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DESCRIPCION

Anticuerpo monoclonal aislado o fragmento del mismo de unién al antigeno de membrana especifico de la préstata,
sus conjugados y usos

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a anticuerpos monoclonales y a fragmentos de unién al antigeno de los mismos
definidos como scFv a partir de ahora en el presente documento, como reactivos para el diagndstico y el tratamiento
de tumores de prostata y la erradicacion/deteccion de las células que expresan elevados niveles de antigenos de
membrana especificos de prostata, denominados como PSMA a partir de ahora en el presente documento.

El cancer de préstata es la forma mas frecuente de cancer en varones (seguido por el cancer de pulmén) y
representa la segunda causa de muerte debida a tumor.

Tras el inicio, el cancer de préstata es un tumor confinado al érgano; la eliminacion quirdrgica de la prostata y de las
vesiculas seminales y la radioterapia son eficaces en el tratamiento de esta forma de tumor.

Sin embargo, cuando el tumor se diagnostica en una etapa avanzada y en los casos en los que la enfermedad
evoluciona a formas metastasicas méas agresivas e independientes de androgenos, el uso de diferentes soluciones
farmacoldgicas no es eficaz.

En estos casos, pueden resultar por tanto Utiles nuevas estrategias terapéuticas basadas en la inmunoterapia pasiva
y en anticuerpos monoclonales especificos (moAbs) para tratar estas formas de cancer de préstata avanzadas y
metastasicas.

Para aplicar esta terapia, es necesario identificar los antigenos asociados a tumores (AAT), es decir, las moléculas
que se expresan en exceso por el tejido neoplasico y que se pueden usar potencialmente como dianas para la
terapia inmunoldgica.

Recientes estudios sugieren que el antigeno de membrana especifico de la préstata (PSMA) puede representar el
antigeno ideal diana en el cancer de prostata debido a sus caracteristicas.

PSMA es una glicoproteina de aproximadamente 100 kDa con un dominio intracelular corto (aminoacidos 1-18), un
dominio transmembrana (aminoacidos 19-43) y un dominio extracelular (aminoacidos 44-750). PSMA se expresa en
células epiteliales prostaticas tanto normales como cancerosas, aunque con un nivel de expresion que esta
considerablemente aumentado en el cancer de prostata; este nivel tiende a aumentar con la gravedad y progresion
de la enfermedad.

Por otra parte, los tejidos extraprostaticos normales, tales como por ejemplo, los tdbulos proximales del rifion, el
duodeno y el colon tienen una expresion del antigeno PSMA limitada.

Como diana de inmunoterapias antitumorales, PSMA tiene la ventaja de expresarse principalmente en la préstata y
de ser una proteina transmembrana presente sobre la superficie celular e internalizada desde la membrana celular
a través de vesiculas endociticas revestidas con clatrina. Estas caracteristicas permiten usar PSMA para la terapia
con inmunotoxinas. De forma ventajosa, la union de anticuerpos o fragmentos de anticuerpos al dominio extracelular
promueve este proceso de endocitosis.

Antecedente de la técnica

Se conocen muchos anticuerpos monoclonales que se unen a PSMA. Por ejemplo, 7E11, que ha sido homologado
por la FDA para el estudio de metastasis que expresa PSMA, es un anticuerpo monoclonal que se une a la porcion
intracelular de PSMA. Desafortunadamente, 7E11 no se une a células viables, sino solo a células necréticas o
apoptoticas en el interior de una masa tumoral.

Se han producido posteriormente anticuerpos monoclonales tales como J591, J415, J533 y E99. Estos anticuerpos
reconocen epitopos en el dominio extracelular de PSMA y se unen por tanto a células viables.

J591 se ha usado en particular para diversos estudios in vitro y en modelos animales de forma diagndstica y
terapéutica y sigue estando bajo estudio clinico experimental.

Finalmente, el documento EP1726650 da a conocer otro anticuerpo monoclonal y un fragmento scFv del mismo que
se une a PSMA.

A partir de ahora en el presente documento, el término “fragmento del anticuerpo de unién al antigeno” indica uno o
mas fragmentos de este anticuerpo que mantienen/mantiene la capacidad de unirse especificamente a PSMA.

Breve descripcién de los dibujos

Para una mejor comprension de la presente invencion, esta se describe ahora también con referencia a las figuras
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que la acompafian, en las que:

- Lafigura 1 muestra una transferencia Western llevada a cabo en un lisado de células LNCaP (PSMA+) y PC-3
(PSMA-), usando moAb D2/B y un anticuerpo J591 (dado ya ampliamente a conocer en la bibliografia) como
control;

- lafigura 2 muestra una transferencia Western llevada a cabo en un lisado de células LNCaP (PSMA+) y células
PC-3, que no expresan la diana antigénica del PSMA, usando scFv D2/B;

- lafigura 3a-d muestra los andlisis citofluorimétricos de D2/B y scFv D2/B en células PSMA+;

- lafigura 4a-d muestra los andlisis citofluorimétricos de D2/B y scFv D2/B en células PSMA-;

- lafigura 5 muestra una comparacioén de la capacidad de unién a células LNCaP (PSMA+) de Ab J591, Ab D2/B,
scFv D2/B;

- lafigura 6 muestra la formacion de iméagenes in vivo con un Ab D2/B conjugado con el fluoréforo Cy5.5.

Divulgacién de la invencién

Es un objetivo de la presente invencion encontrar nuevos anticuerpos monoclonales para el tratamiento del cancer
de préstata que sean selectivos para células tumorales, permitan un diagndstico mas facil y mas preciso y
representen opciones terapéuticas que permitan afectar verdaderamente la biologia de la enfermedad en una etapa
avanzada y metastasica con el fin de hacer frente mas eficazmente a un problema social y médico cada vez mayor
gue tiene perspectivas de solucion inciertas con las actuales medidas terapéuticas.

De acuerdo con la presente invencion, este objetivo se consigue mediante un anticuerpo monoclonal aislado o uno
de sus fragmentos de union al antigeno de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, uno de sus conjugados de
acuerdo con la reivindicacion 5, una composicion farmacéutica que comprende el mismo de acuerdo con la
reivindicacion 11. Se proporciona también el uso del anticuerpo y de uno de sus fragmentos, del conjugado y de la
composicion farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 12 y 14.

Descripcién detallada de la invencion

En las células prostaticas, PSMA se expresa con una estructura terciaria y cuaternaria especificas y los anticuerpos
obtenidos con un PSMA aislado y desnaturalizado no reconocen eficazmente el PSMA expresado en las células
tumorales. Los anticuerpos y sus fragmentos de acuerdo con la presente invencion se unen ventajosamente a PSMA
en su forma natural con una elevada afinidad y pueden por tanto usarse eficazmente en el tratamiento y el
diagnostico. En particular, los anticuerpos monoclonales y sus fragmentos de acuerdo con la invencidon se unen
selectivamente a PSMA reduciendo de esta forma los efectos secundarios de un tratamiento no selectivo.

Los fragmentos de anticuerpos usados son fragmentos de anticuerpos monocatenarios (scFv) que tienen un tamafio
mas pequefio y una inmunogenicidad mas baja comparados con el anticuerpo correspondiente. Sin embargo, en
virtud del tamafio pequefio y de la afinidad mas baja por el antigeno, muestran un aumento de la permeabilidad en la
microcirculacion y una mejor interaccion con el antigeno en el sitio de unién del anticuerpo.

Los anticuerpos monoclonales o sus fragmentos comprenden un nucledtido peculiar y una secuencia de
aminoacidos en las regiones variables VH y VK que determinan la especificidad y la afinidad de los mismos. Las
secuencias de nucledtidos del moAb D2/B y del fragmento scFv del mismo se indican como la SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4.
La secuencia especificada codifica un fragmento de anticuerpo que tiene una buena capacidad de unién con el
antigeno PSMA diana.

El anticuerpo monoclonal o uno de sus fragmentos, tal como se ha dado a conocer anteriormente, se puede
conjugar con un principio activo para obtener compuestos que se pueden usar para radioinmunoterapia o formacion
de imagenes o también inmunotoxinas recombinantes.

El prln(:lplo activo es Preferlblemente un agente de marcado, de forma mas preferible un radionucleido seleccionado
entre ¥8Re, 131, 125 13| 187Rg 111 "¢, "Lu, o nanoparticulas fluorescentes.

Como alternativa, el anticuerpo monoclonal o uno de sus fragmentos se puede conjugar con un agente citotoxico,
seleccionado preferiblemente entre PE40, una cadena de ricina A, diantina, saporina.

Finalmente, el anticuerpo monoclonal o uno de sus fragmentos se puede conjugar con biotina para aprovechar la
elevada afinidad de la interaccion avidina-biotina o con otras parejas moleculares que permiten protocolos
terapéuticos de mudltiples etapas. En particular, el conjugado con biotina se puede aplicar en técnicas de
direccionamiento en el caso de tratamientos que incluyen el uso de radioisétopos. Concretamente, diversos estudios
preclinicos han resaltado la superioridad del predireccionamiento con respecto al direccionamiento directo; por
ejemplo; Goldenberg D.M. y col. (J. Clin. Oncol., 24: 823-834, 2006).

Se ha demostrado que la administracion de un conjugado con el anticuerpo de acuerdo con la presente invencion o
uno de sus fragmentos con biotina, antes de la administracion de un agente radiofarmacéutico (estreptavidina y a
continuacién biotina radiomarcada) permite una mejor distribucion del agente radiofarmacéutico en el sitio del tumor
reduciendo de esta manera los efectos secundarios.
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El anticuerpo monoclonal, sus fragmentos y sus conjugados se pueden formular en composiciones farmacéuticas
con los excipientes adecuados y se pueden usar para la preparacion de un medicamento para el tratamiento o el
diagndstico de los tejidos tumorales que expresan en exceso el antigeno PSMA, un tumor, preferiblemente un tumor
de la préstata.

El procedimiento para obtener anticuerpos monoclonales es como sigue:

Se inmunizaron ratones Balb/c, los esplenaocitos de los animales se fusionaron con células de hibridoma, las
células resultantes se seleccionaron en medio HAT, se identificaron los hibridomas policlonales que reconocian
el antigeno diana, se clonaron y se caracterizaron de nuevo para evaluar la especificidad/afinidad de los nuevos
hibridomas monoclonales, que se adaptaron finalmente para crecer en medio exento de HAT. Los anticuerpos
se purificaron a continuaciéon a partir del medio de cultivo del hibridoma por medio de técnicas bioquimicas
normalizadas (cromatografia de afinidad).

Otras caracteristicas de la presente invencion seran evidentes a partir de la siguiente divulgacion de algunas
realizaciones proporcionadas por medio de ilustraciones no limitativas.

Ejemplos

Los anticuerpos monoclonales y los scFv de la presente invencion se han caracterizado mediante citometria de flujo
y transferencia Western en las siguientes lineas de células de PCa humano, proporcionadas por la ATCC (American
Type Culture Collection, Rockville, MD): metastasis linfonodales de PCa (LNCaP), metastasis cerebral de PCa
(DU145), metéastasis 6sea de PCa (PC-3). Estas lineas de células se han mantenido en RPMI 1640 enriquecido con
suero bovino fetal al 10 % (FBS), glutamina 2 mM, 100 U/ml de penicilina y estreptomicina. La temperatura de
incubacién fue de 37 °C y la concentracion de CO; fue del 5 %. Las células se dividieron 2-3 veces por semana,
separandolas con una solucion de EDTA/PBS al 0,02 % o EDTA al 0,02 % y tripsina/PBS al 0,05 %.

Se haréd referencia a partir de ahora en el presente documento a los anticuerpos de acuerdo con la presente
invencion tales como “D2/B” y “scFv D2/B”.

Ejemplo 1
Preparacion de anticuerpos moAb

Se obtuvo el anticuerpo tras la inmunizacion de ratones Balb/c con fracciones de membranas plasmaticas de células
gue expresaban el antigeno PSMA y con la forma recombinante de PSMA, siguiendo los protocolos establecidos
que aprovechan la tecnologia de los hibridomas. Poblaciones de esplenocitos que contenian linfocitos B de animales
inmunizados se fusionaron con células de mieloma. Los hibridomas obtenidos, clonados mediante dilucién limitante
y caracterizados para evaluar la especificidad y la afinidad, se hicieron crecer en medio exento de suero adecuado.
Los anticuerpos se purificaron a partir del sobrenadante del cultivo mediante cromatografia de afinidad.

Ejemplo 2
Ensayo ELISA

El ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) es una técnica usada para detectar la presencia de una
molécula por su reactividad con anticuerpos especificos.

Este ensayo se uso para determinar el isotipo de los moAb dirigidos contra PSMA anteriormente obtenidos. El kit
usado (Hybridoma Subisotyping Kit, Calbiochem) ha permitido la identificacion del isotipo del anticuerpo entre los
subtipos de IgG1, 1gG2, IgG2b, IgG3, IgM e IgA, el procedimiento del ensayo se describe en la hoja de informacion
técnica anexa al kit ELISA usado.

Los resultados, notificados en la Tab. 1 muestran que el anticuerpo D2/B es un IgG1; el nimero de fila 2 de la tabla
(IgG1) muestra un valor de la absorbancia de 4,0, en oposiciéon a un control negativo (solo el medio de cultivo) de
0,8. Los valores de la absorbancia de D2/B de los otros subtipos de IgG corresponden al valor del control negativo.
Como control positivo en el ensayo los inventores usaron suero de murino que, tal como se evidencié a partir de los
datos notificados en el nimero de columna 3, contiene todos los isotipos de inmunoglobulinas.

Tabla 1
D2/B | Control negativo | Suero de raton
IgM 0,56 0,54 2,36
lgG1 | 4,00 0,81 1,75
lgG2a | 0,41 0,32 2,42
IgG2b | 0,30 0,25 1,84
[gG3 | 0,30 0,28 1,24
IgA 0,25 0,23 0,18

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2400 082 T3

Ejemplo 3
Del anticuerpo monoclonal al fragmento D2/B scFv y su produccién

Tras la extraccion del ARN total del hibridoma D2/b con TRIzol (Gibco), se sintetiz6 el ADNc usando el kit de
Sintesis de ADN Superscript (Invitrogen). Usando parejas adecuadas de cebadores inversos y directos y la PCR, los
inventores identificaron las combinaciones de cebadores capaces de amplificar las regiones VH y Vk variables del
D2/B moAb, se identificaron las combinaciones éptimas y las regiones VH y Vk se clonaron en un vector plasmidico
adjunto a una etiqueta 6-His en el extremo N de la proteina. La secuenciacion del vector ha permitido la
identificacion de las secuencias de VHy Vk (SEQ ID 1, 2).

La produccion de scFv tiene lugar en células de E. coli (cepa HB2151) que se hacen crecer a 37 °C con agitacion
(225 rpm) en medio 2xTY al que se adicionan 100 pg/ml de ampicilina, glucosa al 0,1 %, y se indujeron las bacterias
a una D.O. de 0,8 (600 nm) con una concentracion final de IPTG 1 mM durante 3 h a 37 °C. Se cosecharon las
células mediante centrifugacién a 5000 rpm a 4 °C durante 10 min y se expusieron durante 1 h a Tris-HCI 30 mM pH
=8,0 + EDTA 1 mM + sacarosa al 20 %; el sobrenadante (que contenia la fraccion periplasmica) se recogio y el scFv
D2/B se purific6 mediante cromatografia usando una matriz NiINTA (Novagen) eluyendo con Tris 20 MM pH 0 8,0 +
tampon imidazol 250 mM.

Se evaluo la pureza de la proteina mediante SDS-PAGE.
Ejemplo 4
Transferencia Western

Para verificar el reconocimiento potencial del anticuerpo D2/B en las transferencias Western, se llevd a cabo un
SDS-PAGE (poliacrilamida al 10 %) sobre células PSMA+ LNCaP y células PSMA- PC-3. Se llevo a cabo la lisis
celular mediante sonicacion de las células que se volvieron a suspender en una solucién de Tris 20 mM, NaCl 150
mM pH 8,0 que contenia Triton X-100 al 1 % e inhibidores de la proteasa (Céctel Completo Inhibidor de la Proteasa,
Roche). Se cargaron las ranuras con 20 pl de lisado que correspondian aproximadamente a 100 pg de proteinas
totales; se llevé a cabo el SDS-PAGE de acuerdo con el protocolo descrito por Laemmli. Posteriormente, las
proteinas separadas mediante electroforesis en gel se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa aplicando un
campo eléctrico /procedimiento establecido, transferencia Western).

Para verificar el reconocimiento del antigeno PSMA por el anticuerpo D2/B, la membrana de nitrocelulosa se incub6
toda la noche a 4 °C con agitacidon suave en presencia del anticuerpo primario D2/B o del anticuerpo J591 del
control, usados ambos a la concentracion de 10-20 pg/ml en una solucién al 5 % de leche desnatada. Se elimind el
anticuerpo en exceso mediante 4 lavados usando el tampdn TBST.

A continuacién se usé un anticuerpo dirigido contra IgG de ratén conjugado con HRP y diluido 1:1000 en leche
desnatada al 5 % en TBST; la incubacion duré 1 h a temperatura ambiente con agitacion suave.

Después de 3 lavados en TBST y 1 lavado en PBS, la sefial se detecté mediante una reaccion quimioluminiscente
(ECL Amersham Biosciences, Reino Unido).

La figura 1 muestra una transferencia Western llevada a cabo con un lisado de células LNCaP (PSMA+) y PC-3
(PSMA-), usando el anticuerpo J591, ya descrito en la bibliografia, como control positivo; tal como se muestra en la
figura, el anticuerpo D2/B es capaz de reconocer el antigeno presente en el lisado celular asi como el anticuerpo
J591 (bandas 1 y 2, respectivamente). Se puede apreciar también que no se puede observar la sefial usando un
lisado de células negativas al antigeno (PC-3) (bandas 3 y 4 para el anticuerpo D2/B y el anticuerpo J591,
respectivamente).

Igualmente, se evalué la capacidad de reconocimiento del anticuerpo scFv D2/B en la transferencia Western usando
los mismo lisados celulares que anteriormente, pero desvelando la unién de un anticuerpo de conejo dirigido contra
la etiqueta myc (Sigma) seguido por un anticuerpo dirigido contra la IgG de conejo conjugado con HRP (Sigma). El
scFv D2/B detecté PSMA en los lisados de células LNCaP, pero no se observo la sefial con lisados de células PC-3,
ya que carecen de la diana antigénica PSMA (Figura 2).

Ejemplo 5
Inmunofluorescencia

Se hicieron crecer células LNCaP (PSMA+) en cubreobjetos revestidos de polilisina en una placa de microvaloracion
de 24 pocillos. Antes de llevar a cabo el ensayo de inmunofluorescencia, se descarté el medio de cultivo celular y se
lavaron las células dos veces con PBS.

A continuacion se fijaron las células con paraformaldehido al 2 % durante 10 min a temperatura ambiente y las
células se lavaron adicionalmente con PBS durante tres veces para deshacerse del fijador en exceso.
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Seguidamente, las células se incubaron a temperatura ambiente en presencia de anticuerpo primario dirigido contra
PSMA a la concentracion de 10 pug/ml. Se usaron los siguientes anticuerpos: D2/B, 7E11 (usado como un anticuerpo
de referencia bien conocido para un epitope intracelular de PSMA), un anticuerpo de tipo | dirigido contra MHC
(como un control positivo para la tincion celular) y un control isotdpico (control negativo).

Se eliming el anticuerpo en exceso mediante 4 lavados como una solucion de BSA al 0,2 % en PBS.

Se llevé a cabo la incubacion con un anticuerpo secundario dirigido contra 1gG de raton etiquetado con FITC
(fluoresceina) (Beckman Coulter, EE.UU.) diluido 1:200 durante 1 h a temperatura ambiente.

Después de 2 lavados mas con PBS, se afiadieron 2 gotas de PBS/glicerol y se monté el cubre sobre un porta de
vidrio y se sellé.

A continuacién se observé la muestra mediante un microscopio de fluorescencia Axioskop 20 (Carl Zeiss, Alemania).

El anticuerpo D2/B monoclonal puede reconocer especificamente células LNCaP (PSMA+) pero no puede detectar
células que carecen del antigeno PSMA (es decir, células DU145).

Ejemplo 6
Inmunohistoquimica de muestras de tejido incluidas en parafina

Se usaron secciones de carcinoma de préstata humano incluidas en parafina para evaluar la capacidad de
reconocimiento de los tejidos tumorales humanos por el anticuerpo D2/B en comparacion con la ya conocida y
descrita del anticuerpo J591. Los tejidos incluidos en parafina se colocaron en un horno a 60 °C (30 a 60 min), se
trataron 5 veces con xilol durante 4 min cada vez, se rehidrataron secuencialmente dos veces en etanol al 100 %, 95
%, 75 % durante 3 min cada vez y se sumergieron en H,O durante 5 min; para no desenmascarar el antigeno
PSMA, las muestras se colocaron seguidamente en un bafio de vapor en tampén citrato 10 mM pH 6,0 durante 15
min a 95 °C. Después de 3 lavados en PBS durante 5 min cada vez, incubacién en PBS + H>0, al 3 % durante 6 min
y 3 lavados mas en PBS durante 5 min cada vez, las muestras se trataron con PBS + BSA al 0,1 % durante 30-40
min para saturar los sitios de unién no especificos; se llevd a cabo la incubacion con el anticuerpo primario (D2/B o
J591, ambos a 2 pg/ml) toda la noche a 4 °C; después de 3 lavados con PBS durante 5 min cada uno se uso el kit
EnVision Detection System HRP/DAB (Dako), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se llevd a cabo la contratinciéon con hematoxilina Gill durante 5 s, seguida por lavados con H,O abundante, y
posteriormente con soluciones al 75 %, 80 %, 95 %, 100 % secuenciales de etanol y a continuacién con xilol durante
4 veces, 5 min cada vez. Seguidamente se montaron los portas con resina y se observaron mediante un microscopio
Optimo normalizado.

Ejemplo 7
Citometria de flujo

La citometria de flujo permite la evaluacion de importantes parametros fisicoquimicos de particulas en suspension.
Usando una emision laser y detectores Opticos, el sistema registra la luz fluorescente emitida por un fluorocromo
(compuesto organico que emite luz fluorescente cuando se excita adecuadamente) unido a un anticuerpo
monoclonal especifico para las moléculas expresadas en la superficie y/o en el citoplasma de una célula bajo
investigacion. La sefial emitida se convierte a continuacion en sefales analégicas/digitales.

Se us0 esta técnica para evaluar parametros importantes, tales como:

la especificidad, es decir, la capacidad de los anticuerpos obtenidos (D2/B y scFv D2B) para unirse
selectivamente al antigeno relevante sobre la superficie de células positivas para el antigeno sin unirse
especificamente a células negativas para el antigeno;

la concentracion del anticuerpo que satura los sitios del antigeno expresados en la superficie de células LNCaP,
en comparacion con el anticuerpo J591 del control.

Las células LNCaP y PC-3 cultivadas a 37 °C se despegaron de las superficies plasticas con Tripsina/EDTA durante
4 min a 37 °C, se neutralizaron con medio completo, se lavaron dos veces con 10 ml de una solucién fria de
PBS/BSA al 0,2 % mediante centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min a 4 °C y finalmente se incubaron 2-3 x 10°
células/0,5 ml con D2/B, J591 o un isétopo control durante 1 h a 4 °C. Tras 2 lavados con 3 ml de PBS/BSA al 0,2 %
a 4 °C para eliminar el exceso de anticuerpo primario, las células que se volvieron a suspender en 100 ul de
PBS/BSA al 0,2 % se incubaron durante 30 min a 4 °C en presencia de una cantidad saturante de un anticuerpo
secundario (aproximadamente 1 pg/100 pl), IgG de cabra dirigida contra IgG de raton etiquetada con FITC
(fluoresceina).

Al final del tiempo de incubacién, tras un lavado adicional y resuspension de las células en 500 pl de PBS/BSA al
0,2 %, se llevd a cabo el andlisis de citometria de flujo usando un citofluorimetro (BD FACSCanto). Para detectar la
uniéon de scFv D2/B se us6 un anticuerpo secundario de raton dirigido contra la etiqueta myc seguido por un

6
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anticuerpo de cabra dirigido contra IgG de ratdn etiquetado con FITC.

Los parametros que se consideraron en el andlisis fueron: intensidad promedio de la fluorescencia (MFI) de las
células investigadas y el porcentaje de células encontradas en una ventana comprendida entre el canal 500 y el
canal 256,000; las células comprendidas en este intervalo se consideraron positivas.

Para verificar la capacidad de union de los anticuerpos, se incubaron células LNCaP con cantidades crecientes de
anticuerpos D2/B o scFvD2b dirigidos contra PSMA o con el anticuerpo J591 del cual se conoce la afinidad de unién.
Con los valores de MFI obtenidos se represent6 graficamente una curva de unién en la que el valor que daba como
resultado una saturacion del 100 % de los sitios del antigeno corresponde a la concentracién del anticuerpo para la
que se registré el valor de la fluorescencia mas elevado.

Tal como se ilustra en las Figuras 3.A y 3.B los anticuerpos D2/B y scFv D2/B reconocen el antigeno expresado en
la membrana plasmatica a un valor de MFI de aproximadamente 8000 y 1500, respectivamente. En las Figuras 3.C y
3.D se notifican los controles negativos. Usando la misma técnica, los inventores evaluaron también la especificidad
del moAb analizando la unién no especifica con las células negativas para el antigeno, PC-3 (metastasis 6sea del
carcinoma de préstata); los resultados, resumidos en las Figuras 4.A y 4.B, muestran la ausencia de uniéon del moAb
D2/By scFv D2/B, respectivamente. Las Figuras 4.C y 4.D muestran los respectivos controles negativos.

La concentracion de J591, D2/B y scFv D2/B que satura los sitios del antigeno (PSMA) expresados en la superficie
de las células LNCaP se muestran en la Figura 5.

Ejemplo 8
Sintesis de inmunotoxinas, Reticulacion quimica de RTA
Se ha llevado a cabo la sintesis de inmunotoxinas tal como se describe a continuacion.

Antes de la conjugacion, se cargd el anticuerpo D2/B en una columna de gel AffiBlue para eliminar la fraccion de
anticuerpos que podrian unirse a la matriz y que podrian contaminar las preparaciones de inmunotoxina y reducir su
eficacia citotoxica. El D2/B eluido se dializ6 en PBS y se derivatizd6 con SMPT (4-succinimidiloxicarbonil-alfametil-
alfa(2-piridilditio)tolueno) disuelto en una concentracién 10 mM en dimetilformamida anhidra, con una relacion de
IgG:reticulante de aproximadamente 1:2,5.

Se elimino el exceso de reticulante mediante filtracion en gel en columnas PD-10 (Pharmacia, Uppsala, Suiza).

Se determin6 el numero de grupos SH introducidos, que corresponden al niumero de posibles uniones que enlazan
la toxina al anticuerpo basandose en el hecho de que DTT, por la reduccién de los grupos tiol, libera el grupo
piridina-2-tiona, que se puede cuantificar espectrofotométricamente a 343 nm. Este valor estaba comprendido entre
1,2y1,5.

Se tratd RTA recombinante, producida y purificada de acuerdo con el protocolo descrito por Chignola y col. (J. Biol.
Chem., 270: 23345-51, 1995) con DTT 25 mM (ditiotreitol) a temperatura ambiente durante 2 h para reducir cisteinas
y convertirlas en disponibles para la conjugacion.

Se elimin6 posteriormente DTT mediante filtracion en gel sobre columnas PD-10 y la toxina, reducida y purificada, se
concentré mediante Centricon-10 (Amicon, Beverly, MA).

Se llevo a cabo la reaccidon de conjugacion para enlazar el anticuerpo D2/B derivatizado y RTA a temperatura
ambiente durante 48 h.

La inmunotoxina resultante se purific6 mediante filtracién en gel en una columna TSK3000SW (Beckman, San
Ramon, CA), con un flujo de 0,5 ml/min y PBS como tamp6n de elucién.

Los picos que correspondian a las especies moleculares de 150-180 kDa (D2/B+1 RTA) y 210-240 kDa (Ab+2/3
RTA) se purificaron adicionalmente en gel AffiBlue, con un gradiente salino 150 nM — 1 M en tampén fosfato 5 mM.
La toxina sola tiene un peso molecular de aproximadamente 3 kDa mientras que el anticuerpo tiene un peso
molecular de aproximadamente 150 kDa.

A continuacién se us6 una columna de gel AffiBlue debido a que su matriz se puede unir a enzimas que aprovechan
NAD como coenzima o que tienen secuencias de nucledtidos como sustrato, analogamente al RTA, por estas
razones, este gel puede unirse especificamente a RTA (y a los anticuerpos conjugados de RTA) permitiendo a la vez
que el anticuerpo libre pase a su través.

Las fracciones que contenian la proteina de interés se combinaron, se concentraron con Centricon-10, se dializaron
frente a PBS. La concentracion de la proteina se evalué espectrofotométricamente y las diferentes combinaciones se
esterilizaron mediante filtracion.
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Ejemplo 9

Obtencién de la inmunotoxina scFv D2/B-PE40 mediante fusion génica 8secuencias de nucleétidos de la SEQ. ID N°
5)

La secuencia de scFv D2/B se clon6 en un vector pET11d entre los sitios de restriccion Nco | y Hind 1ll, en la
direccién 3’ con respecto a Hind Il se insertd la secuencia de nucleétidos que codificaba la toxina PE40.

La proteina de fusién se produjo en la cepa BL21(DE3)pLysS de E. coli transformada anteriormente con el vector
plasmidico que codificaba la inmunotoxina; la bacteria crecié a 37 °C con agitacion (225 rpm) en medio LB al que se
adicioné glucosa al 0,5 %, MgSO4 al 0,05 %, 100 ug/ml de ampicilina, 34 ug/ml de cloranfenicol, se indujeron a una
absorbancia de 0,8 a 600 nm con IPTG 1 mM final. Tras 3 h de incubacion las bacterias cosechadas mediante
centrifugacion a 5000 rpm se lisaron mediante incubacién y sonicacién en tampén de lisis (Tris 20 mM pH = 7,5 +
EDTA 10 mM + Triton-X100 al 1 %) al que se agregaron 0,1 mg/ml de lisozima, PMSF 0,1 mM, inhibidores de la
proteasa (Roche). Se cosecharon los cuerpos de inclusion (IB) mediante centrifugacién a 10.000 rpm a 4 °C, estos
se lavaron dos veces en tampon de lisis y se solubilizaron a una concentracion de 20 mg/ml en tampén CAPS 50
mM pH = 11 al que se adiciond N-laurilsarcosina a una concentracion final de 0,8-1,0 % y DTT 1 mM. El material
insoluble se eliminé mediante centrifugacion y la proteina se replegé mediante didlisis sucesivas. Se llevaron a cabo
las dialisis | y Il durante 12 ha 4 °C en Tris 20 mM pH = 8,5 + DTT 0,1 mM + PMSF 0,1 mM, se llevaron a cabo las
dialisis Il y IV durante 12 h en Tris 20 mM pH = 8,5 + PMSF 0,1 mM, se llevo a cabo la didlisis V durante 24 h en
Tris 0,1 M pH = 8,0 + I-glutation 5 mM reducido + L glutation 0,5 mM oxidado + L-arginina 0,4 M + PMSF 0,1 mM, se
llevé a cabo la dialisis VI durante 24 h en Tris 20 mM pH = 7,4 + PMSF 0,1 mM.

A continuacion se purifico la proteina en 2 ciclos mediante una columna QAE (Bio-Rad) con un gradiente lineal O-
0,05 M de 200 ml de NaCl en Tris 20 mM pH = 7,4, el volumen de las fracciones recuperadas fue de 2,5 ml.

La pureza de la proteina se evalué en SDS-PAGE vy se identific6 mediante transferencia Western.
Ejemplo 10
Citotoxicidad en monocapas de células

Se evalud el efecto citotoxico del inmunoconjugado en células positivas para PSMA y negativas para PSMA
midiendo la inhibicién de la proliferacion celular, en comparacion con la toxina en solitario.

Se sembraron células LNCaP p PC-3 en placas de microvaloracion de 96 pocillos en medio completo en cantidades
adecuadas hasta alcanzar la subconfluencia en los pocillos del control sin tratar a las 32 h del ensayo.

Algunos pocillos se trataron con cantidades crecientes de inmunotoxinas D2/B-RTA (obtenidas mediante
conjugaciéon quimica usando el reticulante SMPT) o scFv D2/B-PE40 (obtenidas mediante fusion génica) o con la
inmunotoxina J591-RTA del control (obtenida mediante conjugacion quimica con el reticulante SMPT), otros pocillos
se trataron con RTA, PE o PE40 solamente, el moAb D2/B o scFv D2/B solamente, durante 22 h a 37 °C.

Seguidamente se cosecharon las células sobre filtros de fibras mediante un cosechador de células y se midio la
radioactividad incorporada mediante centelleo liquido en un contador 3.

El efecto citocida se expres6 como una funcion de la incorporacion de la timidina tritiada en comparacion con un
control representado por las células sin tratar, los resultados se expresaron como un porcentaje de inhibicion de la
proliferacién. Cuanto mas pequefa es la emision radiactiva, menor sera la incorporacién de la timidina tritiada, y
mayor se considera por tanto la inhibicién del crecimiento celular.

A continuacion se calcul6 la CI50, es decir, la concentracion del farmaco que es capaz de inhibir el 50 % de la
proliferacion celular; este valor puede compararse facilmente con la CI50 medida usando diferentes moléculas en el
ensayo de citotoxicidad.

Tabla 2

LNCap PSMA+ ng/ml | PC-3 PSMA- ng/ml
J591-smpt-RTA | 7,4 >1.260
D2/B-smpt-RTA | 21 > 16.800
scFv D2/B-PE40 | 1,3 > 6.500
moAb D2/B > 6.000 > 6.000
scFv D2/B > 3.300 > 3.300
Toxina PE 2,4 3,4
Toxina PE40 1.950
Toxina RTA 12.000 9.000
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Ejemplo 11
scFv D2/B monobiotinilado

Se obtuvieron scFv D2/B monobiotinilados clonando la molécula de scFv entre los sitios de restriccion Ncol y Notl;
en el vector de clonacion en 3’ con respecto al sitio Notl se clonaron sucesivamente; una secuencia de codificacion
de un dominio derivado de la regi6on bisagra de IgA, una secuencia de codificacion de un tramo peptidico
denominado (BAD) (Dominio Aceptor de Biotina) y una secuencia de codificacién de un fragmento escindible
reconocido por las proteasas enteroquinasa y Factor X. La region bisagra de IgA es un separador entre scFv y el
dominio BAD, que fue monobiotinilado en una reaccion catalizada por la enzima BirA. Se llevé a cabo la produccion
de proteinas biotiniladas en bacterias transformadas con el plasmido de interés y capaces de biotinilar el sitio BAD;
mediante la induccion de IPTG y la adicion de biotina libre al medio de cultivo se obtuvo la proteina en investigacion,
esto incluye el dominio scFv dotado con la especificidad deseada y una Gnica molécula de biotina.

La proteina scFv-biotina se purificé sobre un gel NiNTA en condiciones parcialmente desnaturalizantes para facilitar
la exposicion de la etiqueta 5-His del extremo N y la unién a la columna. Se analizé la pureza de la proteina
mediante SDS-PAGE a la vez que se confirmé su identidad mediante transferencia Western usando anticuerpos
secundarios etiquetados con el scFv y con la etiqueta His.

A continuacién se evaluaron las propiedades funcionales del scFv biotinilado mediante el andlisis FACS llevado a
cabo con células PSMA+ (LNCaP) y PSMA- (PC-3).

La MFI en células LNCaP es de 161, 728 y 314 para el control negativo (avidina-FITC solo), del anticuerpo D2/B
guimicamente biotinilados y el scFv-D2/B enziméaticamente etiquetado, respectivamente, mientras que los valores de
MFI obtenidos con células PC-3 son de 132, 151 y 180, respectivamente.

Ejemplo 12
Ejemplo de la formacion de imagenes in vivo usando el anticuerpo D2/B etiquetado con trazadores fluorescentes

Para abordar la posibilidad de aplicar las técnicas de formacion de imégenes in vivo basadas en el uso de los
anticuerpos D2/B o scFv D2/B etiquetados con trazadores fluorescentes, se inocularon ratones SCID
inmunodeficientes con células LNCaP pretratadas in vitro con anticuerpo D2/B unido al fluorocromo C¥5.5, de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Este ensayo ha permitido trazar un implante s.c. de 7,5 x 10” células
PSMA+, pero los inventores tienen indicaciones buenas de que se pueden identificar menores numeros de células
(es decir, por debajo de 10° células). Figura 6

Ejemplo 13
Ejemplo de reticulacion con un is6topo radioactivo

La elecciébn del agente quelante usado para derivatizar un anticuerpo es dependiente de la eleccion de
radionucleidos que necesitan conjugarse con el propio anticuerpo; adicionalmente, la sustancia quelante debe
dotarse con un grupo funcional disponible que se puede desarrollar para unirse al anticuerpo. Por ejemplo, el
compuesto DOTA se puede reticular directamente con el anticuerpo mediante uno de los 4 grupos carboxilo
disponibles; el anticuerpo se concentrd, se lavo con DTPA al 1 % (pH = 5,0), se dializ6 en tamp6n fosfato 0,1 M (pH
=7,0) y se hizo reaccionar con ésteres activos de DOTA. Los ésteres activos de DOTA se crearon disolviendo 0,361
mmol (146 mg) y 0,313 mmol (36 mg) de N-hidroxisuccinimida en 2 ml de H,O y ajustando el pH a pH = 7,3 con
NaOH antes de la adicién de 10 mg de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida. La mezcla de reaccién se enfrié
en hielo durante 1 h antes de afiadirse al anticuerpo que se iba a derivatizar. El conjugado DOTA-anticuerpo
resultante se separd del DOTA y resto de reactivos en exceso mediante filtracion en gel (columnas PD-10) o
mediante centrifugacion (concentradores Amicon) usando una solucion de acetato de amonio 0,3 M. El
radiomarcado de DOTA con *In se consiguié mediante la adicién de **!In**C en HCI 0,01 M a la solucién 0,3 M de
DOTA-Ab.

Tras 20 min, la mezcla de reaccién se separ6 mediante columnas Biogl-P6 equilibradas con HSA-PBS al 1 %. La
cantidad de radiois6topo libre se evalué mediante cromatografia TLC.
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<130> 840-07

<160> 6

<170> PatentIn versién 3.5

<210>1
<211> 366
<212> ADN
<213> Ratén

<220>
<221> region_v
<222> (1)..(366)

<223> cadena pesada variable de Ab D2/B

<220>

<221> misc_feature
<222> (97)..(114)
<223> CDRH1

<220>

<221> misc_feature
<222> (157)..(204)
<223> CDRH2

<220>

<221> misc_feature
<222>(301)..(336)
<223> CDRH3

<400> 1
atggccgagg tgaagctcca ggagtcagga cctggcctcg ttaaaccttc tcagtctcetg 60
tctctcacct getctgtcac tggctactcc atcaccagtg gttattactg gaactggatc 120
cggcagtttc caggaaacaa actggagtgg atgggctcca taagtttcga cggtaacaat 180
aactacaacc catctctcag aaatcgaatc tccatcactc gtgacacatc taagaaccag 240
ttttttctga agttgaattc tgtgactact gaagacacag ctacatatta ctgtgcaaga 300
gagggagatt actacggtag tagcttcttt acttactggg gccaagggac tctggtcact 360
gtcteg 366

<210> 2

<211> 327

<212> ADN

<213> Ratén

<220>
<221> region_v
<222> (1)..(327)

<223> cadena ligera variable de Ab D2/B

<220>
<221> misc_feature
<222> (76)..(108)
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<223> CDRL1

<220>

<221> misc_feature
<222> (154)..(174)
<223> CDRL2

<220>

<221> misc_feature
<222> (271)..(294)
<223> CDRL3

<400> 2

gcactcgaca ttgtgatgac
gtcaccctca catgtggage
aaacagggaa aatctcctca
tcatcgaggt tcagtggcag
catcctgacg atgttgcaac
ggggggacaa agttggaaat

<210>3
<211> 822
<212> ADN
<213> Ratén

<220>

<221> CDS
<222>(1)..(822)
<223> scFv D2/B

<220>
<221> region_v
<222> (1)..(366)
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tcagtctcca gettcactgt ctgcatctgt gggagaaact
aagtgagaat atttacggtg ctttaaattg gtatcagcgg
actcctgatc tatggagcaa ccaacttggc agatggcatg
cggatctggt agacagtatt ctctcaagat cagtagcctg
gtattactgt caaaatgtgt ttcgtactta cacgttcgga
aaaacgg

<223> cadena pesada variable de scFv D2/B

<220>
<221> region_v
<222> (415)..(741)

<223> cadena ligera variable de scFv D2/B

<400> 3

11

120
180
240
300
327
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atg gcc'gag gtg aag ctc cag gag tca gga cct ggc ctc gtt aaa cct 48
Met Ala Glu va gys Leu GIn Glu Ser goy Pro Gly Leu val igs Pro

tct cag tct ctg tct ctc acc tge tct gtc act ggc tac tcc atc acc 96

Ser GIn Ser kgu ser Leu Thr Cys ggr val Thr Gly Tyr ggr Ile Thr

agt g?t tat tac tgg aac tgg atc cgg cag ttt cca g?a aac aaa ctg . 144
Gly ;gr Tyr Trp Asn Trp {Be Arg GIn Phe Pro Esy Asn Lys Leu

gag tgg atg g?c tcc ata agt ttc gac ggt aac aat aac tac aac cca 192
Glu Trp Met Gly Ser Ile Ser Phe Asp Gly Asn Asn Asn Tyr Asn Pro

50 55 60
tct ctc aga aat cga atc tcc atc act cgt gac aca tct aag aac cag 240
ggr Leu Arg Asn Arg ;Ee ser Ile Thr Arg #gp Thr Ser Lys Asn g;n

ttt ttt ctg aag ttg aat tct gtg act act gaa gac aca gct aca tat 288

12
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Phe Phe Leu Lys 'ﬁ?u Asn Ser val Thr ;isr_c'lu Asp Thr Ala ;!_;'r Tyr

tac tgt gca aga gag gga gat tac tac g?t agt agc ttc ttt act tac 336
Tyr Cys Ala iﬂ Glu Gly Asp Tyr %E Gly Ser ser Phe Hﬁ Thr Tyr

tg C caa ggg act ctg gtc act gtc tcg agt ggt gga ggc ggt tca 384
Trg g?y ﬂg 6?3 Thr Leu val T1'215 3:1 ser ser G?y Ezg Gly Gly ser

g?c gga g?t g?c tct g?a gqt g?c g?t agt gca ctc gac att gtg atg 432
Gy% Gyﬁysercygﬁﬁysysw A1at]..§3asp11e\4'a Met

act cag tct cca gct tca ctg tct gca tct gt g?a gaa act gtc acc 480
EE GIln Ser Pro Ala iga Leu Ser Ala Ser {;515 Gly Glu Thr val IEE

ctc aca tgt g?a gca agt gag aat atrt tac g?t gct tta aat tgg tat 528
Leu Thr Cys Gly i%g Ser Glu Asn Ile '{‘% Gly Ala Leu Asn '{;g Tyr

cag cgg aaa cag g?a aaa tct cct caa ctc ctg atc tat gga gca acc 576
GIn Arg Lys %3 Gly Lys Ser Pro Esg Leu Leu Ile Tyr gg Ala Thr

aac ttg gca gat g?c atg tca tcg agg ttc agt g?c agc gga tct g?t 624
Ash Leu ﬂg Asp Gly Met Ser 3% Arg Phe Ser Gly g&; Gly ser Gly

aga cag tat tct ctc aag atc agt agc ctg cat cct gac gat gtt gca 672
Arg Gln Tyr Ser Leu LyS sar ser Leu His ggg Asp Asp val Ala

Ile
210 215
acg tat tac tgt caa aat gtg ttt cgt act tac acg ttc gga ggg g9gg
Thr Tyr Tyr Cys GIn Asn Va? Phe Arg Thr Tyr Thr Phe G? G? G
225 230 .ngs i 245

aca aag ttg gaa ata aaa cgg gcg gcc gca cat cat cat cac cat cac 768
Thr Lys Leu Glu ﬂg Lys Arg Ala Ala .3153 His His His His lz-l'!_l'g His

g?g gcc gca gaa caa aaa ctc atc tca gaa gag gat ctg aat ggg gcc . 816
Gly Ala Ala g}g GIn Lys Leu Ile gg; Glu Glu Asp Leu ;;3 Gly Ala

gca tag ' 822
Ala

<210>4
<211> 273
<212> PRT
<213> Ratén

720

<400> 4

Met Ala Glu val Lys Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lgs Pro
1 5 10 1
ser Gln Ser ligu Ser Leu Thr Cys ggr val Thr Gly Tyr ggr Ile Thr

Ser Gl r Tyr Trp Asn Trp Ile Arg GIn Phe Pro Gly Asn Lys Leu
y ‘g Ty P A0 9 453'

13



Glu Trp Met
50
ser Leu Arg
65
Phe Phe Leu
Tyr Cys Ala
Trp Gly Gln
p Gy 2.8
Gly Gly Gl
it
Thr GIn Ser
145 i
Leu Thr Cys
Gln Arg Lys
Asn Leu Ala
195
Arg Gln Tyr
ro 210 1
Thre Tyr Tyr
225 E
Thr Lys Leu

Gly Ala Ala

Ala

<210>5

<211> 1830

<212> ADN

<213> Rato6n y Bacterias

<221> CDS
<222> (1)..(1830)
<223> scFv D2/B-PE40
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Gly ser Ile ser
55

Asn Arg Ile ser
70

LysS Leu Asn"Ser
85

Arg Glu Gly As

103 et

Gly Thr Leu val

Gly ser Gly Gl
13¥

Pro Ala Ser Leu

150
Gly Ala Ser Glu
165 .

GIn Gly

Lys Ser
180

Asp Gly Met-Ser

Ser Leu Lys Ile
215

Asn val

Cys Gln
230

Glu Ile

Lys Arg
245

Glu GIn

Lys Leu
260

Phe Asp Gly

Ile Thr Arg

val Thr Thr

20

Tyr Ig; Gly

Thr val Ser
120

Gly Gly Ser
Ser Ala ser

Asn Ile

Pro Gln
185

Leu
Ser Arg Phe
200

ser Sser Leu
Phe Arg Thr

Ala
250

Ala Ala

Ile ser Glu

265

14

AsSp
75

Glu
sSer
Ser
Ala
val
155
Gly
Leu

ser

His

His

Glu

Asn
60

Thr
Asp
Ser
Gly
Leu
140
Gly
Ala
Ile
Gly
Pro
220
Thr

His

Asp

Asn

ser

Thr

Phe

Gl
12

Tyr Asn Pro
Lys Asn g&n
Ala ;?r Tyr
;23 Thr Tyr

Gly Gly Ser

Asp Ile val met

Glu

Leu

Tyr

Ser

205

ASp

Phe

His

Leu

Thr val Thr
160
Asn Tr r
17? b
G15‘A13 Thr
19
Gly Ser Gly
Asp val Ala
Gly Gly G1
: 4 245
His His His

255

Asn Gly Ala
270
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<220>

<221> regién_v
<222>(1)..(738)
<223> region variable de la cadena pesada y ligera de scFv D2/B

<220>

<221> misc_feature
<222> (739)..(1830)

<223> secuencia de la Toxina PE40

<400> 5

atg
Met
1

tct

Ser

agt
ser

gag
Glu

tct
ser
65

ttt
Phe

tac
TYr

tog
Trp

&
act

145

ctc
Leu

cag
Gln

dac
Asn

aga
Arg

gce
Ala

ca
ain

&y

TP
50

ctc
Leu

Tttt
Phe

tgt
Cys

&ty

g?a
136
éin

aca
Thr

cag
Arg

ttg
Leu

cag
Gln

ag
g1u

tct
ser

tat
g r

atg
Met

aga
Arg

ctg
Leu

gca
Ala

caa
Gin
115

&

tct
Ser

tgt
Cys

aaa
LyS
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REIVINDICACIONES

1. Un antigeno de membrana especifico de la préstata (PSMA) que se une a un anticuerpo monoclonal D2/B aislado
caracterizado porque comprende una proteina codificada por la secuencia de nucleétidos de las regiones variables
VHy VK dela SEQ ID NO: 1y 2.

2. Un fragmento de anticuerpo D2/B scFv que se une a un antigeno, caracterizado porque comprende una proteina
codificada por una secuencia de al menos 741 nucleétidos consecutivos que caracteriza las regiones variables VH y
VL de la SEQ ID NO: 3 que se unen a un antigeno.

3. El anticuerpo monoclonal aislado o el fragmento del mismo que se une a un antigeno de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el PSMA se une en su forma natural sobre la superficie de
células tumorales

4. El anticuerpo monoclonal aislado o el fragmento del mismo que se une a un antigeno de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque se une selectivamente al PSMA.

5. Un conjugado entre principio activo y anticuerpo que comprende un anticuerpo monoclonal aislado o un fragmento
del mismo que se une a un antigeno de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores conjugado con un
principio activo seleccionado entre el grupo que consiste en un agente de marcado, un agente citotoxico o un
vehiculo.

6. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 5, caracterizado porque dicho agente de marcado es un
radionucleido o nanoparticulas fluorescentes.

7. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6, caracterizado porque dicho agente de marcado se
: : 188 131, 125, 123, 187 111 90 99m 177
selecciona entre el grupo que consiste en = Re, 71, *°I, I, “'Re, ~In, 7Y, 7' Te, T 'Lu.

8. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 5, caracterizado porque dicho agente citotoxico es PE40, la
cadena de ricina A, saporina y diantina.

9. El conjugado scFv D2/B-PE40 de la SEQ ID NO: 5.

10. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 6, caracterizado porque dicho vehiculo es biotina o
nanoparticulas.

11. Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo monoclonal aislado o un fragmento del mismo que
se une a un antigeno de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o un conjugado de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10.

12. Uso de un anticuerpo monoclonal aislado o de un fragmento del mismo que se une a un antigeno de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o de un conjugado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5
a 10, o de una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 11 para la preparacion de un
medicamento para el tratamiento o el diagnéstico de un tumor.

13. Uso de acuerdo con la reivindicacion 12, caracterizado porque dicho tumor es un tumor de préstata.

14. Anticuerpo monoclonal aislado o un fragmento del mismo que se une a un antigeno de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 4, o un conjugado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10, o una
composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 11 para el uso en la angiogénesis de células PSMA+ de
los tumores de cualquier histotipo.
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Figura 1 - Transferencia Western con moAb D2/B
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Figura 2 - Transferencia Western con scFv D2/B
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Figura 3 - Analisis de citometria de flujo con D2/B y
scFv D2/B en células PSMA+
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Figura 4 - Analisis de citometria de flujo con D2/B y scFv D2/B
en células PSMA-
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Figura 5 Comparaciéon de la union con células LNCaP (PSMA+) de J591,
D2/B, y scFv D2/B
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