de um medicamento para matar células de cancro

da prostata num doente.

13. Utilizacdo da reivindicacdo 12 na qual o
anticorpo estd conjugado com um farmaco, uma toxina, ou um

radioisdtopo.

14, Utilizacdo da reivindicag¢des 12 e 13 na qual
0 anticorpo monoclonal ¢é um anticorpo bi-especifico,
compreendendo adicionalmente uma regido de ligacdo ao
antigénio especifica para uma célula efectora possuidoara

de actividade tumoricida ou inibidora do tumor.

15. Utilizacdo da reivindicacido 14 na qual o o
anticorpo estd conjugadec com uma proteina ou peptido

heterdlogos.

le. Utilizacdo da reivindicacdo 15 na qual a
proteina heterdloga direcciona células tumoricidas para

células de cancro da prostata.

17. Utilizacdo da reivindicacdo 16 na qual a
proteina heterdloga direcciona um composto citdtoxico para
células de cancro da prostata.

18. Kit para o diagndéstico, progndéstico ou
monitorizacdo do cancro da prostata, compreendendo um

anticorpo monoclonal de acordo com as reivindicacdes 2 e 3.
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19. Kit de acordo com a reinvinicacdo 18, no qual
o anticorpo ou fragmento de 1ligacdo ao anticorpo dele
derivado, estd acondicionado num meio aquoso ou numa forma

licofilizada.

20. Kit de acordo com a reinvinicacdo 19 que

compreendem ainda um segundo anticorpo especifico para o

PMSA.

21. Kit de acordo com a reinvinicacdo 19 que

compreendem ainda a desidrogenase do glutamato.

Lisboa, 7 de Agosto de 2007
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