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DESCRIPCION
Conjugados de PSMA-anticuerpo-farmaco

Campo de la invencién

Esta invencion se refiere, en general, a conjugados anticuerpo-farmaco (ADCs - siglas en inglés). En particular, la
invencion se refiere a ADCs que comprenden un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo que se une
a un antigeno prostatico especifico de membrana (PSMA - siglas en inglés) y esta conjugado a
monometilauristatin norefredina (MMAE - siglas en inglés) o monometilauristatin fenilalanina (MMAF — siglas en
inglés). El conjugado anticuerpo-farmaco tiene una selectividad por células PC-3™ a células C4-2 o LNCaP™ de
al menos 250. La invencién también se refiere, en parte, a composiciones de los ADCs. Los métodos
proporcionados incluyen, por ejemplo, métodos para tratar una enfermedad mediada por PSMA.

Antecedentes de la invenciéon

El cancer de prostata es el cancer mas comun y la segunda causa destacada de fallecimientos por cancer en el
hombre en los Estados Unidos de América (Jemal A, et al., CA Cancer J Clin 2005; 55:10-30). El cancer de
prostata localizado es tratado tipicamente con cirugia o radiacion, y la enfermedad recurrente puede ser controlada
temporalmente con la ablacion de andrégenos (Klein EA, et al., Urol Clin North Am 2003; 30:315-30). Sin embargo,
casi todos los carcinomas de prostata se convierten finalmente en hormona-refractarios y progresan entonces
rapidamente (Denmeade SR, et al., Nat Rev Cancer 2002; 2:389-96). El cancer de prostata hormona-refractario o
androgeno-independiente ha demostrado ser ampliamente resistente a una quimioterapia convencional. Con la
excepcion de un cuidado paliativo, la Unica quimioterapia aprobada es docetaxel en combinacién con prednisona,
que ofrece un beneficio de supervivencia modesto (2,4 meses) (Gulley J. et al., Am J Ther. 2004; 351: 1513-20;
Petrylak DP, et al., New Engl J Med 2004; 351:1513-20). Se necesitan nuevas terapias molecularmente dirigidas.

Sumario de la invenciéon

La invencién proporcionada en esta memoria se refiere a ADCs que exhiben una selectividad particularmente
elevada. En un aspecto de la invencion, se proporciona un conjugado anticuerpo-farmaco que comprende un
anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo que se une a PSMA y esta conjugado a monometilauristatin
norefredina o monometilauristatin fenilalanina, en donde el conjugado anticuerpo-farmaco tiene una selectividad
por células PC-3™ a células C4-2 o LNCaP™ de al menos 250, y 3 6 4 moléculas de monometilauristatin
norefedrina o monometilauristatin fenilalanina estan conjugadas al anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo. En una realizacion, la selectividad es al menos 500, 1000, 2500, 6000 6 13.000. En otra realizacion, la
selectividad es 1567, 6286 6 13.636.

Se proporcionan en esta memoria ejemplos de anticuerpos que se pueden utilizar en las composiciones y los
métodos de la invencién, en algunas realizaciones. En otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo es un anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une
especificamente a PSMA. Todavia en otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo es
un anticuerpo monoclonal o fragmento de union a antigeno del mismo que se une especificamente a un dominio
extracelular de PSMA. En una realizacién adicional, el anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo es
un anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a un epitopo
conformacional de PSMA.

En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo (i) inhibe competitivamente la
union especifica de un segundo anticuerpo a su epitopo diana en PSMA, o (ii) se une a un epitopo en PSMA
definido por un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en PSMA 3.7, PSMA 3.8, PSMA 3.9, PSMA 3.11,
PSMA 5.4, PSMA 7.1, PSMA 7.3, PSMA 10.3, PSMA 1.8.3, PSMA A3.1.3, PSMA A3.3.1, Abgenix 4.248.2, Abgenix
4.360,3, Abgenix 4.7.1, Abgenix 4.4.1, Abgenix 4.177.3, Abgenix 4.16.1, Abgenix 4.22.3, Abgenix 4.28.3, Abgenix
4.40.2, Abgenix 4.48.3, Abgenix 4.49.1, Abgenix 4.209.3, Abgenix 4.219.3, Abgenix 4.288.1, Abgenix 4.333.1,
Abgenix 4.54.1, Abgenix 4.153.1, Abgenix 4.232.3, Abgenix 4.292.3, Abgenix 4.304.1, Abgenix 4.78.1 y Abgenix
4.152.1. En otras realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une a un epitopo en
PSMA definido por un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en anticuerpos que comprenden (a) una
cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que comprende una regioén o regiones codificadoras
de una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en secuencias de nucleétidos recogidas
como SEQ ID NOs: 2-7, y (b) una cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende una
region o regiones codificadoras de una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en
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secuencias de nucleotidos recogidas como SEQ ID NOs: 8-13.

En algunas realizaciones, el segundo anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en PSMA 3.7, PSMA 3.8,
PSMA 3.9, PSMA 3.11, PSMA 5.4, PSMA 7.1, PSMA 7.3, PSMA 10.3, PSMA 1.8.3, PSMA A3.1.3, PSMA A3.3.1,
Abgenix 4.248.2, Abgenix 4.360,3, Abgenix 4.7.1, Abgenix 4.4.1, Abgenix 4.177.3, Abgenix 4.16.1, Abgenix 4.22.3,
Abgenix 4.28.3, Abgenix 4.40.2, Abgenix 4.48.3, Abgenix 4.49.1, Abgenix 4.209.3, Abgenix 4.219.3, Abgenix
4.288.1, Abgenix 4.333.1, Abgenix 4.54.1, Abgenix 4.153.1, Abgenix 4.232.3, Abgenix 4.292.3, Abgenix 4.304.1,
Abgenix 4.78.1 y Abgenix 4.152.1 y anticuerpos que comprenden (a) una cadena pesada codificada por una
molécula de acido nucleico que comprende una regién o regiones codificadoras de una secuencia de nucleotidos
seleccionada del grupo que consiste en secuencias de nucleétidos recogidas como SEQ ID NOs: 2-7, y (b) una
cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende una region o regiones codificadoras
de una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en secuencias de nucleotidos recogidas
como SEQ ID NOs: 8-13.

En otras realizaciones, el segundo anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en AB-PG1-XG1-006, AB-PG1-
XG1-026 y anticuerpos que comprenden (a) una cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que
comprende una region o regiones codificadoras de una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que
consiste en secuencias de nucleétidos recogidas como SEQ ID NOs: 2 y 3, y (b) una cadena ligera codificada por
una molécula de acido nucleico que comprende una regidon o regiones codificadoras de una secuencia de
nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en secuencias de nucleétidos recogidas como SEQ ID NOs: 8 y 9.
En una realizacion, el segundo anticuerpo comprende (a) una cadena pesada codificada por una molécula de acido
nucleico que comprende una region o regiones codificadoras de una secuencia de nucleétidos recogida como SEQ
ID NO: 2, y (b) una cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende una regién o
regiones codificadoras de una secuencia de nucleétidos recogida como SEQ ID NO: 8. En una realizacion
adicional, el segundo anticuerpo comprende (a) una cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico
que comprende una region o regiones codificadoras de una secuencia de nucleétidos recogida como SEQ ID NO:
3, y (b) una cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende una regién o regiones
codificadoras de una secuencia de nucleétidos recogida como SEQ ID NO: 9.

En algunas realizaciones, el anticuerpo del conjugado anticuerpo-farmaco es un anticuerpo codificado por una
molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos que es al menos 90% idéntica a una
secuencia de nucleétidos que codifica un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en AB-PG1-XG1-006,
AB-PG1-XG1-026 y anticuerpos que comprenden (a) una cadena pesada codificada por una molécula de acido
nucleico que comprende una regiéon o regiones codificadoras de una secuencia de nucleétidos seleccionada del
grupo que consiste en secuencias de nucleétidos recogidas como SEQ ID NOs: 2 y 3, y (b) una cadena ligera
codificada por una molécula de acido nucleico que comprende una regiéon o regiones codificadoras de una
secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en secuencias de nucleétidos recogidas como SEQ
ID NOs: 8 y 9. En una realizacion, el anticuerpo es codificado por una molécula de acido nucleico que comprende
una secuencia de nucleétidos que es al menos 95% idéntica. En otra realizacion el anticuerpo es codificado por
una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que es al menos 97% idéntica.
Todavia en otra realizacion, el anticuerpo es codificado por una molécula de acido nucleico que comprende una
secuencia de nucleotidos que es al menos 98% idéntica. En una realizacion adicional, el anticuerpo es codificado
por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que es al menos 99% idéntica.

En otras realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de los conjugados anticuerpo-
farmaco proporcionados en esta memoria es AB-PG1-XG1-006, AB-PG1-XG1-026 o un fragmento de unién a
antigeno del mismo. Todavia en otras realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se
selecciona del grupo que consiste en anticuerpos que comprenden (a) una cadena pesada codificada por una
molécula de acido nucleico que comprende una regién o regiones codificadoras de una secuencia de nucleotidos
seleccionada del grupo que consiste en secuencias de nucleétidos recogidas como SEQ ID NOs: 2 y 3, y (b) una
cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende una region o regiones codificadoras
de una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en secuencias de nucleétidos recogidas
como SEQ ID NOs: 8 y 9, y fragmentos de unién a antigeno de los mismos. En una realizacion, el anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno del mismo comprende (a) una cadena pesada codificada por una molécula de acido
nucleico que comprende una region o regiones codificadoras de una secuencia de nucleétidos recogida como SEQ
ID NO: 2, y (b) una cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende una regién o
regiones codificadoras de una secuencia de nucleétidos recogida como SEQ ID NO: 8, y fragmentos de unién a
antigeno de los mismos. En otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende
(a) una cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que comprende una regién o regiones
codificadoras de una secuencia de nucleétidos recogida como SEQ ID NO: 3, y (b) una cadena ligera codificada
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por una molécula de acido nucleico que comprende una regidon o regiones codificadoras de una secuencia de
nucledtidos recogida como SEQ ID NO: 9, y fragmentos de unién a antigeno de los mismos.

En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo es IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4,
IgM, 1gA1, IgA2, IgAsec, IgD, IgE o tiene un dominio constante y/o variable de inmunoglobulina de 1gG1, 1gG2,
IgG3, 1gG4, IgM, IgA1, IgA2, IgAsec, IgD o IgE.

En realizaciones adicionales, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. Todavia en otras realizaciones, el
anticuerpo es un anticuerpo humanizado. Todavia en otras realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo humano.
Todavia en otras realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo recombinante. En realizaciones adicionales, el
anticuerpo es un anticuerpo quimérico. Todavia en realizaciones adicionales, el anticuerpo es un anticuerpo
biespecifico o multiespecifico. Todavia en otras realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo de cadena sencilla.

En otras realizaciones. el fragmento de unién a antigeno es un fragmento Fab, un fragmento F(ab’); o un
fragmento Fv. Todavia en otras realizaciones, el fragmento de unién a antigeno es un fragmento que contiene
CDRS3.

En algunas realizaciones, la monometilauristatin norefredina (MMAE) o monometilauristatin fenilalanina (MMAF)
esta conjugada al anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo con un compuesto de la formula
(Férmula 1) —Ap-Y-Zm-Xs-Wp-, en donde A es una unidad acilo carboxilica, Y es un aminoacido; Z es un
aminoacido; X y W son cada uno un espaciador auto-inmolativo; n es un numero entero de 0 6 1; y m es un
numero entero de 0 6 1, 2, 3, 4, 5 6 6. En algunas realizaciones, el conjugado de la presente invenciéon se
representa por la formula (Formula 2): L-{As-Ym-Zn-Xn-Wn-D}p, en donde L es un anticuerpo o fragmento de unién
a antigeno del mismo que se une a PSMA, D es MMAE o MMAF y p es un numero enterode 1, 2, 3,4, 5,6, 7 u 8.
El resto de los componentes de los conjugados son como se definen inmediatamente antes.

En una realizacion, la unidad carboxilica “A,” esta enlazada al anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo a través de un atomo de azufre derivado del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo:

LS

An—Ym—Ze—Xo—Wp—D

En una realizacion, A es

" N——{(CH2),CO——
6]
en que q es 1-10. Por lo tanto, en una realizacion, el conjugado de Férmula 2 es:
N-_(CHz)qCO-——'Ym*'—Zm—Xn—Wn—D

P
(@]
endondel, Y, Z, X, W, D, n, m, gy p son como se definen previamente.
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En otra realizacion, A es 4-(N-succinimidometil)ciclohexano-1-carbonilo, m-succinimidobenzoilo, 4-(p-
succinimidofenil)-butirilo, 4-(2-acetamido)benzoilo, 3-tiopropionilo, 4-(1-tioetil)-benzoilo, 6-(3-tiopropionilamido)-
hexanoilo o maleimida- caproilo. En una realizacion adicional, A es maleimida-caproilo.

En otra realizacién, Y es alanina, valina, leucina, isoleucina, metionina, fenilalanina, triptéfano o prolina. Todavia
en otra realizacion, Y es valina. En una realizaciéon adicional, Z es lisina, lisina protegida con acetilo o formilo,
arginina, arginina protegida con tosilo o grupos nitro, histidina, ornitina, ornitina protegida con acetilo o formilo, o
citrulina. Todavia en una realizacion adicional, Z es citrulina. En una realizacion, Ym-Zm es valina-citrulina. En otra
realizacion, Ym-Zm €s una secuencia de proteinas que es selectivamente escindible por una proteasa.

En una realizacién adicional, X es un compuesto que tiene la férmula

———NH
o\l_r-r\
0.
enque T es O, N o S. En otra realizacién, X es un compuesto que tiene la férmula -HN-R'-COT, en que R'es
alquilo C4-Cs, T es O, N o0 S. En una realizacion adicional, X es un compuesto que tiene la formula
T
—N COOR?

enque Tes O, No S, RZes Ho alquilo C4-Cs. En una realizaciéon, X es p-aminobencilcarbamoiloxi. En otra
realizacion, X es alcohol p-aminobencilico. En una realizacién adicional, X es carbamato de p-aminobencilo.
Todavia en otra realizacion adicional, X es p-aminobenciloxicarbonilo. En otra realizacién, X es acido y-
aminobutirico, acido a,a-dimetil-y-aminobutirico o acido B,p-dimetil-y-aminobutirico.

En algunas realizaciones, W es

cOT CoT
M &
o

enque Tes O, SoN.
En otras realizaciones, m y n son 0.

En una realizacion, el conjugado anticuerpo-farmaco es AB-PG1-XG1-006-maleimida caproil-valina-citrulina-p-
aminobenciloxicarbonil-monometilauristatin norefredina. En otra realizacion, el conjugado anticuerpo-farmaco es
AB-PG1-XG1-006-maleimida caproil-valina-citrulina-p-aminobenciloxicarbonil-monometilauristatin fenilalanina. En
una realizacién adicional, el conjugado anticuerpo-farmaco es AB-PG1-XG1-006-maleimida-caproil-
monometilauristatin fenilalanina. En otra realizaciéon, el conjugado anticuerpo-farmaco es AB-PG1-XG1-026-
maleimida-caproil-valina-citrulina-p-aminobenciloxicarbonil-monometilauristatin  norefedrina. Todavia en otra
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realizacion, el conjugado anticuerpo-farmaco es AB-PG1-XG1-026-maleimida-caproil-valina-citrulina-p-
aminobenciloxicarbonil-monometilauristatin fenilalanina. En una realizacién adicional, el conjugado anticuerpo-
farmaco es AB-PG1-XG1-026-maleimida-caproil- monometilauristatin fenilalanina. En otra realizacion, el
conjugado anticuerpo-farmaco es un anticuerpo de unién a PSMA o fragmento de unién a antigeno del mismo
conjugado al compuesto tal como se muestra en Fig. 6A, Fig. 6B o Fig. 6C.

En algunas realizaciones, el conjugado anticuerpo-farmaco se une a células vivas. En una realizacion la célula es
una célula tumoral. En otra realizacién, la célula tumoral es una célula de tumor de préstata. En una realizacion
adicional, la célula tumoral es una célula de la neovasculatura de un tumor no prostatico. En otras realizaciones, el
conjugado anticuerpo-farmaco no requiere la lisis de las células para unirse a PSMA. Todavia en otras
realizaciones, el conjugado anticuerpo-farmaco conduce a una paralizacion del ciclo celular. Todavia en
realizaciones adicionales, el conjugado anticuerpo-farmaco inhibe el crecimiento de células que expresan PSMA.
En una realizacion el conjugado anticuerpo-farmaco media en el exterminio de células especifico de células que
expresan PSMA con una Clsp menor que 1X107'° M. En otra realizacion, la Clso es menor que 1X10™"" M. Todavia
en otra realizacion, la Clsp es menor que 1X10™"2 M. En una realizacién adicional, el conjugado anticuerpo-farmaco
media en el exterminio de células especifico de células que expresan PSMA con una Clsp de 11 a 208 X107 M.
Todavia en una realizacién adicional, el conjugado anticuerpo-farmaco media en el exterminio de células
especifico de células que expresan PSMA con una Clsp de 42 a 208 X10™"? M. Todavia en una realizacion adicional,
el conjugado anticuerpo-farmaco media en el exterminio de células especifico de células que expresan PSMA con
una Clsp de 60 a 208 X10™'? M. En otra realizacion, el conjugado anticuerpo-farmaco media en el exterminio de
células especifico de células que expresan PSMA con una Clso de 65 a 208 X102 M. En una realizacion, el
conjugado anticuerpo-farmaco media en el exterminio de células especifico de células que expresan PSMA con
una Clsp de 11X10™ M. En otra realizacion, el conjugado anticuerpo-farmaco media en el exterminio de células
especifico de células que expresan PSMA con una Clsp de 42X107? M. Todavia en otra realizacion, el conjugado
anticuerpo-farmaco media en el exterminio de células especifico de células que expresan PSMA con una Clso de
60X10™"* M. En una realizacion adicional, el conjugado anticuerpo-farmaco media en el exterminio de células
especifico de células que expresan PSMA con una Cls de 83X107% M.

En otra realizacion, el conjugado anticuerpo-farmaco, cuando se administra a ratones con un régimen de g4d x 6 a
una dosis de 6 mg/kg resulta en una tasa de curacion de al menos 20%, 30%, 40% o 50%. En una realizacion, la
tasa de curacion es de 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% o mas. En una realizacion, los ratones son aquellos
que son un modelo de cancer de préstata humano andrégeno-independiente. En otra realizacion, los ratones son
ratones inmunolégicamente deficientes a los que se les han injertado intramuscularmente células C4-2 en la pata
trasera izquierda. En una realizacién adicional, los ratones son los proporcionados en los Ejemplos.

En algunas realizaciones, el conjugado anticuerpo-farmaco esta unido a un marcador. En otras realizaciones, el
marcador es un marcador fluorescente, un marcador enzimatico, un marcador radiactivo, un marcador activo de
resonancia magnética nuclear, un marcador luminiscente o un marcador croméforo.

En algunas realizaciones, el conjugado anticuerpo-farmaco estd envasado en forma liofilizada. En otras
realizaciones, el conjugado anticuerpo-farmaco esta envasado en un medio acuoso. En realizaciones adicionales,
el conjugado anticuerpo-farmaco esta en una forma estéril.

También se proporcionan en esta memoria composiciones que comprenden uno o mas conjugados anticuerpo-
farmaco. En algunas realizaciones, la composicion comprende dos o mas conjugados anticuerpo-farmaco
diferentes. En otras realizaciones, se proporciona una composicion que comprende uno o mas conjugados
anticuerpo-farmaco y uno o mas anticuerpos anti-PSMA no conjugados.

En algunas realizaciones, la composicion comprende, ademas, un vehiculo, excipiente o estabilizador
farmacéuticamente aceptable. En otras realizaciones, la composicion comprende, ademas, un agente antitumoral,
un agente inmunoestimulador, un inmunomodulador, un corticosteroide o una combinacion de los mismos. En una
realizacion, el agente antitumoral es un agente citotoxico, un agente que actlda sobre la neovasculatura del tumor o
una combinacion de los mismos. En ofra realizacion el agente antitumoral es docetaxel. Todavia en otra
realizacion, el inmunomodulador es una citoquina, quimioquina, adyuvante o una combinacion de los mismos.
Todavia en otra realizacion, el agente inmunoestimulante es interleuquina-2, a-interferon, y-interferén, factor a de
necrosis tumoral, oligonucledtidos inmunoestimuladores o una combinacion de los mismos. En una realizacion
adicional, el corticosteroide es prednisona o hidrocortisona. En todavia una realizacién adicional, la composicién
comprende prednisona y docetaxel.

Los conjugados anticuerpo-farmaco y composiciones de la invencion se pueden utilizar en una diversidad de
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métodos. En una realizacion, el conjugado anticuerpo-farmaco es para uso en un método para inhibir el
crecimiento de una célula que expresa PSMA, que comprende poner en contacto la célula que expresa PSMA con
una cantidad de un conjugado anticuerpo-farmaco eficaz para inhibir el crecimiento de la célula que expresa
PSMA. En ofra realizaciéon, el conjugado anticuerpo-farmaco es para uso en un método para efectuar la
paralizacion del ciclo celular en una célula que expresa PSMA, que comprende poner en contacto la célula que
expresa PSMA con una cantidad de un conjugado anticuerpo-farmaco eficaz para conducir a una paralizacion del
ciclo celular en la célula que expresa PSMA. Todavia en ofra realizacion, el conjugado anticuerpo-farmaco es para
uso en un método para tratar una enfermedad mediada por PSMA, que comprende administrar a un sujeto que
tiene una enfermedad mediada por PSMA una cantidad de un conjugado anticuerpo-farmaco eficaz para tratar la
enfermedad mediada por PSMA. En una realizacion adicional, el conjugado anticuerpo-farmaco es para uso en un
método para inhibir el crecimiento de un tumor, que comprende poner en contacto células que expresan PSMA de
la neovasculatura del tumor con una cantidad de un conjugado anticuerpo-farmaco eficaz para inhibir el
crecimiento del tumor.

En una realizacién, la enfermedad mediada por PSMA es cancer. En otra realizaciéon, el cancer es un cancer de
prostata. Todavia en otra realizacion, el cancer es un cancer no prostatico. En algunas realizaciones, el cancer no
prostatico es cancer de vejiga, cancer de pancreas, cancer de pulmoén, cancer de rifidén, sarcoma, cancer de mama,
cancer de cerebro, carcinoma neuroendocrino, cancer de colon, cancer testicular o melanoma.

En algunas realizaciones, el método comprende, ademas, co-administrar otro agente terapéutico para tratar la
enfermedad mediada por PSMA. En otras realizaciones, el método comprende, ademas, poner en contacto células
que expresan PSMA con otro agente terapéutico. En algunas realizaciones, el otro agente terapéutico se ha de
administrar antes, durante o después de la administracion del conjugado anticuerpo-farmaco. En una realizacion,
el otro agente terapéutico es un agente antitumoral, un agente inmunoestimulador, un inmunomodulador, un
corticosteroide o una combinacién de los mismos. En otra realizacion, el agente antitumoral es un agente
citotdxico, un agente que actua sobre la neovasculatura del tumor o una combinacion de los mismos. Todavia en
otra realizacion el agente antitumoral es docetaxel. Todavia en ofra realizacion, el inmunomodulador es una
citoquina, quimioquina, adyuvante o una combinacidon de los mismos. Todavia en otra realizacion, el agente
inmunoestimulante es interleuquina-2, a-interferén, y-interferén, factor a de necrosis tumoral, oligonucleotidos
inmunoestimuladores o una combinaciéon de los mismos. En una realizacién adicional, el corticosteroide es
prednisona o hidrocortisona. En una realizacion, el agente terapéutico es una vacuna. En otra realizacion, la
vacuna inmuniza al sujeto frente a PSMA. En otra realizacion, el método comprende, ademas, administrar todavia
otro agente terapéutico. En una realizacion, el todavia otro agente terapéutico es prednisona. Por lo tanto, en una
realizacion se administran tanto docetaxel como predinisona.

La célula que expresa PSMA es, en algunas realizaciones, una célula de tumor prostatico o una célula de la
neovasculatura de un tumor no protatico. En algunas realizaciones, la célula que expresa PSMA es una célula
androgeno-dependiente o una célula andrégeno-independiente.

Cada una de las limitaciones de la invencién puede comprender diversas realizaciones de la invencion. Por lo
tanto, se anticipa que cada una de las limitaciones de la invencién que impliquen a cualquier elemento o
combinaciones de elementos puede estar incluida en cada uno de los aspectos de la invencion.

Breve Descripcién de las Figuras

La Fig. 1 es una grafica que muestra el porcentaje de internalizacion y la unién total de PSMA Acm marcado con
"In en células C4-2. Células C4-2 se incubaron con Acm marcado con ''In a 37°C, 5% de CO:.. En los instantes
designados, las células se lavaron para separar el Acm no unido, y Acm unido a la superficie se separ6é por
arrastre utilizando tampén de bajo pH. La radiactividad (recuentos por minuto (RPM)) del material eluido de bajo
pH y el sedimento de las células se reconté por separado utilizando un contador gamma. El porcentaje de
internalizacion (Fig. 1A) se calculé como el RPM de sedimento de células/(RPM de sedimento de células + RPM
de material eluido de bajo pH) x 100. La unién total (Fig. 1B) representa el RPM del sedimento de células mas el
RPM del material eluido de bajo pH.

La Fig. 2 es una grafica que muestra la union de PSMA Acm y ADC a células 3T3™-PSMA. Células 3T3™-PSMA
se incubaron con concentraciones crecientes del PSMA Acm (cuadrados en negro), PSMA ADC (cuadrados en
blanco) o ADC control de isotipo (triangulos abiertos). Las células se incubaron en hielo durante 1 h y se lavaron
para separar el Acm o ADC no unido. Después, las células se incubaron con IgG-FITC anti-humana de cabra, se
lavaron de nuevo y se examinaron mediante citometria de flujo. Las intensidades de fluorescencia media (MFIs) se
representan como una funcién de la concentracién de Acm o ADC.
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La Fig. 3 es una grafica que muestra la citotoxicidad in vitro del PSMA ADC y ADC control sobre lineas de células
de cancer de prostata PSMA-positivas y PSMA-negativas. Células C4-2 PSMA-positivas (Fig. 3A) y células PC-3™
PSMA-negativas (Fig. 3B) en microplacas de 96 pocillos se expusieron a ADCs a diversas concentraciones. Al
cabo de 96 horas, se sometidé a ensayo la supervivencia de células en cultivos tratados y no tratados utilizando
azul de Alamar.

La Fig. 4 es una grafica que muestra la supervivencia segun Kaplan-Meier y los niveles de PSA en suero en un
estudio de xenoinjerto. A ratones inmunolégicamente deficientes se les implantaron por via intramuscular células
C4-2, asignadas aleatoriamente a grupos de tratamiento (6 ratones por grupo) de acuerdo con el PSA del suero el
dia 17 y luego se trataron g4d x 3 con PSMA ADC o vehiculo. La Fig. 4A muestra la supervivencia de animales
tratados con 0 (control vehiculo, linea de trazos discontinuos), 2 mg/kg (linea continua fina) y 10 mg/kg de PSMA
ADC. La Fig. 4B proporciona los valores de PSA medios a lo largo de 30 dias en ratones tratados con 0 (columnas
en negro), 2 mg/kg (columnas a rayas) y 10 mg/kg (columnas en blanco) de PSMA ADC. Los datos para el dia 30
para el grupo control incluyen las evaluaciones el dia 27 para dos ratones que no sobrevivieron los 30 dias.

La Fig. 5 muestra las curvas de supervivencia segun Kaplan-Meier de animales tratados en otro estudio de
xenoinjerto. A ratones inmunolégicamente deficientes se les implantaron por via intramuscular células C4-2,
asignadas aleatoriamente a grupos de tratamiento (5 ratones por grupo) de acuerdo con el PSA del suero el dia 14
y luego fueron tratados g4d x 6 con PSMA ADC y controles. Los ratones fueron tratados con 0 (control vehiculo,
circulos en negro), 6 mg/kg de PSMA Acm no modificado (triangulos en negro), 6 mg/kg de ADC control (triangulos
en blanco), 3 mg/kg de PSMA ADC (cuadrados en blanco) y 6 mg/kg de PSMA ADC (cuadrados en negro).

La Fig. 6 muestra las estructuras quimicas de tres enlazadores de farmacos diferentes. La Fig. 6A proporciona la
estructura de veMMAE (maleimidocaproil-valina-citrulina-p-aminobenzoiloxicarbonil-monometilauristatina E). La
Fig. 6B proporciona la estructura de vcMMAF (maleimidocaproil-valina-citrulina-p-aminobenzoiloxicarbonil-
monometilauristatina F). La Fig. 6C proporciona la estructura de mcMMAF (maleimidocaproil-monometilauristatina
F).

La Fig. 7 demuestra la citotoxicidad in vitro de PSMA ADCs (vcMMAE (Fig. 7A), veMMAF (Fig. 7B), mcMMAF
(Fig. 7C)) sobre lineas de células de cancer de prostata PSMA-positivas (C4-2) y PSMA-negativas (PC-3™). Las
células en microplacas de 96 pocillos se expusieron a ADCs a diversas concentraciones. Al cabo de 4 dias, la
supervivencia de células en cultivos tratados y no tratados se sometié a ensayo utilizando azul de Alamar.

La Fig. 8 ilustra los efectos de PSMA ADC sobre el ciclo celular. En cada uno de los paneles, el pico de la
izquierda corresponde a la fase G1 y el pico de la derecha a la fase G2/M. El porcentaje de células en G2/M
aumentd acusadamente tras el tratamiento con el PSMA ADC, consistente con una paralizacién en la divisiéon
celular que se produce después de la sintesis de ADN. EIl PSMA ADC no afectaba al ciclo de células 3T3™
parentales.

La Fig. 9 muestra los resultados de una comparacién de PSMA ADCs veMMAE frente a veMMAF-.

Descripcion Detallada de la Invenciéon

La presente invenciéon se refiere, en parte, al sorprendente descubrimiento de que ADCs que comprenden un
anticuerpo de union a PSMA o fragmento de union a antigeno del mismo, conjugados a MMAE (a la que se alude
también en esta memoria como monometilauristatina E y monometilauristatina norefedrina) o MMAF (a la que se
alude también en esta memoria como monometilauristatina F y monometilauristatina fenilalanina) son
particularmente utiles para exterminar células que expresan PSMA. Los ADCs tienen una selectividad por células
PC-3™ a células C4-2 o LNCaP™ de al menos 250, y 3 6 4 moléculas de monometilauristatin norefedrina o
monometilauristatin fenilalanina estan conjugadas al anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo. En
algunas realizaciones, los ADCs exhiben determinados niveles de exterminio de células (de células que expresan
PSMA), p. €j. valores Clsp que son o estan proximos a concentraciones picomolares. En otras realizaciones, los
ADCs resultan en una tasa de curacion de al menos 20%, 30%, 40% o 50% en ratones tratados con el ADC, con
un régimen de g4d x 6 a una dosis de 6 mg/kg. Por lo tanto, se proporcionan composiciones y métodos de utilizar
estos ADCs. En algunas realizaciones, los ratones son los previstos en los Ejemplos. En una realizacion, los
ratones son aquellos que son un modelo de cancer de préstata humano andrégeno-independiente. En otra
realizacion, los ratones son ratones inmunolégicamente deficientes a los que se les han injertado
intramuscularmente células C4-2 en la pata trasera izquierda.
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Los anticuerpos o fragmentos de uniéon a antigenos de los mismos de los ADCs son cualquier anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a PSMA. En una realizacion, el anticuerpo o un fragmento de
union a antigeno del mismo se une especificamente a PSMA (p. ej., se une especificamente a un dominio
extracelular de PSMA, especificamente se une a un epitopo conformacional de PSMA, etc.) y puede inhibir
competitivamente la union especifica de un segundo anticuerpo a su epitopo diana en PSMA, en donde el segundo
anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en PSMA 3.7, PSMA 3.8, PSMA 3.9, PSMA 3.11, PSMA 54,
PSMA 7.1, PSMA 7.3, PSMA 10.3, PSMA 1.8.3, PSMA A3.1.3, PSMA A3.3.1, Abgenix 4.248.2, Abgenix 4.360,3,
Abgenix 4.7.1, Abgenix 4.4.1, Abgenix 4.177.3, Abgenix 4.16.1, Abgenix 4.22.3, Abgenix 4.28.3, Abgenix 4.40.2,
Abgenix 4.48.3, Abgenix 4.49.1, Abgenix 4.209.3, Abgenix 4.219.3, Abgenix 4.288.1, Abgenix 4.333.1, Abgenix
4.54.1, Abgenix 4.153.1, Abgenix 4.232.3, Abgenix 4.292.3, Abgenix 4.304.1, Abgenix 4.78.1 y Abgenix 4.152.1 y
anticuerpos que comprenden (a) una cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que
comprende una region o regiones codificadoras de una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que
consiste en secuencias de nucledtidos recogidas como SEQ ID NOs: 2-7, y (b) una cadena ligera codificada por
una molécula de acido nucleico que comprende una regidon o regiones codificadoras de una secuencia de
nucleodtidos seleccionada del grupo que consiste en secuencias de nucleotidos recogidas como SEQ ID NOs: 8-13.
Por lo tanto, el segundo anticuerpo incluye cualquiera de los anticuerpos producidos por hibridomas o codificados
por plasmidos mostrados a continuaciéon en la Tabla 1. Estos hibridomas y plasmidos fueron depositados de
acuerdo con y satisfaciendo los requisitos del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del
Deposito de Microorganismos a los Fines del Procedimiento en materia de Patentes con la American Type Culture
Collection (“ATCC”) como Autoridad de Depdsito Internacional y a los que se les dio las Designaciones de Deposito
de Patente mostradas anteriormente y en la Tabla 1.

Tabla 1
Anticuerpo Hibridoma/Plasmido Designacion del Deposito Fecha de Deposito
de Patente
PSMA 3.7 PSMA 3.7 PTA-3257 5 de abril de 2001
PSMA 3.9 PSMA 3.9 PTA-3258 5 de abril de 2001
PSMA 3.11 PSMA 3.11 PTA-3269 10 de abril de 2001
PSMA 5.4 PSMA 5.4 PTA-3268 10 de abril de 2001
PSMA 7.1 PSMA 7.1 PTA-3292 18 de abril de 2001
PSMA 7.3 PSMA 7.3 PTA-3293 18 de abril de 2001
PSMA 10.3 PSMA 10.3 PTA-3347 1 de mayo de 2001
PSMA 10.3 HC en PTA-4413 29 de mayo de 2002
pcADN (SEQ ID NO: 7)
PSMA 10.3 kappa en PTA-4414 29 de mayo de 2002
pcADN (SEQ ID NO: 13)

PSMA 1.8.3 PSMA 1.8.3 PTA-3906 5 diciembre de 2001
PSMA A3.1.3 PSMA A3.1.3 PTA-3904 5 diciembre de 2001
PSMA A3.3.1 PSMA A3.3.1 PTA-3905 5 diciembre de 2001

Abgenix 4.248.2 Abgenix 4.248.2 PTA-4427 4 de junio de 2002
Abgenix 4.360.3 Abgenix 4.360.3 PTA-4428 4 de junio de 2002
Abgenix 4.7.1 Abgenix 4.7.1 PTA-4429 4 de junio de 2002
Abgenix 4.4.1 Abgenix 4.4.1 PTA-4556 18 de julio de 2002
Abgenix 4.177.3 Abgenix 4.177.3 PTA-4557 18 de julio de 2002
Abgenix 4.16.1 Abgenix 4.16.1 PTA-4357 16 de mayo de 2002
Abgenix 4.22.3 Abgenix 4.22.3 PTA-4358 16 de mayo de 2002
Abgenix 4.28.3 Abgenix 4.28.3 PTA-4359 16 de mayo de 2002
Abgenix 4.40.2 Abgenix 4.40.2 PTA-4360 16 de mayo de 2002
Abgenix 4.48.3 Abgenix 4.48.3 PTA-4361 16 de mayo de 2002
Abgenix 4.49.1 Abgenix 4.49.1 PTA-4362 16 de mayo de 2002
Abgenix 4.209.3 Abgenix 4.209.3 PTA-4365 16 de mayo de 2002
Abgenix 4.219.3 Abgenix 4.219.3 PTA-4366 16 de mayo de 2002
Abgenix 4.288.1 Abgenix 4.288.1 PTA-4367 16 de mayo de 2002
Abgenix 4.333.1 Abgenix 4.333.1 PTA-4368 16 de mayo de 2002
Abgenix 4.54.1 Abgenix 4.54.1 PTA-4363 16 de mayo de 2002
Abgenix 4.153.1 Abgenix 4.153.1 PTA-4388 23 de mayo de 2002
Abgenix 4.232.3 Abgenix 4.232.3 PTA-4389 23 de mayo de 2002
Abgenix 4.292.3 Abgenix 4.292.3 PTA-4390 23 de mayo de 2002
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Abgenix 4.304.1 Abgenix 4.304.1 PTA-4391 23 de mayo de 2002

AB-PG1-XG1-006 Cadena pesada de AB- PTA-4403 29 de mayo de 2002

PG1-XG1-006 (SEQ ID
NO: 2)

Cadena ligera de AB-PG1- PTA-4404

XG1-006 (SEQ ID NO: 8)

AB-PG1-XG1-026 Cadena pesada de AB- PTA-4405 29 de mayo de 2002

PG1-XG1-026 (SEQ ID
NO: 3)

Cadena ligera de AB-PG1- PTA-4406

XG1-026 (SEQ ID NO: 9)

AB-PG1-XG1-051 Cadena pesada de AB- PTA-4407 29 de mayo de 2002

PG1-XG1-051 (SEQ ID
NO: 4)

Cadena ligera de AB-PG1- PTA-4408

XG1-051 (SEQ ID NO: 10)

AB-PG1-XG1-069 Cadena pesada de AB- PTA-4409 29 de mayo de 2002

PG1-XG1-069 (SEQ ID
NO: 5)

Cadena ligera de AB-PG1- PTA-4410

XG1-069 (SEQ ID NO: 11)

AB-PG1-XG1-077 Cadena pesada de AB- PTA-4411 29 de mayo de 2002

PG1-XG1-077 (SEQ ID
NO: 6)

Cadena ligera de AB-PG1- PTA-4412

XG1-077 (SEQ ID NO: 12)

Para determinar la inhibicion competitiva, se puede emplear una diversidad de ensayos conocidos por el experto
ordinario en la técnica. Por ejemplo, se pueden utilizar ensayos de competicion cruzada para determinar si un
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo inhibe de forma competitiva la unién a PSMA por parte de
otro anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo. Estos ensayos incluyen métodos basados en células
que emplean la citometria de flujo o el analisis de unién en fase solida. También se pueden utilizar otros ensayos
que evaluan la capacidad de anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos para competir de forma
cruzada por moléculas de PSMA que no estan expresadas sobre la superficie de células, en fase soélida o en fase
de disolucién.

En algunas realizaciones, los anticuerpos o fragmentos de unién a antigenos de los mismos inhiben
competitivamente la union especifica de un segundo anticuerpo a su epitopo diana en PSMA en al menos
aproximadamente un 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o 99%. La inhibicién se puede
evaluar a diversas relaciones molares o relaciones masicas; por ejemplo, se pueden realizar experimentos de
unién competitiva con un exceso molar de 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 7 veces, 10 veces o0 mas de un
primer anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo frente a un segundo anticuerpo o fragmento de
union a antigeno del mismo.

En otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une especificamente a un epitopo
en PSMA definido por un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en PSMA 3.7, PSMA 3.8, PSMA 3.9,
PSMA 3.11, PSMA 5.4, PSMA 7.1, PSMA 7.3, PSMA 10.3, PSMA 1.8.3, PSMA A3.1.3, PSMA A3.3.1, 4.248.2,
4.360.3, 4.7.1, 4.41, 41773, 4.16.1, 4.22.3, 4.28.3, 4.40.2, 4.48.3, 4.49.1, 4.209.3, 4.219.3, 4.288.1, 4.333.1,
4.54.1, 41531, 4.232.3, 4.292.3, 4.304.1, 4.78.1 y 4.152.1. PSMA 3.7, PSMA 3.8, PSMA 3.9, PSMA 3.11, PSMA
5.4, PSMA 7.1, PSMA 7.3, PSMA 10.3, PSMA 1.8.3, PSMA A3.1.3, PSMA A3.3.1, Abgenix 4.248.2, Abgenix
4.360,3, Abgenix 4.7.1, Abgenix 4.4.1, Abgenix 4.177.3, Abgenix 4.16.1, Abgenix 4.22.3, Abgenix 4.28.3, Abgenix
4.40.2, Abgenix 4.48.3, Abgenix 4.49.1, Abgenix 4.209.3, Abgenix 4.219.3, Abgenix 4.288.1, Abgenix 4.333.1,
Abgenix 4.54.1, Abgenix 4.153.1, Abgenix 4.232.3, Abgenix 4.292.3, Abgenix 4.304.1, Abgenix 4.78.1 y Abgenix
4.152.1, y anticuerpos que comprenden (a) una cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que
comprende una region o regiones codificadoras de una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que
consiste en secuencias de nucledtidos recogidas como SEQ ID NOs: 2-7, y (b) una cadena ligera codificada por
una molécula de acido nucleico que comprende una regidon o regiones codificadoras de una secuencia de
nucleotidos seleccionada del grupo que consiste en secuencias de nucleétidos recogidas como SEQ ID NOs: 8-13.
Los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los ADCs incluyen, por lo tanto, los que se unen
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especificamente a un epitopo en PSMA definidos por los anticuerpos producidos por los hibridomas o codificados
por los plasmidos proporcionados antes en la Tabla 1.

Para determinar el epitopo se pueden utilizar métodos de representaciéon en mapa de epitopos convencionales
conocidos en la técnica. Por ejemplo, se pueden utilizar fragmentos (péptidos) de antigeno PSMA (p. €j. péptidos
sintéticos) que unen el anticuerpo para determinar si un anticuerpo candidato o fragmento de union a antigeno del
mismo se une al mismo epitopo. Para epitopos lineales se sintetizan péptidos solapantes de una longitud definida
(p- €j. 8 0 mas aminoacidos). Los péptidos se pueden compensar en 1 aminoacido, de modo que se prepara una
serie de péptidos que cubren cada 8 fragmentos de aminoacido de la secuencia de proteinas de PSMA. Se pueden
preparar un menor numero de péptidos utilizando mayores compensaciones, p. ej. de 2 6 3 aminoacidos. Ademas,
se pueden sintetizar péptidos mayores (p. €j. 9-, 10- u 11-meros). La union de péptidos a anticuerpos o fragmentos
de unién a antigeno se puede determinar utilizando metodologias convencionales que incluyen ensayos de
resonancia de plasmoén superficial (BIACORE) y ELISA. Para el examen de epitopos conformacionales, se pueden
utilizar fragmentos de PSMA mayores. Se han descrito y se pueden utilizar otros métodos que utilizan la
espectrometria de masas para definir epitopos conformacionales (véase, p. €j., Baerga-Ortiz et al, Protein Science
11:1300-1308, 2002 y referencias citadas en el mismo). Todavia otros métodos para la determinacion de epitopos
se proporcionan en trabajos de referencia de laboratorio convencionales tales como Unidad 6.8 (“Phage Display
Selection and Analysis of B-cell Epitopes”) y Unidad 9.8 (“Identification of Antigenic Determinants Using Synthetic
Peptide Combinatorial Libraries”) de Current Protocols in Immunology, Coligan et al., comps., John Wiley & Sons.
Los epitopos se pueden confirmar introduciendo mutaciones o deleciones puntuales en un epitopo conocido, y
luego sometiendo a ensayo la unién con uno o mas anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno para determinar
qué mutaciones reducen la unién de los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno.

En realizaciones particulares, los anticuerpos de los ADCs o de los que se derivan los fragmentos de unién a
antigeno de los ADCs son los producidos por hibridomas a los que se alude en esta memoria como PSMA 3.7,
PSMA 3.8, PSMA 3.9, PSMA 3.11, PSMA 5.4, PSMA 7.1, PSMA 7.3, PSMA 10.3, PSMA 1.8.3, PSMA A3.1.3,
PSMA A3.3.1, Abgenix 4.248.2, Abgenix 4.360,3, Abgenix 4.7.1, Abgenix 4.4.1, Abgenix 4.177.3, Abgenix 4.16.1,
Abgenix 4.22.3, Abgenix 4.28.3, Abgenix 4.40.2, Abgenix 4.48.3, Abgenix 4.49.1, Abgenix 4.209.3, Abgenix 4.219.3,
Abgenix 4.288.1, Abgenix 4.333.1, Abgenix 4.54.1, Abgenix 4.153.1, Abgenix 4.232.3, Abgenix 4.292.3, Abgenix
4.304.1, Abgenix 4.78.1 y Abgenix 4.152.1, respectivamente. En otras realizaciones, los anticuerpos son los
codificados por los plasmidos mostrados en la Tabla 1. Todavia en otras realizaciones particulares, los
anticuerpos son los que comprenden una cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que
comprende la regidon o regiones codificadoras de una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que
consiste en secuencias de nucleédtidos recogidas como SEQ ID NOs: 2-7, y una cadena ligera codificada por una
molécula de acido nucleico que comprende la region o regiones codificadoras de una secuencia de nucleotidos
seleccionada del grupo que consiste en secuencias de nucleétidos recogidas como SEQ ID NOs: 8-13.

Tal como se utiliza en esta memoria, los nombres de los hibridomas o plasmidos depositados se pueden utilizar
indistintamente con los nombres de los anticuerpos. Resultara claro para un experto ordinario en la técnica cuando
el nombre pretende aludir al anticuerpo o cuando alude a los plasmidos o hibridomas que codifican o producen los
anticuerpos, respectivamente. Adicionalmente, los nombres de anticuerpos pueden ser una forma abreviada del
nombre mostrado en la Tabla 1. Por ejemplo, al anticuerpo AB-PG1-XG1-006 se le puede aludir como AB-PG1-
XG1-006, PG1-XG1-006, XG1-006, 006, etc. En otro ejemplo, al nombre de anticuerpo PSMA 4.232.3 se le puede
aludir como PSMA 4.232.1, 4.232.3, 4.232.1, 4.232, etc. Se pretende que todas las variaciones en el nombre del
anticuerpo aludan al mismo anticuerpo y no a uno diferente.

Los anticuerpos de los ADCs o de los que se derivan los fragmentos de unién a antigeno de los ADCs incluyen los
codificados por conjuntos particulares de secuencias de cadenas pesadas y ligeras. En una realizacion, el
anticuerpo (AB-PG1-XG1-006) es codificado por una molécula de acido nucleico que comprende una region o
regiones codificadoras de las secuencias de acidos nucleicos recogidas como SEQ ID NOs: 2 y 8. En otra
realizacion, el anticuerpo (AB-PG1-XG1-026) es codificado por una molécula de acido nucleico que comprende
una region o regiones codificadoras de las secuencias de acidos nucleicos recogidas como SEQ ID NOs: 3 y 9.
Todavia en una realizacion, el anticuerpo (AB-PG1-XG1-051) es codificado por una molécula de acido nucleico
que comprende una region o regiones codificadoras de las secuencias de acidos nucleicos recogidas como SEQ ID
NOs: 4 y 10. Todavia en otra realizacion, el anticuerpo (AB-PG1-XG1-069) es codificado por una molécula de
acido nucleico que comprende una regién o regiones codificadoras de las secuencias de acidos nucleicos
recogidas como SEQ ID NOs: 5y 11. En otra realizacion, el anticuerpo (AB-PG1-XG1-077) es codificado por una
molécula de acido nucleico que comprende una regiéon o regiones codificadoras de las secuencias de acidos
nucleicos recogidas como SEQ ID NOs: 6 y 12. Todavia en otra realizacion, el anticuerpo (PSMA 10.3) es
codificado por una molécula de acido nucleico que comprende una regién o regiones codificadoras de las
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secuencias de acidos nucleicos recogidas como SEQ ID NOs: 7 y 13. En otras realizaciones, los anticuerpos de los
ADCs o de los que se derivan los fragmentos de unién a antigeno de los ADCs incluyen una region variable de
cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que comprende una region o regiones codificadoras
de una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en secuencias de nucleétidos recogidas
como SEQ ID NOs: 14, 18, 22, 26 y 30, y una region variable de cadena ligera codificada por una molécula de
acido nucleico que comprende una region o regiones codificadoras de una secuencia de nucleétidos seleccionada
del grupo que consiste en secuencias de nucleétidos recogidas como SEQ ID NOs: 16, 20, 24, 28 y 32. En una
realizacion, el anticuerpo (AB-PG1-XG1-006) incluye una secuencia variable de inmunoglobulina codificada por
moléculas de acidos nucleicos que comprenden una region o regiones codificadoras de las secuencias de acidos
nucleicos recogidas como SEQ ID NOs: 14 y 16. De igual manera, el anticuerpo puede ser uno que incluya una
secuencia variable de inmunoglobulina que comprende las secuencias de aminoacidos recogidas como SEQ ID
NOs: 15 y 17. En otra realizacion, el anticuerpo (AB-PG1-XG1-026) incluye una secuencia variable de
inmunoglobulina codificada por moléculas de acidos nucleicos que comprenden una regién o regiones
codificadoras de la secuencias de nucleétidos recogidas como SEQ ID NOs: 18 y 20, o incluye una secuencia
variable de inmunoglobulina que comprende las secuencias de aminoacidos recogidas como SEQ ID NOs: 19 y
21. Todavia en otra realizacién, el anticuerpo (AB-PG1-XG1-051) incluye una secuencia variable de
inmunoglobulina codificada por las moléculas de acidos nucleicos que comprenden una regién o regiones
codificadoras de secuencias de nucledtidos recogidas como SEQ ID NOs: 22 y 24, o incluye una secuencia
variable de inmunoglobulina que comprende las secuencias de aminoacidos recogidas como SEQ ID NOs: 23 y
25. Todavia en otra realizacién, el anticuerpo (AB-PG1-XG1-069) incluye una secuencia variable de
inmunoglobulina codificada por las moléculas de acidos nucleicos que comprenden una regién o regiones
codificadoras de secuencias de nucleétidos recogidas como SEQ ID NOs: 26 y 28 o incluye una secuencia variable
de inmunoglobulina que comprende las secuencias de aminoacidos recogidas como SEQ ID NOs: 27 y 29. En otra
realizacion, el anticuerpo (AB-PG1-XG1-077) incluye una secuencia variable de inmunoglobulina codificada por las
moléculas de acidos nucleicos que comprenden una region o regiones codificadoras de secuencias de nucleotidos
recogidas como SEQ ID NOs: 30 y 32 o incluye una secuencia variable de inmunoglobulina que comprende las
secuencias de aminoacidos recogidas como SEQ ID NOs: 31 y 33. En otras realizaciones, el anticuerpo incluye
una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en secuencias de aminoacidos recogidas como SEQ ID NOs: 15, 19, 23, 27 y 31, y una region variable de
cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en secuencias
de aminoacidos recogidas como SEQ ID NOs: 17, 21, 25, 29 y 33.

Tal como se utiliza en esta memoria, una “region codificadora” se refiere a una regidon de una secuencia de
nucledtidos que codifica una secuencia de polipéptidos. Su uso en esta memoria es consistente con el significado
reconocido, conocido en la técnica.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos de los ADCs o de los que se derivan los fragmentos de union a
antigeno de los ADCs, son los que son codificados por moléculas de acidos nucleicos que son altamente
homdlogas a los acidos nucleicos que anteceden. La molécula de acido nucleico homodloga, en algunas
realizaciones, puede comprender una secuencia de nucleétidos que es al menos aproximadamente 90% idéntica a
la secuencia de nucleétidos proporcionada en esta memoria. En otras realizaciones, la secuencia de nucleétidos es
al menos aproximadamente 95% idéntica, al menos aproximadamente 97% idéntica, al menos aproximadamente
98% idéntica o al menos aproximadamente 99% idéntica a una secuencia de nucledtidos proporcionada en esta
memoria. La homologia se puede calcular utilizando diversas herramientas de software, publicamente disponibles
y bien conocidas para un experto ordinario en la técnica. Herramientas ilustrativas incluyen el sistema BLAST
disponible de la pagina web del National Center for Biotechnology Information (NCBI) en el National Institutes of
Health.

Un método para identificar secuencias de nucledétidos altamente homologas es a través de la hibridacion del acido
nucleico. Asi, la invencion incluye también anticuerpos que tienen las propiedades de unién a PSMA y otras
propiedades funcionales descritas en esta memoria, que son codificados por moléculas de acidos nucleicos que se
hibridan bajo condiciones de alta rigurosidad a las moléculas de acidos nucleicos que anteceden. La identificacion
de secuencias relacionadas también se puede conseguir utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR —
siglas en inglés) y otras técnicas de amplificacion adecuadas para clonar secuencias de acidos nucleicos
relacionadas. Cebadores de PCR se pueden seleccionar para amplificar partes de una secuencia de acidos
nucleicos de interés tal como una CDR (siglas inglesas de region determinante de la complementariedad).

La expresion “condiciones de alta rigurosidad”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a parametros con los
que es familiar la técnica. Parametros de hibridacién de acidos nucleicos se pueden encontrar en referencias que
recopilan métodos de este tipo, p. ej. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook, et al., comps.,
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Segunda Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989, o Current
Protocols in Molecular Biology, F. M. Ausubel, et al., comps., John Wiley & Sons, Inc., Nueva York. Un ejemplo de
condiciones de alta rigurosidad es la hibridacion a 65°C en tampon de hibridacion (3,5X SSC, Ficoll al 0,02%,
polivinilpirrolidona al 0,02%, albumina de suero bovino al 0,02%, NaH;PO4 2,5 mM (pH 7), SDS al 0,5%, EDTA 2
mM). SSC es cloruro de sodio 0,15 M/citrato de sodio 0,015 M, pH 7; SDS es dodecilsulfato de sodio; y EDTA es
acido etilendiaminotetraacético. Después de la hibridacién, una membrana a la cual se transfiere el acido nucleico,
se lava, por ejemplo, en 2X SSC a la temperatura ambiente y luego a 0,1-0,5X SSC/0,1X SDS a temperaturas de
hasta 68°C.

Tal como se utiliza en esta memoria, el término “anticuerpo” se refiere a una glicoproteina que comprende al
menos dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) inter-conectadas por enlaces disulfuro. Cada una de las
cadenas pesadas esta constituida por una region variable de la cadena pesada (abreviada en esta memoria como
HCVR o V4) y una regidon constante de la cadena pesada. La region constante de la cadena pesada esta
constituida por tres dominios, Cx1, C42 y Cx3. Cada una de las cadenas ligeras esta constituida por una region
variable de la cadena ligera (abreviada en esta memoria como LCVR o V.) y una regién constante de la cadena
ligera. La region constante de la cadena ligera esta constituida por un dominio, CL. Las regiones Vy y V. se
pueden subdividir adicionalmente en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de la
complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que estan mas conservadas, denominadas regiones marco
(FR — siglas en inglés). Cada una de Vy y V| esta constituida por tres CDRs y cuatro FRs, dispuestos desde el
extremo amino al extremo carboxi en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Las regiones
variables de las cadenas pesadas y ligeras contienen un dominio de unién que interactia con un antigeno. Las
regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar en la unién de la inmunoglobulina a tejidos o factores
hospedadores, incluidas diversas células del sistema inmune (p. €j., células efectoras) y el primer componente
(C1q) del sistema de complemento clasico.

La expresion “fragmento de unidon a antigeno” de un anticuerpo, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a
una o mas partes de un anticuerpo que conservan la capacidad de unirse especificamente a un antigeno (es decir,
PSMA). Se ha demostrado que la funcién de unién a antigeno de un anticuerpo puede realizarse por fragmentos de
un anticuerpo de longitud completa. Ejemplos de fragmentos de unidén abarcados dentro de la expresion
“fragmento de unién a antigeno” de un anticuerpo incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que
consiste en los dominios V, Vi, Vi y CLy Cu1; (ii) un fragmento F(ab’),, un fragmento bivalente que comprende
dos fragmentos Fab enlazados por un puente disulfuro en la regidon de bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste
en los dominios Vy y CH1; (iv) un fragmento Fv que consiste en los dominios V_ y Vy de un solo brazo de un
anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward et al., (1989) Nature 341:544-546) que consiste en un dominio Vy; y (vi)
una region determinante de la complementariedad (CDR) aislada. Las CDRs vy, en particular, las regiones CDR3 vy,
mas particularmente, la CDR3 de cadena pesada contribuyen en la especificidad del anticuerpo. Debido a que
estas regiones CDR vy, en particular, la region CDR3 confieren especificidad al antigeno en el anticuerpo, estas
regiones se pueden incorporar en otros anticuerpos o fragmentos de union a antigeno para conferir la especificidad
del antigeno idéntica sobre ese anticuerpo o péptido. Ademas de ello, a pesar de que los dos dominios del
fragmento Fv, V y Vy, son codificados por genes separados, éstos se pueden unir, utilizando métodos
recombinantes, por parte de un enlazador sintético que les permite producirles como una cadena de proteinas
sencilla en la que las regiones V. y Vy se aparean para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv de
cadena sencilla (scFv); véase, p. €j., Bird et al. (1988) Science 242:423-426; y Huston et al. (1988) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85:5879-5883). Anticuerpos de cadena sencilla de este tipo también pretenden quedar abarcados
dentro de la expresion “fragmento de unién a antigeno” de un anticuerpo. Estos fragmentos de anticuerpo se
obtienen utilizando procesos convencionales tales como procesos de fragmentacion proteolitica tal como se
describe en J. Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pags. 98-118 (N.Y. Academic Press 1983),
asi como por otras técnicas conocidas por los expertos en la técnica. Los fragmentos son rastreados en cuanto a
su utilidad de la misma manera que lo son los anticuerpos intactos.

Los anticuerpos, o fragmentos de unién a antigeno de los mismos de los ADCs, estan en algunas realizaciones,
aislados. “Aislados”, tal como se utiliza en esta memoria, pretende aludir a un anticuerpo (o fragmento de unién a
antigeno del mismo) que esta esencialmente exento de otros anticuerpos (o fragmentos de union a antigeno) con
diferentes especificidades antigénicas (p. e€j., un anticuerpo aislado que se une especificamente a PSMA esta
esencialmente exento de anticuerpos que se unen especificamente a antigenos que no sean PSMA). Un anticuerpo
aislado que se une especificamente a un epitopo, isoforma o variante de PSMA puede, sin embargo, tener
reactividad cruzada con otros antigenos relacionados, p. €j., de otras especies (p. €j., homologos de especies de
PSMA). Ademas de ello, un anticuerpo aislado (o fragmento de unién a antigeno del mismo) puede estar
esencialmente exento de otro material celular y/o productos quimicos. Tal como se utiliza en esta memoria, “union
especifica” se refiere a la union del anticuerpo a un antigeno predeterminado, en este caso PSMA. Tipicamente, el
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anticuerpo se une con una afinidad que es al menos dos veces mayor que su afinidad por unirse a un antigeno no
especifico (p. ej., BSA, caseina), que es un antigeno distinto de PSMA, una isoforma o variante de PSMA o un
antigeno estrechamente relacionado.

Los anticuerpos abarcan diversos isotipos de anticuerpos tales como 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgM, IgA1, IgA2,
IgAsec, IgD, IgE. Tal como se utiliza en esta memoria, “isotipo” se refiere a la clase de anticuerpos (p. €j., IgM o
IgG1) que es codificada por genes de la region constante de la cadena pesada. Los anticuerpos pueden ser de
longitud completa o pueden incluir sélo un fragmento de union a antigeno tal como el dominio constante y/o
variable de anticuerpo de IgG1, IgG2, 1gG3, 1gG4, IgM, IgA1, IgA2, IgAsec, IgD o IgE, o podrian consistir en un
fragmento Fab, un fragmento F(ab’), y un fragmento Fv.

Los anticuerpos de los ADCs, o de los que se derivan los fragmentos de unién a antigeno de los ADCs son, en
algunas realizaciones, monoclonales. Los anticuerpos se pueden producir por una diversidad de técnicas bien
conocidas en la técnica. La produccion de anticuerpos monoclonales puede efectuarse mediante técnicas que son
bien conocidas en la técnica. La expresion “anticuerpo monoclonal”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere
a un preparado de moléculas de anticuerpo de una composicién molecular sencilla. Un anticuerpo monoclonal
exhibe una especificidad de unién sencilla y una afinidad por un epitopo particular. El procedimiento de la
produccién de anticuerpos monoclonales implica obtener células somaticas inmunes con el potencial de producir
un anticuerpo, en particular linfocitos B, que han sido previamente inmunizados con el antigeno de interés, ya sea
in vivo o in vitro y que sean adecuados para la fusion con una linea de mieloma de células B.

Linfocitos de mamiferos se inmunizan tipicamente mediante inmunizacion in vivo del animal (p. €j., un ratén) con la
proteina o polipéptido deseado. Inmunizaciones de este tipo se repiten segun sea necesario a intervalos de hasta
varias semanas para obtener un titulo suficiente de anticuerpos. Una vez inmunizados, los animales pueden
utilizarse como una fuente de linfocitos productores de anticuerpos. Después del ultimo refuerzo con antigenos, los
animales son sacrificados y se les separan células del bazo. Linfocitos de raton proporcionan un elevado
porcentaje de fusiones estables con las lineas de mieloma de ratén descritas en esta memoria. Por ejemplo, del
raton BALB/c. Sin embargo, también se pueden utilizar como hospedadores para preparar células productoras de
anticuerpos otras razas de ratones, conejos, hamsteres, ovejas y ranas. Véase; Goding (en Monoclonal Antibodies:
Principles and Practice, 22 ed., pags. 60-61, Orlando, Fla., Academic Press, 1986). En particular, se pueden utilizar
razas de ratones que tengan genes de inmunoglobulina humana insertados en el genoma (y que no puedan
producir inmunoglobulinas de raton). Ejemplos incluyen las razas de ratén HuMAb producidas por
Medarex/GenPharm International, y las cepas XenoMouse producidas por Abgenix. Ratones de este tipo producen
moléculas de inmunoglobulina totalmente humanas en respuesta a la inmunizacién. En algunas realizaciones, por
lo tanto, los ADCs comprenden un anticuerpo monoclonal totalmente humano o un fragmento de unién a antigeno
del mismo que se une a PSMA.

Preferentemente, se fusionan aquellas células productoras de anticuerpos que se encuentren en la fase de division
del plasmablasto. Células somaticas se pueden obtener a partir de los nédulos linfaticos, bazos y sangre periférica
de animales estimulados con antigenos, y las células linfaticas de eleccion dependen en gran medida de su utilidad
empirica en el sistema de fusion particular. Los linfocitos secretores de anticuerpos se fusionan luego con células
de mieloma de células B (de ratén) o células transformadas que son capaces de replicarse indefinidamente en
cultivos celulares, produciendo con ello una linea de células inmortal, secretora de inmunoglobulina. Se cultivan las
células fusionadas resultantes, o hibridomas, y las colonias resultantes se rastrean en cuanto a la produccion de
los anticuerpos monoclonales deseados. Colonias que producen este tipo de anticuerpos se clonan y se hacen
crecer in vivo o in vitro para producir grandes cantidades de anticuerpos. Una descripcion de la base tedrica y de la
metodologia practica de fusion de este tipo de células se recoge en Kohler y Milstein, Nature 256:495 (1975).

Alternativamente, células somaticas humanas capaces de producir anticuerpos, especificamente linfocitos B, son
adecuadas para la fusion con lineas de células de mieloma. Aun cuando pueden utilizarse linfocitos B procedentes
de bazos, amigdalas o nédulos linfaticos biopsiados de un individuo, también se pueden utilizar los linfocitos B de
la sangre periférica mas facilmente accesibles. Los linfocitos pueden derivarse de pacientes con carcinomas de
prostata diagnosticados u otro cancer que exprese PSMA. Ademas, células B humanas pueden ser directamente
inmortalizadas por el virus Epstein-Barr (Cole et al., 1995, Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R.
Liss, Inc., pags. 77-96). A pesar de que se pueden utilizar procesos de hibridacion de células somaticas, en
principio se pueden emplear otras técnicas para producir anticuerpos monoclonales tales como la transformacion
viral u oncogénica de linfocitos B.

Lineas de células de mieloma adecuadas para uso en procesos de fusion productores de hibridoma pueden ser no
productoras de anticuerpos, tener una elevada eficacia de fusidon y deficiencias enzimaticas que las hacen
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incapaces de desarrollarse en determinados medios selectivos que sustentan el desarrollo de los hibridomas
deseados. Ejemplos de lineas de células de mieloma de este tipo que se pueden utilizar para la produccion de
lineas de células fusionadas incluyen P3-X63/Ag8, X63-Ag8.653, NS1/1. Ag 4.1, Sp2/0-Ag14, FO, NSO/U, MPC-
11, MPC11-X45-GTG 1.7, S194/5XX0 Bul, todas derivadas de ratones; R210.RCY3, Y3-Ag 1.2.3, IR983F y 4B210
derivadas de ratas y U-266, GM1500-GRG2, LICR-LON-HMy2, UC729-6, todas ellas derivadas de seres humanos
(Goding, en Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 22 ed., pags. 65-66, Orlando, Fla., Academic Press,
1986; Campbell, en Monoclonal Antibody Technology, Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular
Biology Vol. 13, Burden y Von Knippenberg, comps. pags. 75-83, Amsterdam, Elseview, 1984).

La fusion con células de mieloma de mamiferos u otros participantes en la fusién capaces de replicarse
indefinidamente en cultivos celulares se efectia por técnicas convencionales y bien conocidas, por ejemplo
utilizando polietilenglicol (“‘PEG”) u otros agentes de fusion (véase Milstein y Kohler, Eur. J. Immunol. 6:511 (1976).

En otras realizaciones, los anticuerpos de los ADCs o de los que se derivan los fragmentos de union a antigeno de
los ADCs, son anticuerpos recombinantes. La expresion “anticuerpo recombinante”, tal como se utiliza en esta
memoria, pretende incluir anticuerpos que se preparan, expresan, crean o aislan por medios recombinantes tales
como anticuerpos aislados de un animal (p. ej. un ratén) que es transgénico para otros genes de inmunoglobulina
de las especies, anticuerpos expresados utilizando un vector de expresién recombinante transfectado en una célula
hospedadora, anticuerpos aislados de un banco de anticuerpos recombinantes y combinatorios, o anticuerpos
preparados, expresados, creados o aislados por cualesquiera otros medios que implican el corte y empalme de
secuencias de genes de inmunoglobulina a otras secuencias de ADN.

Todavia en otras realizaciones, los anticuerpos son anticuerpos quiméricos o humanizados. Tal como se utiliza en
esta memoria, la expresidon “anticuerpo quimérico” se refiere a un anticuerpo que combina las regiones variables o
hipervariables murinas con la region constante humana o las regiones de marco constantes y variables. Tal como
se utiliza en esta memoria, la expresiéon “anticuerpo humanizado” se refiere a un anticuerpo que conserva sélo las
CDRs de unién a antigenos procedentes del anticuerpo parental en asociacién con regiones de marco humanas
(véase Waldmann, 1991, Science 252:1657). Se espera que anticuerpos quiméricos o humanizados de este tipo
que conservan la especificidad de unién del anticuerpo murino tengan una inmunogenicidad reducida cuando se
administran in vivo para aplicaciones de acuerdo con la invencion.

De acuerdo con una realizacion alternativa, los anticuerpos monoclonales de la presente invencién se pueden
modificar en forma de un anticuerpo biespecifico o un anticuerpo multiespecifico. La expresiéon “anticuerpo
biespecifico” pretende incluir cualquier agente, p. ej. una proteina, péptido o complejo de proteinas o péptidos, que
tenga dos especificidades de union diferentes que se unan a o interactden con (a) un antigeno de la superficie de la
célula y (b) un receptor Fc en la superficie de una célula efectora. La expresion “anticuerpo multiespecifico”
pretende incluir cualquier agente, p. €j. una proteina, péptido o complejo de proteinas o péptidos que tenga mas de
dos especificidades de unién diferentes que se unan a o interactien con (a) un antigeno de la superficie de la
célula y (b) un receptor Fc en la superficie de una célula efectora y (c) al menos otro componente. Por
consiguiente, los anticuerpos incluyen, pero no se limitan a anticuerpos biespecificos, triespecificos,
tetraespecificos y otros anticuerpos multiespecificos que estan dirigidos a PSMA y a receptores Fc en células
efectoras. La expresion “anticuerpos biespecificos” incluye ademas diacuerpos. Los diacuerpos son anticuerpos
bivalentes, biespecificos, en los que los dominios V4 y V. se expresan en una cadena polipeptidica sencilla, pero
utilizando un enlazador que es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la
misma cadena, forzando con ello a los dominios a emparejarse con dominios complementarios de otra cadena y
creando dos sitios de unién a antigenos (véase, p. ej., Holliger, P., et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:
6444-6448; Poijak, R.J., et al. (1994) Structure 2:1121-1123).

Un anticuerpo biespecifico se puede formar de una region de antigeno especifica para PSMA y una region de union
a antigeno especifica para una célula efectora que tiene una actividad tumoricida o inhibidora de tumores. Las dos
regiones de union a antigeno del anticuerpo biespecifico estan quimicamente enlazadas o pueden ser expresadas
por una célula tratada genéticamente para producir el anticuerpo biespecifico. (Véase, en general, Fanger et al.,
1995, Drug News & Perspec. 8(3): 133-137). Células efectoras adecuadas con actividad tumoricida incluyen, pero
no se limitan a células T citotdxicas (principalmente células CD8+), células asesinas naturales, etc. Una cantidad
eficaz de anticuerpo biespecifico de acuerdo con la invenciéon puede administrarse a un sujeto con cancer, y el
anticuerpo biespecifico extermina y/o inhibe la proliferacion de las células cancerigenas después de la localizacion
en sitios de tumores primarios o metastasicos que portan PSMA.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos de los ADCs o de los que se derivan los fragmentos de union a
antigenos de los ADCs son anticuerpos humanos. La expresion “anticuerpo humano”, tal como se utiliza en esta
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memoria, pretende incluir anticuerpos con regiones variables y constantes derivadas de secuencias de
inmunoglobulina de la linea germinal humana. Los anticuerpos humanos de la invenciéon pueden incluir residuos de
aminoacidos no codificados por secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana (p. ej., mutaciones
introducidas por mutagénesis al azar o especifica del sitio in vitro o mediante mutacidon somatica in vivo). Sin
embargo, la expresion “anticuerpo humano”, tal como se utiliza en esta memoria, no pretende incluir anticuerpos
en los que secuencias de CDR derivadas de la linea germinal de otra especie de mamifero, tal como un ratéon, han
sido injertadas en secuencias del marco humanas (a las que se alude en esta memoria como “anticuerpos
humanizados”). Anticuerpos humanos dirigidos contra PSMA se pueden generar utilizando ratones transgénicos
que portan partes del sistema inmune humano mas que el sistema de ratén. Algunos ejemplos de los mismos se
describieron anteriormente.

Anticuerpos monoclonales totalmente humanos también se pueden preparar inmunizando ratones transgénicos en
grandes partes de loci de cadena pesada y ligera de inmunoglobulina humana. Véanse, p. €j., las patentes de
EE.UU. 5.591.669, 5.598.369, 5.545.806, 5.545.807, 6.150.584, y referencias citadas en ellas. Estos animales han
sido genéticamente modificados de modo que existe una delecién funcional en la produccion de anticuerpos
enddgenos (p. ej., murinos). Los animales se modifican adicionalmente de modo que contengan la totalidad o una
parte del locus del gen de inmunoglobulina de la linea germinal humana, de modo que la inmunizacion de estos
animales resulta en la produccién de anticuerpos totalmente humanos contra el antigeno de interés. Después de la
inmunizacion de estos ratones (p. ej., XenoMouse (Abgenix), ratones HUMAb (Medarex/GenPharm)), anticuerpos
monoclonales se preparan de acuerdo con la tecnologia del hibridoma estandar. Estos anticuerpos monoclonales
tienen secuencias de aminoacidos de inmunoglobulina humana y, por lo tanto, no provocaran respuestas de
anticuerpo anti-ratén humano (HAMA) cuando se administran a seres humanos. En general, pero no se pretende
que sea limitante, los ratones son de una edad de 6-16 semanas tras la primera inmunizacién. Por ejemplo, se
utiliza un preparado purificado o enriquecido de antigeno PSMA (p. ej., PSMA recombinante o células que
expresan PSMA) para inmunizar intraperitonealmente (IP) a los ratones, a pesar de que también son posibles otras
vias de inmunizacion conocidas por un experto ordinario en la técnica. El antigeno PSMA se inyecta en
combinacién con un adyuvante tal como adyuvante completo de Freund y, en algunas realizaciones, la inyeccion
inicial es seguida por inmunizaciones de refuerzo con antigeno en un adyuvante tal como adyuvante incompleto de
Freund. La respuesta inmune se vigila a lo largo del transcurso del protocolo de inmunizaciéon con muestras de
plasma obtenidas, por ejemplo, mediante sangrado retro-orbital. El plasma se rastrea por ELISA vy, para las
fusiones se utilizan ratones con titulos suficientes de inmunoglobulina humana anti-PSMA. A los ratones se les
refuerza por via intravenosa con antigeno 3 dias antes de sacrificarles y de la separacién del bazo.

En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo de los ADCs se puede
seleccionar en cuanto a la capacidad de unirse a células que expresan PSMA vivas. Con el fin de demostrar la
union a células que expresan PSMA vivas se puede utilizar la citometria de flujo. Por ejemplo, lineas de células
que expresan PSMA (desarrolladas bajo condiciones de crecimiento convencionales) o células de cancer de
préstata que expresan PSMA se mezclan con diversas concentraciones de anticuerpos monoclonales en PBS que
contiene Tween 80 al 0,1% y suero de ratén al 20%, y se incuban a 37°C durante 1 hora. Después del lavado, las
células se hacen reaccionar con anticuerpo secundario de IgG anti-humano marcado con fluoresceina (si se
utilizaron anticuerpos anti-PSMA humanos) bajo las mismas condiciones que la tincion del anticuerpo primario.
Las muestras se pueden analizar mediante un instrumento clasificador de células activadas por fluorescencia
(FACS), utilizando propiedades de dispersion de la luz y laterales para dirigirlas a células individuales. Se puede
utilizar un ensayo alternativo que utilice microscopia de fluorescencia (ademas de o en lugar de) el ensayo de
citometria de flujo. Las células se pueden tefir y examinar mediante microscopia de fluorescencia. Este método
permite la visualizacion de células individuales, pero puede tener una sensibilidad disminuida dependiendo de la
densidad del antigeno. Se deduce que los ADCs, en algunas realizaciones, se unen a células vivas. Por lo tanto,
los ADCs, en algunas realizaciones, no requieren la lisis de la célula para unirse a PSMA.

En algunas realizaciones, los anticuerpos pueden fomentar la citolisis de células que expresan PSMA. La citolisis
puede ser mediada por el complemento o puede ser mediada por células efectoras. En una realizacion, la citolisis
se lleva a cabo en un organismo vivo tal como un mamifero, y la célula viva es una célula tumoral. Ejemplos de
tumores que pueden ser fijados como objetivo por los anticuerpos o fragmentos de union a antigeno de los mismos
incluyen cualquier tumor que exprese PSMA (éste incluye tumores con PSMA que expresa la neovasculatura), tal
como de prostata, vejiga, pancreas, pulmon, colon, rifién, melanomas y sarcomas. En una realizacion, la célula
tumoral es una célula de cancer de prostata.

El ensayo de la actividad citolitica in vitro por el ensayo de la liberacién de cromo puede proporcionar un rastreo
inicial antes del ensayo en modelos in vivo. Este ensayo se puede llevar a cabo utilizando ensayos de liberacion de
cromo convencionales. En sintesis, células polimorfonucleares (PMN) u otras células efectoras procedentes de
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donantes sanos se pueden purificar mediante centrifugacion en gradiente de densidad Ficoll-Hypaque, seguido de
lisis de eritrocitos contaminantes. PMNs lavadas pueden suspenderse en RPMI suplementado con suero de ternero
fetal inactivado por calor al 10% y pueden mezclarse con células marcadas con *icr que expresen PSMA, en
diversas relaciones de células efectoras a células tumorales (células efectoras: células tumorales). IgGs anti-
PSMA purificadas se pueden luego afadir a diversas concentraciones. IgG irrelevante se puede utilizar como un
control negativo. Los ensayos se pueden llevar a cabo durante 0-120 minutos a 37°C. Las muestras se pueden
someter a ensayo para la citolisis, midiendo la liberacion de ICr en el sobrenadante del cultivo. Anticuerpos
monoclonales anti-PSMA y/o ADCs también se pueden someter a ensayo en combinaciones entre si para
determinar si la citolisis es reforzada con anticuerpos monoclonales multiples y/o ADCs. Anticuerpos que se unen a
PSMA y/o ADCs también pueden someterse a ensayo en un modelo in vivo (p. €j., en ratones) para determinar su
eficacia en mediar en la citolisis y exterminar células que expresen PSMA, p. €j., células tumorales.

Los anticuerpos de los ADCs o de los que se derivan los fragmentos de unién a antigeno de los ADCs se pueden
seleccionar, por ejemplo, en base a los siguientes criterios, que no pretenden ser exclusivos:
1) unién a células vivas que expresan PSMA;
2) elevada afinidad de uniéon a PSMA,;
3) unién a un epitopo unico en PSMA (es decir, un epitopo no reconocido por un anticuerpo previamente
producido);
4) opsonizacion de células que expresan PSMA,;
5) mediacién de la inhibicion del crecimiento, fagocitosis y/o exterminio de células que expresan PSMA en
presencia de células efectoras;
6) modulacién (inhibicion o potenciacion) de actividades de NAALADasa, folato hidrolasa, dipetidil
peptidasa IV y/o y-glutamil-hidrolasa;
7) inhibicién del crecimiento, paralizacion del ciclo celular y/o citotoxicidad en ausencia de células
efectoras;
8) internalizacion de PSMA;
9) unién a un epitopo conformacional en PSMA,;
10) reactividad cruzada minima con células o tejidos que no expresan PSMA; y
11) unién preferente a formas diméricas de PSMA mas que a formas monoméricas de PSMA.

Los anticuerpos pueden cumplir uno o mas y, posiblemente, todos estos criterios.

En una realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une a un epitopo conformacional
tal como un epitopo conformacional dentro del dominio extracelular de PSMA. Para determinar si un anticuerpo
anti-PSMA o fragmento de unién a antigeno del mismo se une a epitopos conformacionales, cada uno de los
anticuerpos se pueden someter testar en ensayos utilizando proteina nativa (p. ej., inmunoprecipitacion no
desnaturalizante, analisis por citometria de flujo de la unién a la superficie de la célula) y proteina desnaturalizada
(p- €j., borron de transferencia Western, inmunoprecipitacion de proteinas desnaturalizadas). Una comparacion de
los resultados indicara si el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une a un epitopo
conformacional. Anticuerpos o fragmentos de unidn a antigeno de los mismos que se unen a proteina nativa, pero
no a proteina desnaturalizada son, en algunas realizaciones, aquellos que se unen a epitopos conformacionales.
Se deduce que los ADCs en algunas realizaciones, se unen a epitopos conformacionales de PSMA.

En otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une a un epitopo especifico de
dimeros en PSMA. En general, anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos que se unen a un
epitopo especifico para dimeros se unen preferentemente al PSMA dimero mas que al PSMA mondémero. Para
determinar si un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une preferentemente (es decir.,
selectiva y/o especificamente) a un PSMA dimero, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se
puede someter a ensayos (p. €j., inmunoprecipitacion seguida de transferencia Western) utilizando proteina de
PSMA dimérico nativa y proteina de PSMA monomérico disociada. Una comparacion de los resultados indicara si
el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une preferentemente al dimero. En algunas
realizaciones, los anticuerpos o fragmentos de union a antigeno de los mismos se unen al PSMA dimero, pero no a
la proteina de PSMA monomérico. Se deduce que los ADCs, en algunas realizaciones, se unen a un epitopo
especifico para el dimero en PSMA.

Por lo tanto, la invencion incluye también ADCs que se unen selectivamente a PSMA multimero. Tal como se
utiliza en esta memoria, particularmente con respecto a la unién de PSMA multimero por parte de los ADCs, “se
une selectivamente” significa que un anticuerpo se une preferentemente a un multimero de proteina de PSMA (p.
ej., con mayor avidez, mayor afinidad de unién) que a un mondémero de proteina de PSMA. En algunas
realizaciones, los ADCs de la invencién se unen a un multimero de proteina de PSMA con una avidez y/o afinidad
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de unién que es 1,1 veces, 1,2 veces, 1,3 veces, 1,4 veces, 1,5 veces, 1,6 veces, 1,7 veces, 1,8 veces, 1,9 veces, 2
veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 7 veces, 10 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 70 veces, 100 veces,
200 veces, 300 veces, 500 veces, 1000 veces o mas que la exhibida por el ADC para un monémero de proteina de
PSMA. EI ADC puede, en algunas realizaciones, unirse selectivamente a un multimero de proteina de PSMA y no a
un monoémero de proteina de PSMA, es decir, exclusivamente se une a un multimero de proteina de PSMA. En
algunas realizaciones, el ADC se une selectivamente a un dimero de proteina de PSMA.

Un multimero de proteina de PSMA, tal como se utiliza en esta memoria, es un complejo proteinico de al menos
dos proteinas de PSMA o fragmentos de las mismas. Los multimeros de proteina de PSMA pueden estar
constituidos por diversas combinaciones de proteinas de PSMA de longitud completa (p. €j., SEQ ID NO: 1), PSMA
soluble recombinante (rsPSMA, p. ej., aminoéacidos 44-750 de SEQ ID NO: 1) y fragmentos de lo que antecede que
forman multimeros (es decir, que conservan el dominio de proteina requerido para formar dimeros y/o multimeros
de mayor orden de PSMA). En algunas realizaciones, al menos una de las proteinas de PSMA que forman el
multimero es un polipéptido de PSMA recombinante, soluble (rsPSMA). Los multimeros de proteina de PSMA
pueden ser dimeros tales como los formados a partir de proteina de PSMA recombinante soluble. En una
realizacion, el dimero es un homodimero de rsPSMA. Se piensa que los multimeros de proteina de PSMA a los
que se alude en esta memoria asumen una conformacion nativa y pueden tener una conformacion de este tipo. Las
proteinas de PSMA en determinadas realizaciones estan unidas de manera no covalente juntas para formar el
multimero de proteina de PSMA. Por ejemplo, se ha descubierto que la proteina de PSMA se asocia de manera no
covalente para formar dimeros bajo condiciones no desnaturalizantes. Los multimeros de proteina de PSMA
pueden conservar las actividades de PSMA. La actividad de PSMA puede ser una actividad enzimatica, tal como
una actividad de folato hidrolasa, actividad de NAALADasa, actividad de dipeptidil peptidasa IV o actividad de y-
glutamil hidrolasa. Métodos para someter a ensayo la actividad de PSMA de multimeros son bien conocidos en la
técnica (revisada por O’Keefe et al. en: Prostate Cancer: Biology, Genetics, and the New Therapeutics, L.W.K.
Chung, W.B. Isaacs y J.W. Simons (comps.) Humana Press, Totowa, NJ, 2000, pags. 307-326).

El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de los ADCs se puede unir a y es internalizado con
PSMA expresado en células. EI mecanismo mediante el cual el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo se internaliza con PSMA no es critico para la practica de la presente invencion. Por ejemplo, el anticuerpo o
fragmento de union a antigeno del mismo puede inducir la internalizacion de PSMA. Alternativamente, la
internalizacion del anticuerpo o fragmento de uniéon a antigeno del mismo puede ser el resultado de una
internalizacion rutinaria de PSMA. Se deduce que el ADC puede ser internalizado con PSMA expresado en células.

Los anticuerpos o fragmentos de union a antigeno de los mismos y, por lo tanto, los ADCs de la invencion pueden
unirse especificamente a PSMA de la superficie de la célula y/o rsPSMA con afinidad sub-nanomolar. Las
afinidades de unién pueden ser de aproximadamente 1 X 10° M o menores, aproximadamente 1 X 10" Mo
menores o aproximadamente 1 X 10™ M o menores. En una realizacion particular, la afinidad de unién es menor
que aproximadamente 5 X 107 m.

Los anticuerpos o fragmentos de unién a antigenos de los mismos pueden modular, en algunas realizaciones, al
menos una actividad enzimatica de PSMA. La actividad se puede seleccionar del grupo que consiste en actividad
de dipeptidasa de caracter acido N-acetilada y a-enlazada (NAALADasa), folato hidrolasa, dipeptidil dipeptidasa
IV, y-glutamil hidrolasa y combinaciones de las mismas in vitro o in vivo. La modulacion puede ser una
potenciacion o inhibicion de al menos una actividad enzimatica de PSMA.

Niveles en tejido de NAALADasa se pueden determinar solubilizando en detergente, tejidos homogeneizantes,
sedimentando el material insoluble mediante centrifugacion y midiendo la actividad de NAALADasa en el
sobrenadante restante. De igual manera, la actividad de NAALADasa en fluidos corporales también se puede medir
sedimentando primero el material celular mediante centrifugacion y realizando un ensayo enzimatico tipico para la
actividad de NAALADasa en el sobrenadante. Ensayos de enzimas NAALADasa han sido descritos por Frieden,
1959, J. Biol. Chem., 234:2891. En este ensayo, el producto de reaccion de la enzima NAALADasa es acido
glutamico. Este se deriva de la escisién de N-acetilaspartilglutamato catalizada por enzima para proporcionar &cido
N-acetilaspartico y acido glutamico. El &cido glutdmico, en una etapa que requiere NAD(P)', proporciona 2-
oxoglutarato mas NAD(P)H en una reaccion catalizada por glutamato deshidrogenasa. El progreso de la reaccion
puede medirse de manera facil y conveniente mediante el cambio en la absorbancia a 340 nm debido a la
conversién de NAD(P)" en NAD(P)H.

La actividad de folato hidrolasa de PSMA se puede medir realizando ensayos enzimaticos segun se describe por
Heston y otros (p. e€j., Clin Cancer Res. 2(9):1445-51, 1996; Urology 49 (3A Supl):104-12, 1997). Folato hidrolasas
tales como PSMA separan los glutamatos gamma-enlazados de folatos poliglutamatos. La actividad de folato
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hidrolasa se puede medir utilizando sustratos tales como metotrexato tri-gamma glutamato (MTXGIu3),
metotrexato di-gamma glutamato (MTXGIu2) o pteroilpentaglutamato (PteGlu5), por ejemplo utilizando
electroforesis capilar (véase Clin. Cancer Res. 2(9):1445-51, 1996). Incubaciones cronometradas de PSMA con
sustratos poliglutamados son seguidas por separacion y deteccion de productos de la hidrdlisis.

Un ADC de la invencion comprende un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo conjugado MMAE o
MMAF. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo puede estar, en algunas realizaciones, conjugado
a MMAE o MMAF con un compuesto de la siguiente formula (Férmula 1) —A,-Y,-Zm-X,-Wy-, en donde A es una
unidad acilo carboxilica; Y es un aminoacido; Z es un aminoacido; X y W son cada uno un espaciador auto-
inmolativo; n es un nuimero entero de 0 6 1; y m es un ndmero entero de 0 6 1, 2, 3, 4, 5 6 6. En algunas
realizaciones, el conjugado de la presente invencion se representa por la formula (Féormula 2): L-{An-Ym-Zm-Xn-Wp-
D}y, en donde L es un anticuerpo o fragmento de unioén a antigeno del mismo que se une a PSMA, D es MMAE o
MMAF y p es un numero entero de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8. Los otros componentes son como se definen antes. En
una realizacion, la unidad carboxilica “A,” esta enlazada al anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo
a través de un atomo de azufre derivado del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo:

LS

An Yo~ Zn~ X WD
. 4 P

En una realizacion, A es

“N——(CH2){CO——

6]
en que q es 1-10. Por lo tanto, en una realizacion, el conjugado es:

L—=S§

Nu—=(CH2)4CO=Y i Zpy—Xy— W, —D

P
(@]
endondel, Y, Z, X, W, D, n, m, gy p son como se definen previamente.

En otra realizacion, A es 4-(N-succinimidometil)ciclohexano-1-carbonilo, m-succinimidobenzoilo, 4-(p-
succinimidofenil)-butirilo, 4-(2-acetamido)benzoilo, 3-tiopropionilo, 4-(1-tioetil)-benzoilo, 6-(3-tiopropionilamido)-
hexanoilo o maleimida- caproilo. En una realizaciéon adicional, A es maleimida-caproilo. Ejemplos representativos
de diversas unidades de acilo carboxilico y métodos para su sintesis y fiojacion se describen en la patente de
EE.UU. N° 6.214.345, cuyo contenido completo se incorpora en esta memoria como referencia.

En otra realizacién, Y es alanina, valina, leucina, isoleucina, metionina, fenilalanina, triptéfano o prolina. Todavia
en otra realizacion, Y es valina. En una realizaciéon adicional, Z es lisina, lisina protegida con acetilo o formilo,
arginina, arginina protegida con tosilo o grupos nitro, histidina, ornitina, ornitina protegida con acetilo o formilo, o
citrulina. Todavia en una realizacion adicional, Z es citrulina. En una realizacion, Ym-Zm es valina-citrulina. En otra
realizacion, Ym-Zm €s una secuencia de proteinas que es selectivamente escindible por una proteasa.
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En una realizacién adicional, X es un compuesto que tiene la férmula

———NH
o\l_r-r\
0.
en que T es O, N o S. En otra realizacién, X es un compuesto que tiene la férmula -HN-R'-COT, en que R'es
alquilo C4-Cs, T es O, N o0 S. En una realizacion adicional, X es un compuesto que tiene la formula
T
—N COOR?

enque Tes O, No S, RZes Ho alquilo C4-Cs. En una realizaciéon, X es p-aminobencilcarbamoiloxi. En otra
realizacion, X es alcohol p-aminobencilico. En una realizacién adicional, X es carbamato de p-aminobencilo.
Todavia en una realizaciéon adicional, X es p-aminobenciloxicarbonilo. En otra realizacién, X es acido y-
aminobutirico; acido a,a-dimetil-y-aminobutirico o acido B,B-dimetil-y-aminobutirico.

En algunas realizaciones, W es

cOT CoT
M &
o

enque Tes O, SoN.

En una realizacién, el compuesto de Férmula 1 maleimidocaproilo. Maleimidocaproilo ha sido utilizado para la
conjugacion de dos auristatinas especificas a un Acm anti-CD30 (AC10) (Doronina, Svetlana et al. “Novel Linkers
for Monoclonal Antibody-Mediated Delivery of Anticancer Agents”’, AACR, Anaheim, CA, Resumen N° 1421, 16-20
de abril de 2005). Maleimidocaproilo reacciona con grupos tiol para formar un tioéter.

MMAE o MMAF se pueden conjugar a un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo utilizando
métodos conocidos por los expertos ordinarios en la técnica (p. ej., véase, Niemeyer, CM, Bioconjugation
Protocols, Strategies and Methods, Humana Press, 2004) o segun se describe en esta memoria. 3 6 4 moléculas
de MMAE o MMAF estan conjugadas al anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo.

Se ha encontrado que los ADCs de la invencion tienen niveles particularmente elevados de selectividad cuando
exterminan a células que no expresan PSMA en comparacién con el exterminio de células que expresan PSMA.
Por lo tanto, los ADCs tienen una selectividad por células PC-3™ a células C4-2 o células LNCaP™ de al menos
250. En realizacidnes, la selectividad es de al menos 300, 350, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100,
1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1900, 2000, 2250, 2500, 2750, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000, 5500,
6000, 6500, 7000, 7500, 8000, 8500, 9000, 9500, 10000, 11000, 12000, 13000, 14000, 15000, 17500, 20000 o
mas. En algunas realizaciones, la selectividad oscila entre 250-500, 500-750, 750-1000, 1000-2000, 2000-5000,
5000-10000, 10000-15000, o 15000-20000. “Selectividad”, tal como se define en esta memoria, se refiere a la
relacion de valores Clsp de un ADC en células PC-3™ (células que no expresan PSMA) a células C4-2 o células
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LNCaP™ (células que expresan PSMA).

Se ha encontrado también que los ADCs de la invencién median, en algunas realizaciones, en el exterminio de
células especificas que expresan PSMA a concentraciones muy bajas tales como a o cerca de concentraciones
picomolares. En algunas realizaciones, los ADCs exhiben Clsos a concentraciones menores que aproximadamente
1 X 10" M, menores que aproximadamente 1 X 10" M o menores que aproximadamente 1 X 10" M. En una
realizacion particular, se consigue una Clsp a una concentracion menor que aproximadamente 1,5 X 10" M. En
otra realizacion, los ADCs proporcionados exhiben Clses entre 10-210, 40-210, 60-210 o 65-210 pM. Todavia en
otra realizacion, los ADCs proporcionados exhiben Clsos de aproximadamente 10, 40, 60 u 80 pM. Todavia en otra
realizacion, los ADCs proporcionados exhiben Clsos entre 11, 42, 60 u 83 pM.

Se ha encontrado también que los ADCs, en algunas realizaciones, resultan en una tasa de curacién en ratones de
al menos 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o 95%. En otras realizaciones, la tasa de curacion en
ratones es de aproximadamente 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o 95%. Todavia en otras
realizaciones, la tasa de curacion es 20-40%, 40-60% o 60-80%. Tal como se utiliza en esta memoria, “tasa de
curacion” se refiere al nUmero de ratones todavia vivos después de aproximadamente 500 dias desde el comienzo
del periodo de estudio, sin evidencia de un tumor y sin niveles de PSA medibles, dividido por el nimero de ratones
al comienzo del periodo de estudio. Para evaluar la tasa de curacion, a los ratones se les administran 6 mg/kg de
ADC con un régimen de g4d x 6. En algunas realizaciones, el numero de ratones al comienzo del estudio es de al
menos 5, 6,7, 8,9, 10, 12, 15, 17, 20, 25, 30 o mas ratones. Detalles adicionales en relacién con un ejemplo de un
estudio de este tipo se proporcionan en esta memoria mas adelante en los Ejemplos. En una realizacion, los
ratones son aquellos que son un modelo de cancer de préstata humano andrégeno-independiente. En otra
realizacion, los ratones son ratones inmunolégicamente deficientes a los que se ha injertado por via intramuscular
células C4-2 en la pata trasera izquierda. Técnicas para determinar la presencia de un tumor y para medir los
niveles de PSA son bien conocidas por los expertos ordinarios en la técnica.

La unién de los ADCs de la invencion a células que expresan PSMA vivas puede inhibir el crecimiento de células
que expresan PSMA, dando como resultado una paralizacion del ciclo celular (p. €j., paralizacién de G»/M), puede
fomentar la apoptosis de células que expresan PSMA, etc. Tal como se utiliza en esta memoria, “resultan en una
paralizacion del ciclo celular” se refiere a un aumento en el nimero de células en la fase G./M, debido a la
administracion de un ADC. En algunas realizaciones, los ADCs pueden efectuar una apoptosis. En otras
realizaciones, los ADCs resultan tanto en una paralizacion del ciclo celular como en la subsiguiente apoptosis. Los
ADCs de la invencion, por lo tanto, se pueden utilizar en diversos métodos in vitro e in vivo para efectuar estos
posibles puntos finales. En particular, los ADCs de la invenciéon se pueden utilizar en métodos para tratar
enfermedades mediadas por PSMA.

Tal como se utiliza en esta memoria, una “enfermedad mediada por PSMA” es cualquier enfermedad en la que el
PSMA es el causante o un sintoma de la enfermedad. Enfermedades mediadas por PSMA incluyen también
enfermedades o trastornos en los que existe una aberracion (p. ej., sobre-expresion) de PSMA. PSMA es una
glicoproteina de la membrana de tipo Il de 100 kD, expresada en tejidos de la préstata (Horoszewicz et al., 1987,
Anticancer Res. 7:927-935; patente de EE.UU. N°. 5.162.504). PSMA se caracterizO como una proteina de la
transmembrana de tipo Il con una identidad de la secuencia con el receptor transferrina (Israeli et al., 1994, Cancer
Res. 54: 1807-1811) y con actividad de NAALADasa (Carter et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 93:749-753).
De manera mas importante, PSMA se expresa en cantidades incrementadas en cancer de prostata, y niveles
elevados de PSMA también son detectables en los sueros de estos pacientes (Horoszewicz et al., 1987; Rochon et
al., 1994, Prostate 25:219-233; Murphy et al., 1995, Prostate 26: 164-168; y Murphy et al., 1995, Anticancer Res.
15:1473-1479). Por lo tanto, un trastorno mediado por PSMA es, por ejemplo, cancer de prostata. La expresion de
PSMA aumenta con el progreso de la enfermedad, volviéndose el mas elevado en una enfermedad metastatica
hormona-refractaria para la que no existe actualmente terapia. Adicionalmente, datos sugerentes indican que el
PSMA es también expresado de manera abundante en la neovasculatura de una diversidad de otros tumores
importantes, incluidas células tumorales de vejiga, pancreas, sarcoma o melanoma, pulmon y rifidn, pero no en la
vasculatura normal. Por lo tanto, enfermedades mediadas por PSMA incluyen canceres en los que PSMA es
expresado en la células del tumor o de la neovasculatura del tumor.

Por lo tanto, se proporcionan composiciones que pueden utilizarse para tratar cualquier trastorno mediado por
PSMA. Por ejemplo, se pueden utilizar ADCs para inhibir la neovascularizaciéon de un tumor. En otro ejemplo, se
pueden utilizar ADCs de PSMA para exterminar células tumorales. En algunas realizaciones, dos o mas ADCs
diferentes se utilizan en combinacién. En otra realizacion, uno o mas anticuerpos anti-PSMA no conjugados o
fragmentos de union a antigeno de los mismos se pueden combinar con uno o mas ADCs en una terapia Unica
para conseguir un efecto terapéutico deseado. Como ilustracion, un anticuerpo anti-PSMA no conjugado que media
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en el exterminio altamente eficaz de células diana en presencia de células efectoras y/o que inhibe el crecimiento
de células que expresan PSMA se puede utilizar con uno o mas ADCs. Todavia en otra realizacion, los ADCs se
pueden combinar con uno o mas agentes terapéuticos adicionales. Agentes terapéuticos de este tipo incluyen
agentes antitumorales tales como docetaxel; corticosteroides tales como prednisona o hidrocortisona; agentes
inmunoestimulantes; inmunomoduladores; o alguna combinacién de los mismos.

Agentes antitumorales incluyen agentes citotoxicos, agentes quimioterapéuticos y agentes que actian sobre la
neovasculatura del tumor. Agentes citotoxicos incluyen radionucleidos citotoxicos, toxinas quimicas y proteinas
toxinas. El radionucleido o isétopo radioterapéutico citotdxico puede ser un isétopo alfa-emisor tal como B¢,
211A’[, 212Bi, 213'Bi, me, 22%Ra 0 *®Ra. Alternativamente, el radionucleido citotdxico puede ser un isétopo beta-
emisor tal como 186Rh, 188Rh, 177Lu, QOY, 131I, 67Cu, 64Cu, %38m o "*Ho. Ademas, el radionucleido citotdxico puede
emitir electrones Auger y de baja energia e incluye los is6topos 129) 1231 o 7By,

Toxinas quimicas o agentes quimioterapéuticos adecuados incluyen miembros de la familia de moléculas enedina,
tales como calicheamicina y esperamicina. Toxinas quimicas también pueden tomarse del grupo que consiste en
metotrexato, doxorubicina, melfalan, clorambucilo, ARA-C, vindesina, mitomicina C, cis-platino, etopdsido,
bleomicina y 5-fluorouracilo. Otros agentes antineoplasticos incluyen dolastatinas (patentes de EE.UU. N°.
6.034.065 y 6.239.104) y derivados de las mismas. Dolastatinas y derivados de las mismas incluyen dolastatina 10
(dolavalina-valina-dolaisoleucina-dolaproina-dolafenina) y los derivados auristatina PHE (dolavalina-valina-
dolaisoleucina-dolaproina-fenilalanina-éster metilico) (Pettit, G.R. et al., Anticancer Drug Des. 13(4):243-277, 1998;
Woyke, T. et al., Antimicrob. Agents Chemother. 45(12):3580-3584, 2001) y aurastatina E y similares. Las toxinas
incluyen también lectinas venenosas, toxinas vegetales tales como toxinas ricina, abrina, modecina. botulina y
difteria. Otros agentes terapéuticos son conocidos por los expertos en la técnica.

Agentes que actuan sobre la vasculatura del tumor incluyen agentes de union a tubulina tales como combrestatina
A4 (Griggs et al., Lancet Oncol. 2:82, 2001), angiostatina y endostatina (revisado en Rosen, Oncologist 5:20, 2000)
y proteina 10 inducible por interferén (patente de EE.UU. N°. 5.994.292). También estan contemplados un cierto
numero de otros agentes anti-angiogénicos, e incluyen 2ME2, angiostatina, Angiozyme, RhuAcm anti-VEGF, Apra
(CT-2584), Avicina, Benefin, BMS275291, carboxiamidotriazol, CC4047, CC5013, CC7085, CDC801, CGP- 41251
(PKC 412), CM101, combretastatina profarmaco A-4, EMD 121974, endostatina, flavopiridol, genisteina (GCP),
Extracto de té verde, IM-862, ImmTher, Interferén alfa, interleuquina-12, Iressa (ZD1839), Marimastat, Metastat
(Col-3), Neovastat, Octreotida, Paclitaxel, Penicilamina, fotofrina, fotopoint, PI-88, Prinomastat (AG-3340), PTK787
(ZK22584), RO317453, Solimastat, escualamina, SU 101, SU 5416,

SU-6668, Suradista (FCE 26644), Suramin (Metaret), tetratiomolibdato, talidomida, TNP- 470 y Vitaxina. Agentes
anti-angiogénicos adicionales se describen por parte de Kerbel, J. Clin. Oncol. 19 (18s): 45s- 51s, 2001.

Los ADCs se pueden administrar con uno o mas agentes inmunoestimulantes para inducir o potenciar una
respuesta inmune tal como IL-2 y oligonucleétidos inmunoestimulantes (p. e€j., los que contienen motivos CpG).
Agentes inmunoestimulantes pueden estimular, en algunas realizaciones, brazos especificos del sistema inmune
tales como células asesinas naturales (NK) que median en la citotoxicidad de las células dependiente de
anticuerpos (ADCC). Agentes inmunoestimulantes incluyen interleuquina-2, a-interferén, y-interferon, factor a de
necrosis tumoral (TNFa), oligonucleétidos inmunoestimulantes o una combinacion de los mismos.
Inmunomoduladores incluyen citoquinas, quimoquinas, adyuvantes o una combinacion de los mismos.
Quimioquinas utiles en el aumento de las respuestas inmunes incluyen, pero no se limitan a SLC, ELC, MIP3a,
MIP3B, IP-10, MIG y combinaciones de las mismas.

El otro agente terapéutico también puede ser una vacuna. En algunas realizaciones, la vacuna inmuniza a un
sujeto frente a PSMA. Vacunas de este tipo, en algunas realizaciones, incluyen antigenos tales como PSMA
dimeros, opcionalmente con uno o mas adyuvantes para inducir o potenciar una respuesta inmune. Un adyuvante
es una sustancia que potencia la respuesta inmune. Adyuvantes de muchos tipos son bien conocidos en la técnica.
Ejemplos especificos de adyuvantes incluyen monofosforil-lipido A (MPL, SmithKline Beecham), saponinas que
incluyen QS21 (SmithKline Beecham); oligonucledétidos inmunoestimulantes (p. ej., oligonucleétidos CpG descritos
por Kreig et al., Nature 374:546-9, 1995); adyuvante incompleto de Freund; adyuvante completo de Freund;
montanida; vitamina E y diversas emulsiones de agua en aceite preparadas a partir de aceites biodegradables
tales como escualeno y/o tocoferol, Quil A, Ribi Detox, CRL-1005, L-121 y combinaciones de los mismos. También
se contemplan para uso como vacunas en los métodos proporcionados en esta memoria formulaciones tales como
las descritas en la solicitud de EE.UU. N°. de serie 10/976352.

En algunas realizaciones, las vacunas pueden incluir uno o mas de las proteinas multiméricas de PSMA aisladas
descritas en esta memoria, tal como la proteina dimérica de PSMA. En algunas realizaciones, una composicion de
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proteinas multiméricas de PSMA contiene al menos aproximadamente 10% de proteinas multiméricas de PSMA
(de la cantidad total de proteina de PSMA en la composicion). En otras realizaciones, la composicion de proteinas
multiméricas de PSMA contiene al menos aproximadamente 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, 99% o 99,5% de proteina multimérica de PSMA. En una realizacion, la composicién de proteinas
multiméricas de PSMA contiene proteina multimérica de PSMA sustancialmente pura, sustancialmente sin proteina
monomérica de PSMA. Se entiende que la lista de porcentajes especificos incluye mediante inferencia la totalidad
de los porcentajes no nombrados entre los porcentajes resefiados.

También se pueden utilizar citoquinas en protocolos de vacunacién como resultado de sus propiedades
reguladoras de linfocitos. Muchas citoquinas utiles para este tipo de fines seran conocidas por un experto ordinario
en la técnica, incluidas interleuquina-2 (IL-2); IL-4; IL-5; IL-12, que ha demostrado potenciar los efectos protectores
de vacunas (véase, p. gj., Science 268: 1432-1434, 1995); GM-CSF; IL-15; IL-18; combinaciones de las mismas, y
similares. Asi, las citoquinas se pueden administrar en unién con un antigeno, quimioquinas y/o adyuvantes para
aumentar una respuesta inmune.

Los otros agentes terapéuticos que pueden estar presentes en las composiciones de la invencién en forma no
conjugada o en forma conjugada, tal como conjugada a un anticuerpo anti-PSMA o fragmento de unién a antigeno
del mismo. El acoplamiento de una o mas moléculas de toxina al anticuerpo anti-PSMA o fragmento de union a
antigeno del mismo pueden incluir muchos mecanismos quimicos, por ejemplo una unién covalente, unién de
afinidad, intercalacion, unién de coordenadas y formacion de complejos.

La unién covalente se puede conseguir mediante condensacion directa de cadenas laterales existentes o mediante
la incorporacion de moléculas de puenteo externas. Muchos agentes bivalentes o polivalentes son utiles en el
acoplamiento de moléculas de proteinas a otras proteinas, péptidos o funciones amina. Por ejemplo, la bibliografia
esta repleta de agentes de acoplamiento tales como carbodiimidas, diisocianatos, glutaraldehido, diazobencenos y
hexametilendiaminas. Esta lista no pretende ser exhaustiva de los diversos agentes de acoplamiento conocidos en
la técnica sino, mas bien, es ilustrativa de los agentes de acoplamiento mas comunes.

En algunas realizaciones, se contempla que se desee primero derivatizar el anticuerpo y luego fijar el agente
terapéutico al producto derivatizado. Agentes reticulantes adecuados para uso de esta manera incluyen, por
ejemplo, SPDP (N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato), 'y SMPT, 4-succinimidil-oxicarbonil-metil-(2-
piridilditio)tolueno.

Ademas, proteinas toxinas se pueden fusionar al anticuerpo anti-PSMA o fragmento de unién a antigeno del
mismo por métodos genéticos para formar una proteina de fusidon de inmunotoxina hibrida. Las proteinas de fusion
pueden incluir secuencias peptidicas adicionales tales como espaciadores peptidicos que fijan operativamente, por
ejemplo, el anticuerpo anti-PSMA y toxina, siempre que secuencias adicionales de este tipo no afecten de manera
apreciable a las actividades de fijacion como objetivo o de toxina de la proteina de fusion. Las proteinas se pueden
fijar por un enlazador o un espaciador peptidico tal como un péptido espaciador de glicina-serina, o una bisagra de
péptido, segun se conoce en la técnica. Asi, por ejemplo, el extremo C de un anticuerpo anti-PSMA o fragmento de
union a antigeno del mismo se puede fusionar al extremo N de la molécula de proteina toxina para formar una
inmunotoxina que conserva las propiedades de unién del anticuerpo anti-PSMA. Otras disposiciones de fusion
seran conocidas por un experto ordinario en la técnica. Para expresar la inmunotoxina de fusién, el acido nucleico
que codifica la proteina de fusion se inserta en un vector de expresion de acuerdo con métodos convencionales
para la expresion estable de la proteina de fusién tal como en células de mamiferos tales como células CHO. La
proteina de fusion se puede aislar y purificar de las células o del sobrenadante del cultivo utilizando una
metodologia convencional tal como una columna de afinidad de PSMA.

Los radionucleidos se acoplan tipicamente a un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo mediante
quelacion. Por ejemplo, en el caso de radionucleidos metalicos, se utiliza habitualmente un quelante bifuncional
para enlazar el iso6topo al anticuerpo u otra proteina de interés. Tipicamente, el quelante se fija primero al
anticuerpo, y el conjugado quelante-anticuerpo se pone en contacto con el radioisétopo metalico. Para este fin se
ha desarrollado un cierto numero de quelantes bifuncionales, que incluyen las series acido
dietilentriaminapentaacético (DTPA) de aminoacidos descritos en las patentes de EE.UU. 5.124.471, 5.286.850 y
5.434.287. Como otro ejemplo, agentes quelantes bifuncionales basados en acido hidroxamico se describen en la
patente de EE.UU. 5.756.825. Otro ejemplo es el agente quelante denominado p-SCN-Bz-HEHA (acido
1,4,7,10,13,16-hexaazaciclo-octadecano-N,N’,N”, N, N, N"”-hexaacético) (Deal et al., J. Med. Chem. 42:2988
(1999), que es un quelante eficaz de radiometales tales como ?*’Ac. Todavia otro ejemplo es DOTA (acido
1,4,7,10-tetraazaciclododecano N,N’,N”,N”-tetraacético) que es un agente quelante bifuncional (véase McDevitt et
al., Science 294:1537-1540, 2001) que se puede utilizar en un método de dos etapas para el marcaje, seguido de
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conjugacion.

Otros agentes terapéuticos incluyen también virus selectivos de replicacion. Virus competentes para la replicacion
tales como el mutante de adenovirus dl1520 que fija como objetivo la via p53, ONYX-015, extermina
selectivamente células tumorales (Biederer, C. et al., J. Mol. Med. 80(3):163-175, 2002). En algunas realizaciones,
el virus puede conjugarse a anticuerpos de PSMA o fragmentos de union a antigeno de los mismos.

Las composiciones proporcionadas por la presente invencion se pueden utilizar en unién con otras modalidades de
tratamiento terapéutico. Otros tratamientos de este tipo incluyen cirugia, radiacién, criocirugia, termoterapia,
tratamiento con hormonas, quimioterapia, vacunas y otras inmunoterapias.

Los ADCs de la invencion tales como a través de su anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo se
pueden enlazar a un marcador. Marcadores incluyen, por ejemplo, marcadores fluorescentes, marcadores
enzimaticos, marcadores radiactivos, marcadores activos de resonancia magnética nuclear, marcadores
luminiscentes o marcadores croméforos.

Las composiciones proporcionadas pueden incluir un vehiculo, excipiente o estabilizante fisiolégica o
farmacéuticamente aceptable, mezclado con el ADC. En algunas realizaciones, cuando una composicion
comprende dos o mas ADCs diferentes, cada uno de los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los
mismos de los ADCs se une a un epitopo conformacional distinto de PSMA.

Tal como se utiliza en esta memoria, “célula diana” ha de significar cualquier célula indeseable en un sujeto (p. €j.,
un ser humano o animal) que puede ser fijada como objetivo por un ADC de la invencién. En algunas
realizaciones, la célula diana es una célula que expresa o sobre-expresa PSMA. Células que expresan PSMA
incluyen tipicamente células tumorales tales como células tumorales de prostata, vejiga, pancreas, pulmaén, rifidn,
colon, asi como células de melanoma y sarcoma.

Composiciones farmacéuticas de la invencion se pueden administrar en una terapia de combinacién, es decir,
combinadas con otros agentes. Por ejemplo, la terapia de combinacion puede incluir una composicion de la
presente invencién con al menos un agente antitumoral, inmunomodulador, agente inmunoestimulante u otra
terapia convencional. El otro agente se puede conjugar a o formar como una molécula de fusiéon recombinante con
un anticuerpo de PSMA o fragmento de unién a antigeno del mismo para dirigir la fijacion como objetivo del agente
a células que expresan PSMA. En otra realizacion, el otro agente terapéutico puede estar no conjugado. Agentes
terapéuticos adicionales pueden administrarse o ponerse en contacto con las células que expresan PSMA a través
de co-administracion. “Co-administrar”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a administrar dos o mas
agentes terapéuticos simultaneamente en forma de una mezcla en una composicion sencilla, o secuencialmente, y
lo suficientemente préximo en el tiempo, de modo que los compuestos puedan ejercer un efecto aditivo o incluso
sinérgico. Todavia en otras realizaciones, se puede administrar un agente terapéutico adicional antes, durante o
después de la administracion de uno o mas ADCs o composiciones de los mismos.

Tal como se utiliza en esta memoria, “vehiculo farmacéuticamente aceptable” o “vehiculo fisiol6gicamente
aceptable” incluye cualquiera y todas las sales, disolventes, medios de dispersion, revestimientos, agentes
antibacterianos y antifungicos, agentes isoténicos y de adsorcion retardada y similares que sean fisiol6gicamente
compatibles. En algunas realizaciones, el vehiculo es adecuado para la administracion por via intravenosa,
intramuscular, subcutanea, parenteral, espinal o epidermal (p. ej., mediante inyeccién o infusion). Dependiendo de
la via de administracion, el compuesto activo se puede revestir en un material para proteger al compuesto frente a
la accion de los acidos y otras condiciones naturales que puedan inactivar al compuesto.

Cuando se administran, los preparados farmacéuticos de la invencion se aplican en cantidades farmacéuticamente
aceptables y en composiciones farmacéuticamente aceptables. La expresion “farmacéuticamente aceptable”
significa un material no téxico que no interfiere con la eficacia de la actividad biolégica de los ingredientes activos.
Preparados de este tipo pueden contener rutinariamente sales, agentes tampdn, conservantes, vehiculos
compatibles y, opcionalmente, otros agentes terapéuticos tales como agentes potenciadores inmunes
suplementarios que incluyen adyuvantes, quimioquinas y citoquinas. Cuando se utilizan en medicina, las sales
deberian ser farmacéuticamente aceptables, pero convenientemente se pueden utilizar sales no
farmacéuticamente aceptables para preparar sales farmacéuticamente aceptables de las mismas y no se excluyen
del alcance de la invencion.

Una sal conserva la actividad biolégica deseada del compuesto parental y no imparte efectos toxicoldgicos
indeseados algunos (véase, p. €j., Berge, S.M., et al. (1977) J. Pharm. Sci. 66: 1-19). Ejemplos de sales de este
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tipo incluyen sales por adicion de acidos y sales por adicion de bases. Sales por adicién de acidos incluyen las
derivadas de acidos inorganicos no téxicos tales como clorhidrico, nitrico, fosférico, sulfdrico, bromhidrico,
yodhidrico, fosforoso y similares, asi como de acidos organicos no toxicos tales como acidos mono- y di-
carboxilicos alifaticos, acidos alcanoicos fenil-sustituidos, acidos hidroxi-alcanoicos, acidos aromaticos, acidos
sulfénicos alifaticos y aromaticos y similares. Sales por adicion de bases incluyen las derivadas de metales
alcalinotérreos tales como sodio, potasio, magnesio, calcio y similares, asi como de aminas organicas no toxicas
tales como N,N’-dibenciletiliendiamina, N-metilglucamina, cloroprocaina, colina, dietanolamina, etilendiamina,
procaina y similares.

Un ADC se puede combinar, si se desea, con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La expresion “vehiculo
farmacéuticamente aceptable” tal como se utiliza en esta memoria, significa una o mas cargas soélidas o liquidas,
diluyentes o sustancias encapsulantes compatibles, que sean adecuados para la administracién a un ser humano.
El término “vehiculo” designa un ingrediente organico o inorganico, natural o sintético, con el que el ingrediente
activo se combina para facilitar la aplicacién. Los componentes de las composiciones farmacéuticas son también
capaces de ser co-mezclados de una manera tal que no exista interaccion que perjudique sustancialmente la
eficacia farmacéutica deseada.

Las composiciones farmacéuticas pueden contener agentes tampén adecuados, que incluyen: acido acético en una
sal; acido citrico en una sal; acido boérico en una sal; y acido fosférico en una sal.

Las composiciones farmacéuticas también pueden contener, opcionalmente, conservantes adecuados tales como
cloruro de benzalconio; clorobutanol; parabenos y timerosal.

Las composiciones farmacéuticas pueden presentarse convenientemente en forma dosificacion unitaria y se
pueden preparar por cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de farmacia. Todos los métodos
incluyen la etapa de asociar el agente activo con un vehiculo que constituye uno o mas ingredientes accesorios. En
general, las composiciones se preparan asociando uniforme e intimamente el compuesto activo con un vehiculo
liquido, un vehiculo solido finamente dividido, o ambos, y luego, si es necesario, conformando el producto.

Composiciones adecuadas para la administracién por via parenteral comprenden un preparado acuoso o nho
acuoso estéril de los compuestos que, en algunas realizaciones, es isoténico con la sangre del receptor. Este
preparado se puede formular de acuerdo con métodos conocidos, utilizando agentes dispersantes o humectantes y
agentes de suspension adecuados. El preparado inyectable estéril también puede ser una disolucion o suspension
inyectable estéril en un diluyente o disolvente no téxico y parenteralmente aceptable, por ejemplo en forma de una
disolucion en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que se pueden emplear se encuentran
agua, solucion de Ringer y disolucion isotonica de cloruro de sodio. Ademas, convencionalmente se emplean
aceite fijos estériles como disolvente o medio de suspension. Para este fin, se puede emplear cualquier mezcla de
aceite fijo que incluya mono- o di-glicéridos sintéticos. Ademas, en la preparacion de inyectables se pueden utilizar
acidos grasos tales como acido oleico. Formulaciones de vehiculo adecuadas para la administracion por via oral,
subcutanea, intravenosa, intramuscular, etc. se pueden encontrar en Remington’s Pharmaceuticals Sciences, Mack
Pulbishing Co., Easton, PA.

Los compuestos activos se pueden preparar con vehiculos que protegeran al compuesto frente a una liberacion
rapida tal como una formulacién de liberacion controlada, incluidos implantes, parches transdermales y sistemas
de administracion microencapsulados. Se pueden utilizar polimeros biodegradables y biocompatibles tales como
etileno-acetato de vinilo, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres y acido polilactico. Muchos
métodos para la preparacion de formulaciones de este tipo estan patentados o son generalmente conocidos por los
expertos en la técnica. Véase, p. ej. Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R. Robinson,
comp., Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1978.

Los productos terapéuticos de la invencién se pueden administrar por cualquier via convencional, incluida
inyeccion o mediante infusiéon gradual a lo largo del tiempo. La administracion puede ser, por ejemplo, oral,
intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, intracavidad, intratumoral o transdermal. Cuando se utilizan
terapéuticamente compuestos que contienen anticuerpos, vias de administracion incluyen la intravenosa y por
aerosol pulmonar. Técnicas para preparar sistemas de administraciéon de aerosol que contienen anticuerpos son
bien conocidas por los expertos en la técnica. Generalmente, sistemas de este tipo deberian utilizar componentes
que no perjudiquen significativamente las propiedades bioldgicas de los anticuerpos tales como la capacidad de
union al paratopo (véase, por ejemplo, Sciarra y Cutie, “Aerosols” en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18?2
edicion, 1990, pags. 1694-1712). Los expertos en la técnica pueden determinar facilmente los diversos parametros
y condiciones para producir aerosoles de anticuerpo sin recurrir a una experimentacion excesiva.
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Las composiciones de la invencién se administran en cantidades eficaces. Una “cantidad eficaz” es la cantidad de
cualquiera de los ADCs proporcionadas en esta memoria que sola, o junto con dosis adicionales y/u otros agentes
terapéuticos, produce la respuesta deseada, p. €j., trata una enfermedad mediada por PSMA en un sujeto. Esto
puede implicar solamente ralentizar temporalmente el progreso de la enfermedad, a pesar de que en algunas
realizaciones implica detener permanentemente el progreso de la enfermedad. Esto se puede vigilar por métodos
rutinarios. La respuesta deseada al tratamiento de la enfermedad o estado también puede retardar el brote o
incluso prevenir el brote de la enfermedad o estado. Una cantidad que es eficaz puede ser la cantidad de un ADC
solo que produce el punto final terapéutico deseado. Una cantidad que es eficaz es también la cantidad de un ADC
en combinacion con otro agente que produce el resultado deseado.

Cantidades de este tipo dependeran, naturalmente, de la enfermedad mediada por PSMA particular que se esté
tratando, la gravedad del estado, los parametros del paciente individuales incluidas la edad, condicion fisica, altura
y peso, la duracion del tratamiento, la naturaleza de la terapia concurrente (si existe), la via especifica de
administracion y factores similares dentro del conocimiento y experiencia del practicante. Estos factores son bien
conocidos por los expertos ordinarios en la técnica y pueden acometerse sin mas que mediante una
experimentacion rutinaria. Generalmente, se prefiere utilizar una dosis maxima de los componentes individuales o
combinaciones de los mismos, es decir, la dosis mas elevada segura, de acuerdo con el juicio médico. Se
comprendera por parte de los expertos ordinarios en la técnica, sin embargo, que un paciente puede insistir en una
dosis menor o una dosis tolerable por razones médicas, razones psicoldgicas o virtualmente por cualesquiera otras
razones.

Las composiciones farmacéuticas utilizadas en los métodos que anteceden son preferiblemente estériles y
contienen una cantidad eficaz de un ADC, s6lo o en combinaciéon con otro agente, para producir la respuesta
deseada en una unidad de peso o volumen adecuada para la administracién a un paciente. La respuesta, por
ejemplo, se puede medir determinando los efectos fisioldgicos de la composicion de ADC tales como la regresion
de un tumor o la disminucién de sintomas de la enfermedad. Otros ensayos seran conocidos por un experto
ordinario en la técnica y se pueden emplear para medir el nivel de la respuesta.

Las dosis de ADCs administradas a un sujeto se pueden elegir de acuerdo con diferentes parametros, en particular
de acuerdo con el modo de administracion utilizado y el estado del sujeto. Otros factores incluyen el periodo de
tratamiento deseado. En el caso de que una respuesta en un sujeto sea insuficiente en las dosis iniciales
aplicadas, se pueden emplear dosis mayores (o dosis eficazmente mayores por una via de suministro diferente y
mas localizada) en la medida en que lo permita la tolerancia del paciente.

En general, las dosis pueden oscilar entre aproximadamente 10 pg/kg y aproximadamente 100.000 ug/kg. En
algunas realizaciones, las dosis pueden oscilar entre aproximadamente 0,1 mg/kg y aproximadamente 20 mg/kg.
Todavia en otras realizaciones, las dosis pueden oscilar entre aproximadamente 0,1 mg/kg y 5 mg/kg, 0,1 mg/kg y
10 mg/kg o 0,1 mg/kg y 15 mg/kg. Todavia en otras realizaciones, las dosis oscilan entre aproximadamente 1
mg/kg y 5 mg/kg, 5 mg/kg y 10 mg/kg, 10 mg/kg y 15 mg/kg o 15 mg/kg y 20 mg/kg. En realizaciones adicionales,
la dosis es de aproximadamente 0,1 mg/kg, 0,5 mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kg, 3 mg/kg, 5 mg/kg, 7 mg/kg, 10 mg/kg,
12 mg/kg, 15 mg/kg, 17 mg/kg, 20 mg/kg, 25 mg/kg o 30 mg/kg. En otra realizaciéon, la dosis es de
aproximadamente 1 mg/kg, 3 mg/kg, 5 mg/kg o 6 mg/kg. Basado en la composicion, la dosis se puede administrar
de modo continuo tal como mediante una bomba continua, o a intervalos periédicos. En algunas realizaciones,
cuando el ADC se administra por via intravenosa, la dosis oscila entre 0,1 y 20 mg/kg o cualquier valor
entremedias. Intervalos de tiempos deseados de multiples dosis de una composicién particular se pueden
determinar sin una experimentacién excesiva por parte de un experto en la técnica. Otros protocolos para la
administracion de las composiciones proporcionadas seran conocidas por un experto ordinario en la técnica, en
que la cantidad de dosis, el programa de administracion, los sitios de administracion, el modo de administracion y
similares varian de lo que antecede. En algunas realizaciones, a los sujetos se les administra el ADC con un
régimen de dosis de q4d x 3 o0 g4d x 6. En una realizacion, la dosis se administra por via intravenosa. En otra
realizacion, el régimen de dosis es una dosis intravenosa Unica.

La administracion de composiciones de ADC a mamiferos distintos de seres humanos, p. €j., para fines de ensayo
o fines terapéuticos de veterinaria, se lleva a cabo bajo sustancialmente las mismas condiciones que las arriba
descritas.

Las composiciones de la presente invencion tienen utilidades diagnosticas y terapéuticas in vitro e in vivo. Por
ejemplo, las moléculas se pueden administrar a células de un cultivo, p. €j. in vitro o ex vivo, o en un sujeto, p. €j.
in vivo, para fratar, prevenir o diagnosticar una diversidad de enfermedades mediadas por PSMA. Tal como se
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utiliza en esta memoria, el término “sujeto” pretende incluir seres humanos y animales no humanos. Sujetos
incluyen un paciente humano que tiene un trastorno caracterizado por la expresion, tipicamente una expresion
aberrante (p. €j., sobre-expresion) de PSMA, trastornos de este tipo estan incluidos en la definicion “enfermedad
mediada por PSMA”.

Las composiciones proporcionadas en esta memoria se pueden utilizar en la terapia in vivo de cancer. Los ADCs
se pueden utilizar para inhibir la proliferacion de las células o tejidos malignos después de la administracion y
localizacion de los conjugados. Las composiciones proporcionadas pueden incluir anticuerpos anti-PSMA, en
algunas realizaciones, que pueden mediar en la destruccion del tumor mediante fijacion del complemento o
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. Alternativamente, las composiciones pueden contener un agente
terapéutico adicional que dé como resultado efectos terapéuticos sinérgicos (Baslya y Mendelsohn, 1994, Breast
Cancer Res. and Treatment 29: 127-138).

Las composiciones de la invencion también se pueden administrar, en algunas realizaciones, junto con anticuerpos
anti-PSMA de complemento y/o no conjugados. Por consiguiente, dentro del alcance de la invencion se encuentran
composiciones que comprenden ADC y suero o complemento. Estas composiciones son ventajosas, debido a que
el complemento esta situado en estrecha proximidad a los anticuerpos humanos o fragmentos de union a antigeno
de los mismos. Alternativamente, los ADCs, anticuerpos o fragmentos de union a antigeno de los mismos y/o
complemento o suero se pueden administrar por separado.

El uso de los ADCs de la presente invencién tiene un cierto nimero de beneficios. Dado que los ADCs fijan
preferentemente como objetivo PSMA, p. €j., en células de cancer de prostata, se puede reponer otro tejido. Como
resultado, el tratamiento con agentes bioldgicos de este tipo es mas seguro, particularmente para pacientes de
edad. Se espera que el tratamiento con ADCs de acuerdo con la presente invencion sea particularmente eficaz, en
algunas realizaciones, debido a que puede dirigir altos niveles de ADCs a la médula 6sea y nédulos linfaticos en
los que pueden predominar metastasis de cancer tales como metastasis de cancer de prostata. El tratamiento con
ADCs de acuerdo con la presente invencidon se puede vigilar eficazmente con parametros clinicos tales como
antigeno prostatico especifico en suero y/o caracteristicas patoldgicas del cancer de un paciente, incluida fase,
puntuacion de Gleason, invasion extracapsular, seminal, vesicular o perineural, margenes positivos, nodulos
linfaticos implicados, etc. Alternativamente, estos parametros se pueden utilizar para indicar cuando deberia
emplearse un tratamiento de este tipo.

También dentro del alcance de la invencion se encuentran kits que comprenden las composiciones, p. €j. uno o
mas ADCs de la invencion e instrucciones para su uso. Los kits pueden contener, ademas, al menos un reactivo
adicional tal como complemento, agente quimioterapéutico, un corticosteroide o uno o mas anticuerpos que se
unen a PSMA. Otros kits pueden incluir también multimeros de PSMA. En otra realizacién, un kit puede
comprender un soporte que esté repartido en compartimientos para alojar en estrecho confinamiento en su interior
uno o mas medios de recipiente o series de medios de recipiente tales como tubos de ensayo, viales, matraces,
frascos, jeringas o similares. Uno primero de dichos medios de recipiente o serie de medios de recipiente puede
contener uno o mas anticuerpos anti-PSMA o fragmentos de unién a antigeno de los mismos. Un segundo medio
de recipiente o series de medio de recipiente puede, en algunas realizaciones, contener MMAE o MMAF, o el
compuesto de Férmula 1 conjugado a MMAE o MMAF. En algunas realizaciones, un tercer medio de recipiente o
series de medio de recipiente contienen un compuesto de Férmula 1. Se pueden preparar kits para uso en la
localizacion del tumor in vivo y el método de terapia que contiene los ADCs. Los componentes de los kits pueden
envasarse en un medio acuoso o en forma liofilizada. Los componentes de los conjugados ADC se pueden
suministrar en forma totalmente conjugada, en forma de compuestos intermedios o como restos separados a
conjugar por parte del usuario del kit.

Tal como se utiliza en esta memoria con respecto a polipéptidos, proteinas o fragmentos de los mismos, “aislado”
significa separado de su entorno nativo y presente en una cantidad suficiente para permitir su identificacion o uso.
Aislado, cuando se refiere a una proteina o polipéptido significa, por ejemplo. (i) producido selectivamente
mediante clonacién de expresion o (ii) purificado tal como por cromatografia o electroforesis. Proteinas o
polipéptidos aislados pueden pero no necesitan ser sustancialmente puros. La expresion “sustancialmente puros”
significa que las proteinas o polipéptidos estan esencialmente exentos de otras sustancias con las que se pueden
encontrar en la naturaleza o sistemas in vivo en una medida practica y apropiada para su uso pretendido.
Polipéptidos sustancialmente puros se pueden producir por técnicas bien conocidas en la técnica. Dado que una
proteina aislada se puede mezclar con un vehiculo farmacéuticamente aceptable en un preparado farmacéutico, la
proteina puede comprender solo un pequefio porcentaje en peso del preparado. No obstante, la proteina esta
aislada, debido a que ha sido separada de las sustancias con las que puede estar asociada en sistemas vivos, es
decir, aislada de otras proteinas.
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Las composiciones proporcionadas en esta memoria pueden estar en forma liofilizada o pueden ser
proporcionadas en un medio acuoso.

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes Ejemplos.

Ejemplos

Ejemplo 1: Potente Actividad Antitumoral de un_ Anticuerpo Monoclonal Conjugado con Auristatina,
Totalmente Humano, contra Antigeno Prostatico Especifico de Membrana

Materiales y métodos
Lineas de células y anticuerpos

LNCaP™ (CRL-1740), PC-3™ (CRL-1435) y 3T3™ (CRL-2752) se obtuvieron de American Type Culture Collection
(Rockville, MD). La linea de células C4-2, una sub-linea de células procedente de LNCaP™, se obtuvo de The
Cleveland Clinic Foundation (Cleveland, OH). Una linea de células de 3T3™-PSMA se obtuvo de Memorial Sloan-
Kettering Cancer Center (Nueva York, NY). LNCaP™, C4-2 y PC-3™ se cultivaron en RPMI 1640 (Life
Technologies, Gaithersburg, MD), y 3T3™ y 3T3™-PSMA se cultivaron en DMEM (Life Technologies). Los medios
de cultivo se suplementaron con suero de bovino fetal al 10% (Hyclone, Logan, UT), L-glutamina, penicilina y
estreptomicina (Life Technologies). Se determind que células C4-2, LNCaP™ y 3T3™-PSMA expresan PSMA a
niveles de aproximadamente 2 x 105, 6 x 10° y>1x 108 copias/célula, respectivamente, de acuerdo con los
métodos publicados (Ma D, et al., Leukemia 2002; 16:60-6). C4-2 es un sub-clon andrégeno-independiente de
células LNCaP™ androgeno-dependientes. PC-3™ es una linea de células de cancer de prostata des-diferenciada
que no expresa PSMA. PSMA Acms (AB-PG1-XG1-006 (PTA-4403 y PTA 4404) y Abgenix 4.40.2 (PTA-4360)) se
produjeron tal como se describe previamente en la solicitud de patente de EE.UU. N°. 10/395.894 y Schulke N et
al.,, PNAS USA, 2003; 100:12590-5, cada uno de los cuales se incorpora en esta memoria como referencia en su
totalidad. Abgenix 4.40.2 se utilizd como control. Un PSMA Acm totalmente humano (IgG1, «) se desarrollé en
ratones transgénicos para el locus del gen de inmunoglobulina humana (XenoMice™, Abgenix, Inc., Fremont, CA)
después de inmunizacion con PSMA soluble recombinante y células LNCaP segun se ha descrito previamente
(Schulke N et al., PNAS USA, 2003; 100:12590-5).

Internalizacién de PSMA

Acms se modificaron con quelatos bifuncionales de acido ciclohexil-dietilentriaminapentaacético (CHX-DTPA)
obtenidos del National Cancer Institute (Bethesda, MD) y se marcaron con '"'In (Perkin Elmer, Boston, MA), tal
como se describe previamente (Ma D, et al., Leukemia 2002; 16:60-6; Nikula TK, et al., J Nucl. Med 1999; 40:166-
76). Se determiné que el Acm marcado con ''In era > 90% inmunorreactivo al incubar el radioconjugado con un
exceso de células 3T3™-PSMA y medir la fraccion unida de acuerdo con métodos publicados (Ma D, et al.,
Leukemia 2002; 16:60-6; Nikula TK, et al., J Nucl. Med 1999; 40:166-76). Para el analisis de la internalizacion, el
Acm marcado con "'In se incubd con 2 x 10° células C4-2 a 37°C en 5% de CO,. A instantes secuenciales, el Acm
no ligado se separé mediante lavado en PBS y el Acm de la superficie de la célula se eluyé utilizando el tampdn de
pH bajo (pH 2,4, glicina/NaCl). El material eluido de bajo pH se reconté por separado a partir del sedimento de
células, y el porcentaje de internalizacion se calculé como se describe previamente (McDevitt MR, et al., Cancer
Res 2000; 60:6095-100).

Preparacion de Conjugados Anticuerpo-Farmaco

La sintesis y el disefio de los enlazadores y la conjugacion del enlazador al farmaco citotoxico se llevaron a cabo
segun se describe en la patente de EE.UU. N°. 6.884.889 y la patente de EE.UU. N°. 6.214.345, cada una de las
cuales se incorpora en esta memoria como referencia en su totalidad. La conjugacion de Acms con
maleimidocaproil (mc)-valina (Val)-citrulina (Cit)-monometil auristatina E (MMAE) se realiz6 segin se describe
(Doronina SO, et al., Nat. Biotechnology. 2003; 21:778-84). PSMA Acm e IgG1 humana control de isotipo
(Calbiochem, San Diego, CA) en PBS que contenia borato 50 mM, pH 8,0, se trataron con ditiotreitol (DTT) (10
mM final) a 37°C durante 30 min. Las concentraciones de la reaccion finales eran 7,5 mL — 8,0 ml, 1 mL de borato
de sodio 0,5 M pH 8 y NaCl 0,5 M, 1 mL de DTT 100 mM y 0,5 mL o O ml, respectivamente, de PBS. Esta
disolucion se incub6 a 40°C durante 1 h y el anticuerpo se purificd en una columna de filtracion en gel. La columna
se equilibré con DTPA 10 mM en PBS a razén de 10 mL/min, se cargé con 10,0 mL de mezcla de reduccion de
anticuerpos y se eluyd a 8 mL/min en tampén PBS/DTPA. La concentracion de anticuerpo-cisteina tioles
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producidos se determiné titulando con 5,5-ditio-bis-(acido 2-nitrobenzoico) (DTNB) (Pierce Chemical Co.,
Rockford, IL). Un producto quimico equivalente se puede obtener de Sigma (St. Louis, MO).

El Acm totalmente reducido Abgenix 4.40.2 (22,6 mL de Acm 7,8 uM, cisteina-tiol 75,6 puM) se re-oxidd
parcialmente con 35,43 yL de DTNB 10 mM, y el Acm totalmente reducido AB-PG1-XG1-006 (25,1 mL de Acm
11,2 uM, cisteina-tiol 95,8 uM) se re-oxid6 parcialmente con 56,27 yL de DTNB 10 mM. El color de la disolucion se
volvié inmediatamente amarilo.

El farmaco mc-Val-Cit-carbamato de paraaminobencil-MMAE (vcMMAE) se conjugd luego con los Acms
parcialmente re-oxidados como sigue: primeramente, los Acms se enfriaron hasta 0°C. veMMAE (5 equivalentes
molares por anticuerpo: 89,7 y 140,6 uL, respectivamente, de una disolucién patron 10 mM de vcMMAE) se
disolvieron en 5 mL de acetonitrilo y luego se afiadieron a la disolucién de anticuerpos al tiempo que se sometia a
vortice con cuidado. Las mezclas de reaccion se incubaron en hielo. No se observd cambio de color adicional
alguno. Las mezclas de reaccion se enfriaron bruscamente con 20 equivalentes molares de cisteina/farmaco. El
conjugado se purifico utilizando una columna de filtracion en gel a 4°C y se eluy6 con PBS a razén de 8,0 mL/min.
Se determind que los ADCs tenian > 98% de Acm monomérico que contenia 3,0-3,5 farmacos por Acm, utilizando
los métodos publicados (Doronina SO, et al., Nat Biotechnol. 2003; 21: 778-84).

Alternativamente, la conjugacion de Acms con maleimidocaproil (mc)-valina (Val)-citrulina (Cit)-monometil
auristatina E (MMAE) se realizé como se describe (Doronina SO, et al., Nat Biotechnol. 2003; 21:778-84). PSMA
Acm e IgG1 humana control de isotipo (Calbiochem, San Diego, CA) en PBS, que contenia borato 50 mM, pH 8,0,
se trataron con ditiotreitol (DTT) (10 mmM final) a 37°C durante 30 min. Los Acms se intercambiaron en PBS que
contenia DTPA 1 mM (Aldrich, Milwaukee, WI) mediante el paso a través de una columna Sephadex G-25
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). Las disoluciones de Acm se enfriaron rapidamente hasta 4°C y se
combinaron con el derivado de farmaco maleimido en CH3CN frio. Al cabo de una 1 hora, las reacciones se
enfriaron bruscamente con cisteina en exceso, y los conjugados se concentraron e intercambiaron en tampon PBS.
Se determiné que los ADCs tenian > 98% de Acm monomérico que contenia 3,0-3,5 farmacos por Acm utilizando
métodos publicados (Doronina SO, et al., Nat Biotechnol. 2003; 21:778-84).

Reactividad de ADCs con PSMA de la Superficie de la Célula

La unién de PSMA Acm y ADC a células 3T3™-PSMA y 3T3™ parentales se analizé utilizando un citémetro de
flujo FACSCalibur (BD Bioscience, San Diego, CA). En sintesis, 2 x 10° células 3T3™-PSMA (o 3T3™) se
incubaron con diferentes concentraciones de Acm o ADC en hielo durante 1 h. Después del lavado, la presencia de
anticuerpos ligados se detectd utilizando IgG-FITC anti-humano de cabra (Caltag Laboratories, Burlingame, CA).
En paralelo se examinaron el anticuerpo control de isotipo y ADC.

Ensayo de Citotoxicidad In Vitro

Células PSMA-positivas (C4-2, LNCaP™ o 3T3™-PSMA) y células PSMA-negativas (PC-3™ o 3T3™) se
afiadieron a microplacas de 96 pocillos (Falcon, BD Biosciences, San Jose, CA) a razén de 2,5 x 10° células/pocillo
y se incubaron durante una noche a 37°C y 5% de CO.. Las células se incubaron luego con ADCs diluidos en serie
durante 4 dias. El medio de cultivo celular se reemplazé por medio reciente que contenia azul de Alamar al 10%
(Biosource International, Camarillo, CA), y las células se incubaron durante 4 h. Después, las placas se leyeron en
un lector de placas para fluorescencia utilizando una longitud de onda de excitacion de 530 nm y una longitud de
onda de emision de 590 nm. La supervivencia de células se compard en cultivos tratados y no tratados, y se
determind la concentracién de ADC requerida para el exterminio del 50% de las células (valor Clso).

Modelo de Xenoinjerto de Cancer de Préstata Andrégeno-Iindependiente

Todos los estudios con animales se llevaron a cabo de acuerdo con las directrices del Comité para el Cuidado y
Uso de Animales. A ratones inmunolégicamente deficientes machos atimicos (National Cancer Institute, Frederick,
MD) de 6-8 semanas de edad se les implantaron con una inyeccion intramuscular de 5 x 10° células C4-2
mezcladas con Matrigel al 50% (Beckon Dickinson Labware, Bedford, MA) en la pata trasera izquierda segun se
describe (McDevitt MR, et al., Cancer Res 2000; 60:6095-100). Aproximadamente 1 dia antes del inicio del
tratamiento, los animales fueron repartidos al azar de acuerdo con los niveles de suero de antigeno prostatico
especifico (PSA) segun se mide por ELISA (Medicorp, Montreal, Quebec, Canada). ADC, Acms y control vehiculo
se administraron a través de inyeccion en la vena de la cola. En la primera serie de experimentos, los ratones
fueron tratados en grupos de 6 con 2 6 10 mg/kg de PSMA ADC o con control vehiculo. El tratamiento se inici6 17
dias después de la implantacion y consistia en 3 inyecciones a intervalos de 4 dias (g4d x 3). La segunda serie de
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experimentos examino los niveles de dosis de 0,3 6 6 mg/kg. El tratamiento se inicié 14 dias post-implantacion y
consistia en 6 inyecciones a intervalos de 4 dias (g4d x 6). Los animales fueron vigilados en cuanto a su aspecto
fisico, peso corporal, nivel de PSA y tamafo del tumor. Las tasas de supervivencia se registraron a lo largo de los
estudios.

Analisis Estadisticos

Los efectos del tratamiento se examinaron en cuanto a la significancia a través de ensayos t (para niveles de PSA)
o ensayos de rangos logaritmicos (para la supervivencia de animales) utilizando analisis apareados de dos colas.
Los datos eran considerados significativos cuando P < 0,05.

Resultados

Internacionalizacion de PSMA Acm en Células de Cancer de Prostata Humano

La internalizacion se examiné utilizando PSMA Acm marcado con '''In y células C4-2. En las Fig. 1 se ilustra la
union total y el porcentaje de internalizacion a lo largo del tiempo. Mas de la mitad del Acm ligado se internaliz6 en
el espacio de 2 h (Fig. 1A). La union total aumenté a lo largo del tiempo, presumiblemente debido al reciclaje de
PSMA (Fig. 1B). Asi, el PSMA Acm se internaliza facilmente en células que expresan PSMA.

Reactividad del PSMA ADC con Células que expresan PSMA

La citometria de flujo se utilizd6 para comparar la union de PSMA Acm y ADC. El Acm y ADC no modificados
demostraron niveles equiparables de union a 3T3™-PSMA a lo largo de un amplio intervalo de dilucion (Fig. 2). Ni
la cantidad maxima de unién ni la concentraciéon requerida para la unién semi-maxima se vio apreciablemente
afectada por la conjugacion. No se observé unidn significativa alguna para el ADC de control de isotipo o
anticuerpo en células 3T3™-PSMA o para el PSMA Acm o ADC en células 3T3™ parentales.

Potencia y selectividad in vitro del PSMA ADC

PSMA y control ADCs se sometieron a ensayo en cuanto a citotoxicidad in vitro frente a lineas de células de cancer
de prostata humanas y células 3T3™-PSMA. La Fig. 3 ilustra curvas de dosis-respuesta para células C4-2 PSMA-
positivas y células PC-3™ PSMA-negativas en un experimento representativo, y valores Clso para las diversas
lineas de células se listan en la Tabla 2. EI PSMA ADC eliminaba en potencia todas las lineas de células PSMA-
positivas examinadas, a valores Clsp de 65-210 pM, mientras que estas concentraciones no tenian efecto alguno
sobre células PSMA-negativas. En contraposicidon, se requerian concentraciones aproximadamente 1000 veces
mayores para el ADC control, cuya actividad era independiente de la expresion de PSMA (Fig. 3 y Tabla 2).

Tabla 2: Sumario de la citotoxicidad in vitro (valores Clsy en pM)

C4-2 LNCaP™ 3T3™-PSMA
PSMA ADC 65+19 (n=3) 83+21(n=2) 208+ 37 (n=3)
ADC control 54.954 (n =1) 72.444 (n =1) 154.880 (n=1)
Selectividad* 848 877 744

*La selectividad iguala a la relacion de valores Clso observados para el PSMA ADC y ADC control

Eficacia del PSMA ADC en un Modelo de Xenoinjerto de Cancer de Préstata Andrégeno-Independiente

La eficacia in vivo del PSMA ADC se evalué en un modelo de raton de cancer de préstata humano andrégeno-
independiente. A ratones inmunoldgicamente deficientes se les injertaron por via intramuscular células C4-2 en la
pata trasera izquierda. Aproximadamente 14-17 dias mas tarde se midieron los niveles de PSA en el suero y se
utilizaron para asignar al azar, animales a grupos de tratamiento. Los animales fueron tratados por via intravenosa
con el PSMA ADC vy los animales fueron vigilados en cuanto a la carga del tumor, niveles de PSA y otros
parametros durante un tiempo tan prolongado como de 500 dias.

En el primer experimento, los animales fueron tratados g4d x 3 con 0,2 6 10 mg/kg de PSMA ADC. Los animales
que se dejaron sin tratar desarrollaron rapidamente tumores y los animales tenian una supervivencia mediana de
32 dias. En contraposicion, los grupos tratados con 2 mg/kg y 10 mg/kg de PSMA ADC tenian supervivencias
medianas de 58 dias (P = 0,0035) y 94,5 dias (P = 0,0012), respectivamente (Tabla 3, Fig. 4A). El tratamiento con
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PSMA ADC mejor¢ significativamente la supervivencia mediana hasta 4,5 veces de una manera dependiente de la
dosis. No existia evidencia de toxicidad relacionada con el tratamiento.

Los niveles de PSA en el suero se midieron a lo largo del tiempo mediante ELISA. La Fig. 4B representa la
concentracion media de PSA en cada uno de los grupos en los dias de estudio 17, 23 y 30. El tratamiento a razon
de 10 mg/kg redujo los niveles de PSA > 10 veces desde 8,8 + 11,7 ng/mL el dia 17 hasta 0,7 + 0,9 ng/mL el dia
30, mientras que niveles de PSA en el grupo control aumentaban > 60 veces a lo largo del mismo periodo de
tiempo. Se observé una respuesta intermedia a 2 mg/kg de PSMA ADC. Las diferencias en los niveles de PSA el
dia 30 eran significativas tanto para los grupos de dosis de 2 mg/kg (P = 0,0048) como de 10 mg/kg (P = 0,0006).
Tres de seis animales en el grupo de 10 mg/kg tenian un PSA no detectable hasta el dia 52 del estudio.

Con el fin de ampliar estos hallazgos, se realizé un segundo estudio de PSMA ADC que también incluia Acm no
modificado y ADC control de isotipo. Después de la aleatorizacion el dia 14 con un nivel medio de PSA de 2,0 +
1,1 ng/mL en cada uno de los grupos (n = 5), los animales fueron tratados con un régimen de g4d x 6. En la Fig. 5
se representan curvas de supervivencia segun Kaplan-Meier para cada uno de los grupos. Los animales tratados
con control vehiculo, 6 mg/kg de PSMA Acm no modificado y 6 mg/kg de ADC control tenian tiempos de
supervivencia medianos similares de 29, 31 y 31 dias, respectivamente; y estas diferencias no eran significativas.
Sin embargo, la supervivencia mediana se amplié hasta 49 dias y 148 dias para animales tratados con 3 mg/kg y
6 mg/kg de PSMA ADC, respectivamente (Tabla 3). El tratamiento del grupo de PSMA ADC con 6 mg/kg mejoro6 la
supervivencia post-aleatorizacién 7,9 veces con relacion al grupo ADC control (P = 0,0018). El dia 500, 2 de 5
animales no tenian evidencia de tumor, no habia un PSA mensurable y se consideraron curados mediante el
tratamiento. Como en el primer estudio, el tratamiento tenia un impacto significativo sobre los niveles de PSA el
dia 29 (P = 0,0068 para grupos de 6 mg/kg de PSMA y vehiculo). Ademas de ello, en el grupo de 6 mg/kg de
PSMA ADC, el PSA del suero disminuyd hasta niveles no detectables post-tratamiento y permanecié siendo no
detectable hasta el dia 63 en 4 de 5 animales. No existia una toxicidad evidente asociada con la terapia con ADC.
El aspecto fisico y la actividad se vieron no afectados por el tratamiento, y los pesos corporales de animales
tratados y vehiculo-control no eran significativamente diferentes en cualquier instante.

Tabla 3: Sumario de los tiempos de supervivencia medianos de animales portadores de tumores C4-2
tratados con PSMA ADC

Articulo de ensayo Dosis Supervivencia Valor P*
(mg/kg) mediana (dias)

Estudio n° 1 Vehiculo NA 32 NA
PSMA ADC 2 58 0,0035
PSMA ADC 10 95 0,0010

Estudio n° 2 Vehiculo NA 29 NA
PSMA Acm 6 31 0,1869
ADC control 6 31 0,2970
PSMA ADC 3 49 0,0018
PSMA ADC 6 148 0,0018

*Comparado con el grupo control vehiculo en un analisis de rangos logaritmicos de doble cara. NA = no aplicable

Ejemplo 2: Evaluaciéon de PSMA Acm Conjugado a Tres Farmaco-enlazador Diferentes

Se evalud el PSMA Acm cuando se conjugaba a veMMAE vy a otros dos farmaco-enlazador veMMAF y mcMMAF.
Las estructuras quimicas completas de los tres farmaco-enlazador diferentes se ilustran en la Fig. 6.

Preparacion de Tres Conjugados de Farmaco-enlazador de PSMA Acm

Los tres farmaco-enlazador se conjugaron directamente a PSMA Acm a través de un enlace tioéter para preparar
aproximadamente cuatro farmacos por conjugado de anticuerpos. La reduccion parcial de los disulfuros de la
intercadena del Acm prosiguié con un ligero exceso de tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) a pH 7,2 y 37°C y la
subsiguiente conjugacion de los tioles libres con farmaco-enlazadores era cuantitativa. En sintesis, el PSMA Acm
(10 mg, 67,5 nmol en PBS) se incub6 a 37°C con DTPA 1 mM y 169 nmol de TCEP durante 90 min. A tres
instantes durante la incubacion (30, 60 y 90 minutos) se separaron partes alicuotas de 50 ug de Acm y se hicieron
reaccionar con un exceso de veMMAE. El analisis de los ADCs resultantes mediante cromatografia por interaccion
hidrofébica permitié seguir el progreso de la reduccidon. Los resultados indicaban que el Acm se reducia
rapidamente bajo las condiciones anteriores, completandose esencialmente al cabo de 1 hora. Ademas de ello, el
grado de reduccion resultdé en una carga media de farmaco de 5 farmacos/Acm.
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Para preparar un ADC 4 veces cargado con farmaco-enlazadores procedentes del Acm parcialmente reducido
anterior, 0,5 equivalentes de DTNB se afadieron para re-oxidar de nuevo la poblacién de Acm al nivel deseado.
Después, 3 mg de este material (20,3 nmol) se hicieron reaccionar con 101 nmol de vcMMAE, vcMMAF o
mcMMAF en una disolucién de reaccion de dimetilsulféxido (DMSO) al 15%. Esta reaccién prosiguié durante 1
hora a 0°C y luego se enfri6 bruscamente con un exceso de 20 veces de N-acetil-cisteina. Los ADCs se separaron
del farmaco que no habia reaccionado y otras impurezas de moléculas pequefias mediante cromatografia por
exclusion del tamafio (SEC) en una columna PD-10 (Amersham Biosciences/GE Healthcare, Piscataway, NJ) y se
concentraron con un dispositivo de concentracion centrifugo (30 kD MWCQO) (Amicon Bioseparations, Millipore
Corporation, Bedford, MA).

Un resumen de la caracterizacion de tres conjugados farmaco-enlazador se proporciona en las Tablas 4-6 para
vcMMAE, veMMAF y mcMMAF, respectivamente. Para cada uno de los tres farmaco-enlazadores, el ADC contiene
aproximadamente 4 farmacos por Acm, segun se determina mediante distribucion de la carga de cadena H/L y la
distribucion de la especie, y < 2% de farmaco libre segun se determina utilizando HPLC de fase inversa (RP). Para
todos los conjugados, no se detectaron agregados mediante SEC-HPLC. Ademas, los rendimientos globales de
Acm eran 70-80%.

Tabla 4
Certificado de Ensayo del Conjugado
699028A
PSMA Acm vcMMAE
Reduccién Parcial

Ensayo Método Resultado
Concentracion de Acm uv 3,3
mg/mL
Farmaco/Acm Distribucion de la Carga de cadena 4.3
mol/mol H/L (PLRP)
Distribucién de la especie
(HIC)
Farmaco No Conjugado RP-HPLC <0,5
% de farmaco total
Homogeneidad del Tamano SEC-HPLC No detectado
% de Agregado
Distribucién de la Relacién Molar HIC-HPLC 3,5% 0 farmacos/Ac
% del total 19,4% 2 farmacos/Ac

39,6% 4 farmacos/Ac
21,0% 6 farmacos/Ac
11,7% 8 farmacos/Ac

Anticuerpo Desnaturalizado PLRP-HPLC 31,3% LO
68,7% L1
10,7% HO
40,4% H1
25,1% H2
23,7% H3
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Tabla 5

Certificado de Ensayo del Conjugado

699028B
PSMA Acm vcMMAF
Reduccién Parcial

Ensayo Método Resultado
Concentracion de Acm uv 3.1
mg/mL
Farmaco/Acm Distribucién de la Carga de cadena 4.4
mol/mol H/L (PLRP)
Distribucién de la especie
(HIC)
Farmaco No Conjugado RP-HPLC <0,5
% de farmaco total
Homogeneidad del Tamano SEC-HPLC No detectado
% de Agregado
Distribuciéon de la Relacién Molar HIC-HPLC 3,3% 0 farmacos/Ac
% del total 18,5% 2 farmacos/Ac
39,0% 4 farmacos/Ac
22,2% 6 farmacos/Ac
13,5% 8 farmacos/Ac
Anticuerpo Desnaturalizado PLRP-HPLC 29,0% LO
71,0% L1
9,9% HO
40,2% H1
24,9% H2
25,0% H3
Tabla 6
Certificado de Ensayo del Conjugado
699028C
PSMA Acm vcMMAF
Reduccién Parcial
Ensayo Método Resultado
Concentracion de Acm uv 3,7
mg/mL
Farmaco/Acm Distribucién de la Carga de cadena 4.4
mol/mol H/L (PLRP)
Distribucién de la especie
(HIC)
Farmaco No Conjugado RP-HPLC 1,8
% de farmaco total
Homogeneidad del Tamano SEC-HPLC No detectado
% de Agregado
Distribuciéon de la Relacién Molar HIC-HPLC 3,8% 0 farmacos/Ac
% del total 22,4% 2 farmacos/Ac
36,3% 4 farmacos/Ac
23,1% 6 farmacos/Ac
14,4% 8 farmacos/Ac
Anticuerpo Desnaturalizado PLRP-HPLC 32,7% LO
67,3% L1
14,7% HO
39,6% H1
23,8% H2
21,9% H3

Potencia y selectividad de Conjugados de PSMA Acm sobre Células de Cancer de Prostata Humano

Se realizaron estudios de citotoxicidad in vifro con lineas de células PSMA-positivas y PSMA-negativas. En
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sintesis, células PSMA-positivas (C4-2, LNCaP™ o 3T3™-PSMA) y células PSMA-negativas (PC-3T™ o0 3T3™) se
afiadieron a microplacas de 96 pocillos a razén de 2,5 x 10° células/pocillo y se incubaron durante una noche a
37°C y 5% de CO,. Después, las células se incubaron con ADCs diluidos en serie durante 4 dias y se sometieron a
ensayo en cuanto al porcentaje de exterminio de células en comparacién con controles no tratados, utilizando azul
de Alamar al 10%. Se determiné la concentracion de ADCs requerida para el extermino del 50% de las células
(valor Clsp).

La Fig. 7 ilustra curvas de dosis-respuesta de conjugados de vcMMAE (Fig. 7A), vcMMAF (Fig. 7B) y mcMMAF
(Fig. 7C) para células C4-2 PSMA-positivas y células PC-3™ PSMA-negativas en un experimento representativo.
En la Tabla 7 se lista un resumen de la potencia (Clso) y selectividad sobre lineas de células C4-2 y PC-3™. La
Clso en células C4-2 que expresan PSMA se encontraba en concentraciones picomolares de 11, 42 y 60 para
conjugados de veMMAF, mcMMAF y veMMAE, respectivamente. En contraposicion, los Clso en células PC-3™
PSMA-negativas eran mayores que 90 nM, oscilando desde 94 a 264 nM. En base a la potencia de cada uno de los
conjugados en PC-3™ y C4-2, se calculd la selectividad que era de 13.636; 6.286 y 1.567 para conjugados
vcMMAF, mcMMAF y veMMAE, respectivamente. El conjugado veMMAF era el mas potente en la linea de células
C4-2 PSMA-positiva, y el mcMMAF era el menos toxico frente a la linea de células control PC-3™. En
comparacion con el conjugado veMMAE, existia una mejora de 4 veces y 9 veces en la selectividad para
conjugados mcMMAF y veMMAF, respectivamente.

Tabla 7: Sumario de la potencia y selectividad in vitro (valores Clso en pM)

Potencia (pM) Selectividad Mejora frente a
C4-2 (n=3) PC-3(n=2) (PC-3/C4-2) vcMMAE
Farmaco-enlazador
vcMMAF 1 150.000 13636 9 veces
mcMMAF 42 264.000 6286 4 veces
vcMMAE 60 94.000 1567 -

Mecanismo del Exterminio de Células por parte de Conjugado PSMA Acm Farmaco

Se realizd un analisis del ciclo celular para determinar el mecanismo de la citotoxicidad mediada por MMAE-Acm
conjugado. Células 3T3™-PSMA o C4-2 se cultivaron en presencia de PSMA ADC 0,2 nM o PSMA Acm 20 nM no
modificado. Las células no tratadas servian como cultivo control. A las 12 h, 24 h y 48 h, las células se tifieron con
yoduro de propidio (PI) para detectar el ADN total y se analizaron mediante citometria de flujo. Tal como se indica
en la Fig. 8, las células tratadas con PSMA ADC se paralizaron en la fase G,. Mediante post-tratamiento durante
48 h, el porcentaje de células con un conjunto duplicado de cromosomas era > 50% para los cultivos de PSMA
ADC y 2% para cultivos no tratados. La paralizacion del ciclo celular requeria la presencia de la toxina, en este
caso MMAE, dado que sélo el 3% de las células tratadas con Acm no modificado se encontraban en la fase G>/M a
las 48 h. Los datos demuestran que el tratamiento de células de cancer de préstata con MMAE ADCs conduce a
una paralizacion en G2/M y luego a la apoptosis de células diana.
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Val

Thr

415

Sex

Val

Arg

Lys

Glu

495

Arqg

Arg

Thr

Tyr

Arg

320

Asn

Val

Pro

Gly

Arg

400

Ile

Thy

Ala

Val

Glu

480

Ser

Ile

Leu

Asn

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

<400>

545

Leu

Ala

Leu

Asp

Tyr

625

Gluy

Asn

Phe
705

Pro

Phe

2
7570
ADN

val

Gln

Pro

Lys

610

Ser

Ile

Pro

Ala

val

690

Pro

Ser

Thr

Glu

Val

Phe

595

Ile

Val

Ala

Tle

Phe

675

Ile

Gly

Lys

Val

Lys
Arg
580
Asp

Tyx

Ser

Ser

Val

660

Ile

Tyr

Ile

Ala

Gin
740

Secuencia Artificial

Plasmido

2

Phe

565

Gly

Cys

Ser

FPhe

Lys

645

Leu

Asp

Ala

Tyr

Trp

725

Ala

ES 2440482 T3

550

Tyr Asp éro

Gly Met Val

Arg Asp Tyr
600

Ile Ser Met
615

Asp Ser Leu
630

Phe Ser Glu

Arg Met Met

Pro Leu Gly
680

Pro Ser Ser
695

Asp Ala Leu
710

Gly Glu Val

Ala Ala Glu

Met

Phe

585

Ala

Lys

Phe

Arg

Asn

665

Leu

His

FPhe

Lys

Thx
745

38

Phe

570

Glu

Val

His

Ser

Leu

650

Asp

Pro

Asn

Asp

Arg

730

Leu

555

Lys

Leu

Val

Pro

Ala

635

Gin

Gln

Asp

Lys

Ila

715

Gln

Ser

Tyr

Ala

Leu

Gln

620

Val

Asp

Leu

Arg

Tyr

700

Glu

Iie

Glu

His
Asn
Arg
a05
Glu
Lys
Pha
Met
Pro
685
Ala
Ser
Tyx

Val

Leu

Ser

590

Lys

Met

Asn

Asp

Phe

670

Phe

Gly

Lys

Val

Ala
150

Thr

575

Ile

Tyr

Lys

Phe

Lys

655

Leu

Tyr

Glu

Val

Ala

735

560

val

Val

Ala

Thr

Thr

640

Ser

Glu

Arg

Serx

Asp

720

Ala



gacggatcgg
ccgcatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
tggagttceqg
ceegeeeatt
éttgacgtca
atcatatgec
atgcccagta
tecgetattac
actcacgggg
aaaatcaacg
gtaggegtgt
ctgcttactg
ggtaccaage
tttaagaggt
tagggaggtee
gecactgggte
tggaagtaat
ttocaagaac
ttactgtgceg
ccaagggace
ggcaccctcet
ctacttcecce
cacctteeeg:
gcccteecage
caccaaggtg

aagccagget

gagatctece
aagccagtat
ttzagctaca
gegttttgeg
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggac
aagtacgcce
catgacctta
catggtgatyg
atttccaagt
ggactttcca
acggtgggag
gettatcegaa
ttggatctea
gteccagtgte
ctgagactct
cgceaggete
aaatactétg
acgeagtatc
agaggeggty
acggtcaccey
agcaagagca
gaaccggtga
gctgtectac
agettgggea
gacaagagag

cagcgetect

ES 2440482 T3

gatcccctat
ctgctcececty
acaaggcaagy
ctgcttegeg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cectattgacy
tgggacttte
cggttttgge
ctccacccea
aaatétcgta
gtctatataa
attaatacga
ccatggagtt
aggtgeaatt
cctgtgcage
caggcaaggg
cagactccgt
tgcaaatgaa
acttecteta
tetogteage
cctctgdggg
cggtgtegtg
agtcctcagg
ccecagaccta
ttggtgagag

gectggacge

ggtcgactct
cttgtgtgtt
gettgacega
atgtacggge
ttacggggte
atggcecegec
ttcecatagt
aaactgcecea
tcaatgacyg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
;caactccgc
gcagagctct
ctcactatag
gggactgege
ggtggagtcet
gtctggatte
gcfggagtgg
gaagggccga
cagoectgaga
ctactactat
ctecaccaag
cacagcggec
gaactcagge
actctactcc
catctgcaac
gccagcacag

ateeceggeta

39

cagtacaatc
ggaggteget
caattgeatg
cagatatacg
attagtteat
tggctgaccg
aacgceaata
cttageagta
taaatggceece
gtacatctac
tygggcegtgga
tgggagtttg
cccattgacyg
ctggctaact
ggagacccaa
tggggettce
gggggaggceg
gecocttcagta
gtggcagtta
ttcaccatct
gecgaggaca
tacggtatgg
ggcccatcgg
ctgggctgece
gcccfgacca
ctcagcagcg
gtgaatcaca
ggagggaggy

tgcagtcccea

tgctctgatg
gagtagtgeg
aagaatctgce
cgttgacatt
agoccatata
cccaacgace
gggactttee
catcaagtgt
gcetggeatt

gtattagtca

tagcggtttg

ttttggeace
caaatgggcyg
agag#ﬁccca
getggetaga
tegttgetet
tggtecagee
gatatggecat
tatggtatga
ccagagacaa
cggectgtgta
acgtcetggay
tectteececct

tggtcaagga

gcggegtgea

tggtgaccgt

agecccageaa
tgtctgcetagy

gtccagggea

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1740



gcaaggcayyg
gggagagagt
acccaggeee
gggaggacce
tecggacacct
aatcttgtga
cctcecagete
ccgggtgetg
teagtettee
gtcacatgcg
gtggacggeg
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaaggtg
ctctgecctyg
;caggtgtac
ctgecectggte
geccggagaac
- ¢tatagcaag
cgtgatgceat
_taaatgagaa
geccttctagt
-aggtgceact
taggtgtcat
agacaatagc
cagctgggge
tgtggtggtt
cgetttette
agggcatcecct
ttagggtgat

gttggagtec

ceccgtetge
cttctggett
tgcacacaaa
tgcecectgac
tctctectcee
caaaactcac
aaggcgggac
acacgtccac
tetteecece
tggtgatgga
tggaggtgea
tggtcageogt
aggtctccaa
ggaccegtgg
agagtgaccg
acectgeece
aaaggcecttet
aactacaaga
cktcaccgtgg
gaggctetge
ttectegagt
tgececagecat
ceccactgtee
tctattetgyg
aggcatgetg
tctagggggt
acgcgeagceyg
cottocttte
ttagggttee
ggttcacgta

acgttettta
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ctetteacee
tttecceoccagy
ggggcaggtg
ctaagcccac
cagattccag
acatgecccac
aggtgcccta
ctcecatctcet
aaaacccaag
cgtgageceac
taatgcecaag
cctcaccgte
caaagccectce
ggtgcgaggg
ctgtaccaac
catcecegygga
atceccagega
ccacgectcee
acaagagcag
acaaccacta
ctagagggce
ctgttgttig
tttectaata
ggggtggggt
gggatgcggt
atccccacge
tgaccgctac
tcgecacgtt
gatttagtge
gtgggecate

atagtggact

ggaggectet
ctetgggeag
ctgggctcag
cccaaaggec
taactececaa
cgtgecccagg
gagtagcctg
tccteagecac
gacaccctca
gaagaécctg
acaaagccgc
ctgcaccagy
ccagccecca
ccacatggac
ctetgteect
ggagatgacé
categecgtyg
cgtgctggac
gtggcageag
cacgcagaag
cgtttaaace
ccegteceee
aaatgaggaa
ggggcaggac
gggctctatg
gecctgtage
acttgeccage
cgeeggettt

tttacggcac

'gccctgatag

cttgttecaa

40

gccegedcea
gecacaggeta
acctgceaag
aaactctcea
tottotetet
Eaagccagcc
catccaggga
ctgaactecct
tgatctceeg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa
tégagaaaac
agaggceggoe
acaéggcagc
aagaaccady
gagtgggaga
tcegacgget
gggaacgtct
agcctetcee
cgctgaﬁcag
gtgccttccf
attgecatege
agcaadgggag
gecttetgaqgg
ggcgcattaa
gccctagcgc
cecegteaag
cteogacceca
acggttttte

actggaacaa

ctecatgctea
ggtgccecta
agccatatec
cteecetcage
geagagocca
cagécctcgc
caggecceag
ggggggaccg
gaccectgag
caactggtac
gtacaacagoc
tggcaaggag
catctccaaa
tegygeccace
cccgagaace
tcagcctgac
gcaatgggeca
cettcttect
tctecatgete
tgtcteegyg
cctecgactgt
tgaccctgga
attgtctgag
aggattggga
cggaaagaac
gcgeggcggg
ccgeckccttt
ctctaaatcg
aaaaacttga

geccctttgac

cactcaaccc

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2&40
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3560
3420
3480
3540

3600



tatctecggtc
aaatgagctg
gggtgtggaa
ttagtecagea
catgcatctc
aactcecgece
. agaggcegag
aggectaggc
gcacgtgatyg
gttcgacagce
cttcgatgta
caaagatcgt
tgacattggg
cacgttgeaa
catggatgeg
gcaaggaatc
tgtgéatcéc
cgatgagetg
tttcggectec
cgaggcgatg
gttggettgt
_atcgccgcgg
ggttgacgge
atccggagee
cgatggctgt
ggcaaaggaa
gggecttegyga
gectggagtte
caatageatce

gtccaaactc

tattetttig
atttaacaaa
agtccccagyg
accaggtgtyg
aattagtcag
agttécgccc
gecgectetg
ttttgeaaaa
aaaaagcctg
gtctcegace
ggagggcgtyg
tatgtttate
gaattecageg
gacctgocty
atcgectgegg
ggtcaataca
tggcaaactg
atgctktégg
aacaatgtcce
tteggggatt
atggagceage
ctcegoggegt
aatttecgatyg
gggactgtcg
gtagaagtac
tagcacgtyge
atcgttttee
ttegceocace
acaaatttca

atcaatgtat
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atttataagg
aatttaacge
ctocceagge
gaaagtccce
caaccatagt
attcteegee
cctetgaget
agctceceqgyg
aactcaccge
tgatgcagct
gatatgtcct
ggcactttge
agagcctgac
aaaccagaact
ccgatcttag
ctacatggeg
tgatggacga
ccgaggactg
tgacggacaa
cccaatacga
agacgoegeta
atatgcteeyg
atgcagcettg
ggcgtacaca
teogeegatag
tacgagattt
gggacgecgg
ccaacttgtt
caaataaagce

cttatcatgt

gattttgggg

gaattaattc
aggcagaagt
aggctcceca

cecgececta

'ccatggctga

attccagaag
agc£tgtata
gacgtctgte
cteggaggge
gcgggtaaat
atcggccgeg
ctattgeatce
geecgetgtt
ccagacgage
tgatttcata
caccgtcagt
ccecgaagte
tggeccgecata
ggtegecaac
cttecgagegg
cattggtett
ggegcagggt
aatecgcecegce
tggaaaccga
cgatteccacc
ctggatgatc
tattgcagcet
atttttttca

ctgtataceg

41

attteggect
tgtggaatgt
atgcaaagca
gcaggcagaa
acteoecgeeca
ctaatttttt
tagtgaggag
tecatttteg
gagaagttte
gaagaatcte
agctgcgeeyg
cteoecgatte
tceccgeegtyg
ctgcageeqyg
gggtteggee
tgegegattg
gcgtcegteg
cggcacctcg
acagcggtca
atcticettct
aggcatecgg
gaccaactct
cgatgcgacg
agaagcgcegyd
cgecceagea
gecgecttcet
ctccagegeg
tataatggtt
ctgcattcta

tcgacctcta

attggttaaa
gtgtcagtta
tgcatctcaa

gtatgcaaag

tcecegeeect -

ttatttatge
gcttitttgg
gatctgatca
tgatcgaaaa
gtgcttitcag
atggtttcta
cggaagtgcet
cacagggtgt
tcgeggagge
cattcggacce
ctgatcceea

cgcaggcetcet

‘tgcacgegga

ttgactggag
ggaggccgtyg
agcttgcégg
atcagagctt
caatcgtccg
cegtetggace
ctegtceccgag
atgaaaggtt
gggatctcat
acaaataaaqg
gttgtggttt

gctagagett

3660
3720
3780
3840
3900

3960

" 4020

4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100

5160

5220

5280
5340

5400



ggcgtaatca
caacatacga
cacattaatt
gcattaatga
ttcctegete
ctcaaaggcyg
agcaaaagéc
taggcteege
cccgacagga
tagttcegace
getttctcaa
gggctgtgtyg
tettgagtce
gattagcaga
cggctacact
aaaaagaght
tgtttgcaag
ttctacgagy
attatcaaaa
ctaaagtata
tatctecageg
aactacgata
acgctecaceg
aagtggtcect
agtaagtagt
ggtgtecacge
;gttacatga
tgtcagaagt
tcttactgte
attctgagaa

tacegegeea

tggtcatage
gecggaagea
gegttgeget
atecggecaac
actgactege
gtaatacggt
cagcaaaagg
cccccfgacg
ctataaagat
ctgecgetta
tgetcacget
cacgaacece
aacccggtaa
gegaggtatyg
agaaggacag
ggtagetett
cagcagatta
tctgacgetce
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtctat
cgggaggget
gptccagatt
gcaactttat
tcgeccagtta
tegtegtttyg
tceceececatgt
aagttggceg
atgccatccg
tagtgtatge

catagcagaa
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tgtttectgt
taaagtgtaa
cactgeeccge
gegeggygayg
tgcgeteggt
tatcecacaga
ccaggaaceyg
agcatcacaa
accaggcgtt

ccggatacct

'gtaggtatct

cegtteagoc
gacacgactt
taggeggtge
tatttggtat
gatccégcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctagatect
cttggtctga
ttcgttcaté
taccatcetag
tatcagcaat
ccgectecat
atagtttgeg
gtatggctte
tgtgcaaaaa
cagtgttate
taagatgctt
ggcgaccgag

ctttaaaaght

gtgaaattgt
agcetggggt

tttccagteg

v

aggcggtttg
cgtteggetyg
atcaggggat
taaaaaggce
aaatcgacgc
tccecctgga
gtcegeettt
cagttcggtg
cgaccgctge
atcgccactg
tacagagtte
ctgegetetyg
acaaaccacc
aaaaggatet
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
cafagttgcc
cccocagtget
aaaccagcca
ccagtetatt
caacgttgtt
attcagecter
ageggttage
actcatggtt
ttectgtgact
ttgctettge

gctcatecatt

42

tatccgetea
gectaatgag
géaaacctgt
cgtattgggc
cggcgagcgg
éacgcaggaa
gegttgetgg
tcaagtcaéa
agctcecteg
cteecttegy
taggtegttce
gcecttateeg
gcagcagcca
ttgaagtggt
ctgaagccég
gctggtageg
caagaagate
taagggakttt
aaatgaagtt
tgctiaatca
tgacfccccg
gcaatgatac
gecggaaggyg
aattgttgece
gcecattgeta
ggttcoeaac
tectteggte
atggecageac
ggtgagtact
ccggegteaa

ggaaaacgtt

caattcecaca
tgagctaact
cgtgecaget
gectctieege
tatcagcetea
agaacatgtyg
cgttttteeca
agtggcgaaa
tgcgetctee
gaagegtgge
gctccaaget
gtaactatcg
ctggtaacaj
ggcctaacta
ttaccttegg
gtggtttttt
ctttgatett
tggtcatgag
ttasatcaat
gtgaggeace
tegtgtagat
cgcgagacee
ccgagegcag
gggaagctag
caggcategt
gatecaaggeg
ctecegategt
tgcataatte
caaccaagtc
tacgggataa

ctteggggeg

5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200

7260
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15

aaaactctca aggatcttac

caactgatct teagecatett

gcaaaatgee gcaaaaaagq

cctttttcaa tattattgaa

tgaatgtatt tagaaaaata

acctgacgte

<210> 3

<211> 7597
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

Plasmido

<400> 3
gacggatcgg
ccgcatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
tggagttcceg
cccogeceatt
attgacgtceca
ateatatgee
atgcccagta
tcgctattac
actcacyggay
aaaaktcaacg
gtaggcgtgt

ctgcettactyg

ggtaccaagc’

gcgcetggatt

Secuencia Artificial

gagatctcce
aageccagtat
ttaagctaca
goegttttgeg
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggac
aagtacgccé
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactttcca
acggtgggag
gettateogaa
ttggatctea

ctectegttg
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cgctgttgag
ttactttcac
gaataagggc
gceatttatea

aacaaatagg

gatcccctat
ctgectecectg
acaaggcaay
;tgcttcgcg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacyg
tgggactttce
cggttttggg
ctccacccea
aaatgtegta
gtctatataa
attaatacga
ccatggggte

ctctttitaag

atccagtteg
cagegtttet
gacacggaaa
gggttatigt

ggttocecgege

ggtcgactct
cttgtgtgtt
gcettgaccyga
atgtacgggce
ttacggggte

atggecegece

ttceccatagt

aaactgccea
tcaatgacgg
ctacttggea
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaaétccgc
gcagégctct
ctecactatag
aaccgcca;c

aggtgteccag

43

atgtaaccca
gggtgagcaa
tgttgaatac
ctcatgagcy

acatttcoee

cagtacaatc
ggaggtecget
caattgceatg
cagatatacyg
attagttcat
tggctgacceg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggeoee
gtacatctaé
tgggegigga
tgggagtttg
cccattgacy
ctagctaact
ggagacceaa
ctcaccatag

tgtcaggtge

ctegtgcacc
aaacaggaag
tecatactctt
gatacatatt

gaaaagtgcce

tgctetgatyg
gagtagtgeg
aagaatectgce
cgttgacatt

agcoccatata

.cccaacgacoe

gggactttéc
catcaagtgt
gectggeatt
gtattagtca
tagcggttityg
ttttggcace
caaatgggcg
agagaaccea
gctggctaga
agttggggct

agctggtgga

7320
7380
7440
1500
7560

7570

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

" 1020



gtctggggga
attcacctte
gtgggtggea
ccgattcace

gagageegag
ccactactac
caccaagggc
agcggecectg
ctcaggegce
ctactecccte
ctgcaacgtg
agcacaggga
ccggcetatge
gacctetgce
tgggeaggea
ggctecagace
aaaggccaaa
ctocecaatcet
gcccaggtaa
tagcctgceat
tcagecacctg
accctcatga
gaccctgagy
aagccgcggg
caccaggact
gcceeccateg
catggacaga
tgteccetaca
gatgacca%g
cgecgtyggag

gctggactec

ggegtggtee
agtaactatg
attatatggt
atctccagag
gacacggetg
ggtatggacyg
cecatcggtet
ggctgcctgg
ctgaccageyg
agcagegtgy
aatcacaage
gggagggtgt
agtcccagtc
cgececacte
caggctaggt
tgeceaagage
ctctecacte
tctetetgea
gccageccag
ccagggacag
aactcctggg
teteccggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
ggecggoteg
gggcagccec
aaccaggtea
tgggagagea

gacggctect
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agcctgggag
tcatgéactg
atgatggaag
acaattccaa
tgtattactg
tectgggacca
teccectygge
tcaaggacta
gecgtgeacac
tgaccgtgce
ccagcaacac
ctgctggaag
cagggéagca
atgcteaggg
geccectaace
catatcecggyg
cctcagcteg
gagcccaaat
gectegecct
gecocccagocy
gggaccgtea
cectgaggte
ctggtacgtyg
caacagcacg
caaggagtac
ctcecaaagee
geceecacecte
gagaaccaca
gectgacctg
atgggcagece

tetteeteota

gtccectgaga
ggtcecgecag
taataaatac
gaacacgetyg
tgegggtgga
agggaccacyg
accctetage
cttceecgaa
cttecegget
ctcecagcage
caaggtggac
ccaggcteag
aggeaggece
agagégtctt
caggeectge
aggaccctge
gacaccttct
cttgtgacaa
ccagctcaag
ggtgctgaca
gtcttectet
acatgcgtgg
gacggegtygy
taccgtgtgg
aagtgcaagg
éaaggtggga
tgeectgaga
ggtgtacacc
cctggtcaaa
ggagaacaac

tagcaagctce

44

ctetectgtyg
gctccaggea
tatgeagact
tatctgcaaa
tataactgga
gtcaccgtet
aagagcacct
ceggtgacgg
gtectacagt
ttgggcacce
aagagagttyg
cgctecetgee
cgtetgeete
ctggettttt
acacaaaggg
ccctgacéta
ctecteceag
aactcacaca
gcgggacagyg
cgtecaccte
t‘CCCCCCEB.a
tggtggacgt
aggtgeataa
tcagegtect
tcteccaacaa
cccgtggggt
gtgacegetg
ctgcecccat
ggcttetatc
tacaagacca

aécgtggaca

cagcgtetgyg

aggggetgga

ccgtgaaggg'

tgaacagcct
actacgagta
cctecagocte
ctgggggcac
tgtegtggaa
cectcaggact
agacctacat
gtgagaggece
tggacgecatce
ttecacccgga
ccccaggetce
gcaggtgetg
agceccaccece
attccagtaa
tgcceaccegt
tgccctagag
catctcttee
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtectyg
agecctceccea
gcgaggygeea
taccaaccte
ccegggagga
ccagcgacat
cgectecegt

agagcaggty

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1800

1860

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760.
2820

2880



gtagcagggyg

gecagaagage.

ttaaacecege
ctcocececegtyg
tgaggaaatt
gcaﬁgacagc
ctctatgget
ctgtagcggce
‘tgccagcqcc
cggectttece
acggecaccte
ctgatagacg
gttocaaact
tttggggatt
ttaattctgt
cagaagtatg
cteocccagea
gcccctaact
tggectgacta
ccagaagtag
ttgtatatece
gtetgtegag
ggagggcgaa
ggtaaatagc
ggcegegeteo
ttgeatcteco
cgctgttetg
gacgageggyg
tttcatatge

cgtcagtgcg

aacgtettet
cteteectgt
tgatecagecet
ccttecttga
gcatcgeatt
aagggggagyg
tetgaggegy
gcattaageg
ctagegceoeog
cgtcaagete
gaccccaaaa
gtttttegece
ggaacaacac
teggectatt
ggaatgtgtg
caaagcatge
ggcagaagta
ccgcccétcc
atttttttta
tgaggaggct
atttteggat
aagtttctga
gaatctcgtyg
tgcgecgatg
cegatteoegg
cgecgtgeac
cagcecggtcyg
ttecggecceat
gegattgcty

tecgtegege
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catgeteegt
ctecegggtaa
cgactgtgec
cectggaagy
gtctgagtag
attgggaaga
aaagaaccag
cggegggtgt
ctcctttcgé
taaatcgggg
aacttgatta
ctttgacgtt
tcaaccctat
ggttaaaaaa
tcagtt%ggg
atctcaatta
tgcaaagcat
cgcecectaac
tttatgcaga
tttttggagg
ctgateagea
tcgaaaagtt
ctttcagett
gtttetacaa
aagtgcttga
agggtgteac
cggaggccat
tcggaccegea
atceccecatgt

aggctctcga

gatgecatgag
atgagaatte
ttctagttge
tgccactcce
gtgtcattct
caatagcagg
ctggyggctct
ggtggttacyg
tttctteaect
catceettita
gggtgatggt
ggagtccacy
ctcggtctat
tgagctgatt
tgtggaaagt
gtcageaacc
gecatctcaat
tccgeccagt
ggcegaggee
cctaggettt
cgtgatgaaa
cgacagegte
cgatgtagga
agatcgttat
cattggggaa
gttgcaagac
gagatgegate
aggaatcggt
gtatecactagg

tgagetgatg

45

gctetgcaca
ctegagteta
cagccatctg

actgtccttt

attetggagg
catgetgggg
agggggtate
cgecagagtga
teocttteoteg
gggttecgat
tcacgtagtg
ttctttaata
tecttttgatt
taacaaaaat
ccceaggete
aggtgiggaa
tagtcageaa
tcegeccatt
goctetgeot
tgcaaaaage
aagcctgaac
tccgacetyga
gggcgtggat
gkttatcgge
ttcagcgaga
ctgecetgaaa
gctgeggeeyg
éaatacacta
caaactgtga

ctttgggeeg

accactacac
gagggoccegt
ttgtttgcee
cctaataaaa
gtggggtagg
atgcggtggg
cccacgogece
cogetacact
ccacgttege

ttagtgettt

ggeceatcgec |

gtggactett
tataagggat
ttaacgcgaa
ccecaggeagyq
agtecceccagg
ccatagtece
ctecgecceca
ckgagotatt
teccgggage
tcaccgecgac
tgcagetcte
atgtcctgeyg
actttgcatce
gectgaccta
cegaactgee
atecttageca
catggcgtga
tggacgacac

aggactgcece

2940
3000
3060
3120

3180

3240

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500

4560

4620 .

4680



cgaagtccay
ccgcataaca

cgccaacatce

cgagceggagyg

tggtettaac
gcagggtcga
cgecegeaga
aaaccgacgc
ttecacegee
gatgatectc
tgcagettat
tttttéactg
tatacecgteyg
aaattgttat
ctggggtgcc
ccagtcggga
cggtttgcegt
teggetgegg
aggggataac
aaaggccgeg
tcgacgetea
ccctggaage
cgcetttete
ttcggtgtag
ccgetgegece
gccactggea
agagttcttg
cgctetgetyg
aaccaccget
aggatctcaa

ctcacgttaa

cacctegtge

gcggtcattg.

ttcttetgga
catcecggage
caactctatc
tgcgacgceaa
agcgeggeeg
ceccageacte
gccttqtatg
cagcgcgggyg
aatgattaca
cattctagtt
acctctaget
ccgctcacaa
taatgagtga
aacctgtegt
attgggcget
cgagcgatat
gcaggaaaga
ttgctggegt
agtcagaggt
tcectegtge
ccttaegggaa
gtecgtteget
ttatccggta
gcagccactg
aagtggtgge
aagccagtta
ggtagceggtyg
gaagatecctt

gggattttgg
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acgeggattt
actggagcga
ggcegtggtt
ttgcaggatce
agagcttggt
tegtcegate
tetggacega
gtcegaggge
aaaggttggyg
atcteatget
aataaagcaa
gtagtttgte
agagettgge
ttecacacaa
gctaactcac
gccagctgea
cttecgette
cagcteactc
acatgtgage
ttttccatag
ggcgaaacce
gcfctcctgt
gcgtggeget
ccaagetggg
actatcgtct
gtaacaggat
ctaactacgg
cctteggaaa
gkitttttgt
tgatcttttec

tcatgagatt:

cggetecaac
ggcgatgtte
ggettgtatg
geegeggetce
tgacggcaat
cggagecggyg
tggctgtgta
aaaggaatag
ctteggaatce
ggagttctte
tagcatcaca
caaacteatc
gtaatcatqgg
catacgagee
attaattgceg
ttaatgaate
ctegetcact
aaaggeggta
aaaaggccég
gctecgecee
gacaggacta
tcegacecctg
ttctcaaégc
ctgtgtgeac
tgagtccaac
tagcagageg
ctacactaga
aagagttggt
ttgcaagceag
tacggggtcet

atcaaaaagy

46

aatgtectga
ggggattcece
gagcagcaga
cgggegtata
ttecgatgatg
actgtcgggce
gaagtactcg
cacgtgctac
gttttcecggg
gcccaccceca
aatttcacaa
aatgtatctt
tcatagctgt
ggaagcataa
ttgegetcac
ggccaacgcg
gactcgctgo
atacggtéat
caaaaggcca
cctgacgage
taaagatace
ccgettacceg
tcacgetgta
gaaccceccg
ccggtaagac
aggtatgtag
aggacagtat
agctcttgat
cagattacgc

gacgctcagt

atcttcaccé

cggacaatyy
aatacgaggt
cgegctactt
tgotecegeat
cagcttggge
gltacacaaat
cogaktagtgg
gagatttecga
acgceggetg
acttgtttat
ataaagcatt
atcatgtctg
ttcctgtgtyg
agtgtaaagc
tgcecgettt
cggggagagg
gcteggtegt
ccacagaate
anaccgtaa
atcacaaaaa
aggegtitcc
gatacctgtec
ggtatctcag

ttcagecceega

acgacttate

geggtgetac
ttggtatctg
ccggcaaaca
gcagaaaaaa
gyaacgaaaa

agatcctttt

4740
4800
4860
4920
4280
5040
5100
5160
5220

5280

5340

5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480

6540



10

aaattaaaaa
ttaccaatgce
agttgcetga
cagtgectgea
ceagcocageo
gtctattaat
cgttgttgece
cagctecgat
ggttagetec
catggttatg
tgtgactggt
ctcttgeeeyg
catcattgga
cagttcgatg
cgtttetggg
acggaaatgt
ttattgtete

tecegegeaca

<210> 4

<211> 7579
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

<400> 4

tgaagtttta
ttaatcagtg
cteceegteg

atgatacecge

ggaagggecy
tgttgceggg
attgctacag
tcécaacgat
tteggteete
gcagcactge
gagtactcaa
gegteaatac
aaacgbtett
taacccacte
tgagcaaaaa
tgaatactca
atgagcggat

ttteoccccgaa

Secuencia Artificial

Plasmido

gacggatcgg gagatctuce

ccgcatagtt aagecagtat

cgageaaaat ttaagcetaca

ttagggttag gcgttttgey

gattattgac tagttattaa
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aatcaatcta
agacacctat
tgtagataac
gagacccacg
agogcagaag
aagctagagt
gcatcgtggt
céaggcgagt
cgatcgttgt
ataattctct
ccaagtecatt
gggataatac
cggggcgaaa
gtgecacccaa
caggaaggca
tactettect
acatatttga

aagtgccacc

gatccectat
ctgctcoctg
acaaggcaag
ctgcttegeg

tagtaatcaa

aagtatatat
cteagegate
tacgatacgg
ctcaccgget
tggtcetgea
aagtagttcg
gtcacgetceg
tacatgatcc
cagaaqgtaag
tactgtecatg
ctgagaataé
cgegecacat
actctcaagg
ctgatcttca
aaatgeccgca
ttttcaatat
atgtatttag

tgacgte

ggtcgactet
cttgtgtgtt
gettgaccga
atgtacgggc

ttacggggtc

47

gagtaaactt
tgtctatttc
gagggcttéc
ccagatftat
actttatecy
ccagttaata
tegtttggta
ccecatgttgt
ttggeegeag
ccatcegtaa
tgtatgegge
agcagaactt
afcttaccgc
gcatectttta
aaaaagggaa
tattgaagca

aaaaataaac

cagtacaatc
ggaggtoegct
caattgecatg
cagatatacg

attagttcat

gagtctgacag
gttecatceat
catetggeee
cagcaataaa
cctcecatcca
gtttgcgeaa
tggcttcatt

gcaaaaaage

tgttatcact.

gatgetttte
gaccgagttg
taaaagtgct
tgttgagate
ctttcaceag
taagggcgac
tttatcaggg

aaataggggt

tgctotgatg
gagtagtgcg
aagaatctge
cgttgacatt

agcccatata

6600
6650
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560

7597

60
120
180
240

"300



tggagttceg
ccecgeccatt
attgacgtea
atcatatgec
atgeccagta
tegetattac
actcacggygg
aaaatcaacg
gtaggcqtgé
ctgettactg
ggtaccaagc
tttaagaggt
tgggaggtce
gecactgggtc
tggaagtaat
ttocaagaag
ttactgtgeq
cgtetgggge
ctteccecetyg
‘ggtcaaggac
cggegtgeac
ggtgaccgtg
gcececageaac
gtctgetgga
tcecagggeag
tcatgeteag
gtgccectaa
geeatateeg
teoecteaget
cagagccceaa

aggectegec

cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggac
aagtacgoce
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactitcca
acggtgggag
gecttategaa
ttggatctea
gteceagtgte
ctgagactet
cgecaggcte
aaatactatg
acgctgtace
agagettggg
caagggacca
geaccctcta
tacttcceeg
accttccegg
ccctecagea
accaaggtgg
agccaggete
caaggeagge
ggagagggtc
cecaggeccet
ggaggaccct
cggacacgett
atcttgtgac

ctecagetca
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cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgaeg
tgggacttte
caggttttgge
ctccaﬁccea
aaatgtcgta
gtctatataa
attaatacga
ccatggagtt
aggtccagcet
cctgtgoage
caggcaaggy
cagactccgt
tgcaaatgaa
cctatgacta
cggtcacegt
gcaagageac
aaccggtgac
ctgtcctaca
goetitgggceac
acaagagaqgt
agcgctccfg
ccegtetgee
ttctggettt
gcacacaaag
gcccctgace
ctetecteee
aaaactcaca

aggcgggaca

atggcecgee
ttcacatagt
aaactgececca
tecaatgacgg
ctacttggea
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactecge
gcagagcectet
ctcactatag
gggacttaac
ggtagagtct
gtctggatte
getggactgg
gaagggecga
cagtttgaga
cggtgactat
ctectcagece
ctétgggggc
ggtgtcgtgg
gtoctceagga
ccagacctac
tggtgagagg
cctggacgea
tcttcacecy
ttecocecagge
gggcaggtge
taagececace
agattccagt
catgcccace

ggtagccctag

48

tggetgaceg
aacgeccaata
cttggcagta
taaatggecece
gtacatctac
tgggeqtyga
tgggagtttg
cccattgacg
ctggetaact
ggagacccaa
tgggttttee
gggggaggcyg
accttcagta
gtggcaatta
ttecaccatct
gccgaggaca
gaatactact
tccaccaagg
acagcggccc
aactcaggcg
ctetactcce
atctgcaacyg
ccagcacagyg
tecceggetat
gaggqctctg
tctgggeagg
tggacteaga
ccaaaggeca
aactcccaat
gtgcccaggt

agtagcctge

cccaacgace
gggactttec
catcaagtgt
gecatggeatt
gtattagtca
tageggtitg
ttttggcace
caaatgggcg
agagaaceca
gctggetaga
tegttgetcet
tggtecagee
gctatggeat
tttggeatga
ccagagacaa
cggectgtgta
tecggtatgga
gocccatcggt
tgggctgect
ccctgaccag
tcagcagegt
tgaatcacaa
gagggagygt
gcagtcccag
ccegegecac
cacaggetag
cctgecaaga
aactctccac
cttctetetg
aagecagecc

atccagggac

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380-
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100

2160



aggececcage
gggggacegt
acccctgagg
aactggtacg
tacaacagcea
ggcaaggagt
atctccaaag
cggcccacec
ccgagaacea
cagectgace
caatgggecag
‘cttottecte
cteatgetee
gteteeggot
ctcgactgtg
gaccctggaa
ttgtctgagt
ggattgggaa
ggaaagaacce
cgeggegggt
cgctecttte
tectaaatcgg
aaaacttgat
ccectttgacyg
actcaaccct
ttggttaaaa
tgtcagttag
gcatctcaat
tatgcaaage

cecgeecocta

cgggtgctga
cagtetteet
tcacatgegt
tggacggegt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaaggtgg
tctgecetga
caggtgtaca
tgcectggtca
ccggagaaca
tatagecaage
gtgatgecatg
aaatgagaat
ccttetagtt
ggtgeeactc
aggtgtcatt
gacaatagca
agctggggct
gtggtggtta
getttetteco
ggcatccett
tagygtgatg
ttggagtcea
atcteggtet
aatgagctga
ggtgtggaaa
tagtcagcaa
atgcatctceca

actccgeeca
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cacgteecace
cttececoeca
ggtggtggac
ggaggtgecat
ggtcagegte
ggtctecaac
gaccegtggg
gagtgaccgc
ccetgcococeeo
aaggcttcta
actacaagac
tcaccegtgga
aggctetgea
tcectegagte
geecagecate
ccactgtect
ctattectggy
ggcatgetay
ctagggggta
cgcgecagegt
cttcetttct
tagggttecg
gttcacgtag
cgttetttaa
attcttttga
tttaacaaaa
gtcceccagge
ccaggtgtgg
attagtcage

gttcegeeea

teccatctett
aaacccaagy
gtgagceacg
aatgccaaga
cteaccgtee
aaagccctec
gtgegagggce
tgtaccaace
atcccocgggag
tcccagegac
cacgectece
caagagecagqg
caaccactac
tagagggccce
tgttgtttge
ttcctaataa
gggtggggtyg
ggatgeggtg
tecceecacgeg
gaccgctaca
cgccacgtte
atttagtget
tgggeecateg
tagtggactc
tttataaggg
atttaacgeg
tcceocaggea
aaagtccceca
aaccatagte

ttctecgeee

49

cctcageace
acacccteat
aagaccctga
caaagccgcg
tgeaccagga
cageeccceat
cacatggaca
tctgteecta
gagatgacca
atecgccgtag
gtgectggact
tggcagcagg
acgcagaaga
gtttaaacce
cceteccoecg
aatgaggaaa
gggcaggaca
ggctctatgg
cectgtageg
cttgccageyg
gccggetttc
ttacggcace
ccctgataga
ttgttccaaa
attttgggga
aattaattct
ggcagaagta
ggctecccecag
ccgecectaa

catggctgac

tgaactcctg
gatctceecegg
ggteaagttc
ggaggagcag

ctggetgaat

cgagaaaace

gaggccgget

cagggcagece
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggete
ggaacgtett
gectetecet
gctgatcage
tgeetticctt
ttgcatagea
gcaaggggga
cttctgagge
gcgcattaag
cecetagegee
cecegteaage
tcgaccceaa
cggtttttcg
ctggaacaac
ttteggecta
gtggaatgtg
tgcaaagcat
caggcagaag
ctecgcecat

taattbtttt

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480°
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900

3860



tatttatgea
cttttttgga
atctgatéag
gatcgaaaag
tgettteage
tggtttctac
ggaagtgett
acagggtgte
cgaggaggec
atteggaccy
tgatceccat
gcagéctctc
gcacgeggat
tgactggage
gaggcegtygy
gcttgcagga
tcagagettg
aatcgtccga
cgtectggacce
tcgtcecgagg
tgaaagattyg
ggatctcatg
caaataaagc
ttgtggtttg
ctagagettg
aattccacac
gagctaéctc
gtgccagetg
ctetteeget
atcagctcac

gaacatgtga

gaggccgagyg
ggcctagget
cacgtgatga
ttegacageg
ttegatgtag
aaagategtt
gacattgggy
acgttgcaag
atggatgcga
caaggaatcg
gtgtatcact
gatgagetga
tteggekcecea
gaggcgatgt
ttggcttgta
tcgecgegge
gttgacggca
tceggagecg
gatggctgtg
Qcaaaégaat
ggcttcggaa
ctggagttet
aatagcatca
tcecaaactea
gcgtaatcat
aacatacgag
acattaattg
cattaatgaa
tecctegetea
tcaaaggegyg

gcaaaaggcc
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cegcctetge
tttgcaaaaa
aaaageectga
tetecegacet
gagggcgtyy
atgtttateg
aattcagega
acctgecctga
tcgctécggc
gtcaatacac
ggcaaactgt
tgetttggge
aczatgtcect
tcggggattce
tggagcagea
tcegggegta
atttegatga
ggactgtegy
tagaagtact
agcac@tgct
tcgtttteeg
togeceacee
caaatttcac
tcaatgtatce
ggtecataget
ccggaageat
cgttgegete
teggcecaacg
ctgactcgc{
taatacggtt

agcaazaagge

ctctgageta
geteeceggga
actcaceogeg
gatgecagete
atatgtcetg
geactttgea
gagcctgace
aaccgaactqg
cgatcttage
tacatégcgt
gatggacgac
éqaggactgc
gacggacaat
ccaatacgag
gacgegcetac
tatgctecoge
tgcagcttgy
gegtacacaa
cgeegatagt

acgagattte

ggacgccggco

caacttgttt
aaataaagca
ttatcatgte
gtttecctgtg
aaagtgtaaa
actgeceyget
cgcggggaga
gcgcteggtce
atccacagaa

caggaaccgt

50

ttecagaagt
gcttgtatat
acgtctgteg
teggagggeg
cgggtaaata
tcgoccgege
tattgeatet
ccegetgtte
cagacgagog
gatttcatat
accgtcagtg
cccgaagtcece
ggecgcataa
gtcgccaacé
ttegagegga
attggtcttg
gcécagggtc
atcgeccgea
ggaaaccgac
gattecaccg
tggatgatcc
attgcagett
ttﬁttttcac
tgtataccgt
tgaaattgtt
gectgggglyg
ttcecagtegg
ggcggtttge
gtteggetge
tcaggagata

aaaaaggccyg

agtgaggagg

ccattttegg |

agaagtttct
aagaatctog
gctgegeega
tceocgatice
ceegeegtge
tgcageeggt
ggttecggeee
gegegattge
catcegtege
ggcacctcgt
cagcggteat
tettettetg
ggcatecegga
accaactcta
gatgcgacga
gaagcgegge
gccccagcac
cagecctteta

tccageagegg

ataatggtta>

tgcattctag
cgacctctag
atccgetcac
cctaatgagt
gaaacctgte
gtattgggceg
ggcgageggt
acgcaggaaa

cgttgectgge

4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760

5820



gtttttcecat
gtggcgaaac
gegetetect
aagcgtggeg
ctceaagetg
taactatogt
tggtaacagyg
gecctaactac
taccttcgga
tggttttttt
tttgatettt
ggtcatgaga
taaatcaatc
tgaggecacct

cgtgtagata

gcgagaccea

cgagcgcaga
ggaagctaga
' aggcategtyg
atcaaggcga
tcegategtt
gcataattct
aaccaagtca
acgggataat
ttcggggcga
tcgtgecacee
aacaggaagyg
catactctte
atacatattt

aaaagtgecca

<210> 5

aggctecgee
ccgacaggac
gttcegacce
ctttctcaat
ggetgtgtge
cttgagtcca
attagcagag
géctacacta
aaaagagttg
gtttgcaagce
tctacggggt
ttatcaaaaa
taaagtatat
atctcagega
actacgatac
cgceteacegy
agtggtcctg
agtaagtagtt
gtgtecacgcet
gttacatgat
gtcagaagta
cttactgtca
ttectgagaat
accgegécac
aaactctcaa
aactgatectt
caaaatgceyg
ctttttcaat
gaatgtattt

cctgacgte

ES 2440482 T3

cccctgacga
tataaagata
tgcogettac
gctoacgetg
acgaacccee
acccggtaag
cgaggtatot
gaaggacagt
gtagectettyg
;gc;éattac
ctgacgctea
ggatcttcac
atgagtaaac
tetgtetatt
gggagggcett
ctcecagattt
caactttatc
cgeccagttaa
cgtegtttygg
ceceoeatgtt
agttggcege
tgecatecgt
agtgtatgeg
atagcagaac
ggatcttace
cagcatcttt
caaaaaaggg
attattgaag

agaaaaataa

gcatcacaaa
cecaggegttt
cggatacctyg
taggtatctc
cgttcagece
acacgactta
aggeggtget
atttggtate
atceggcaaa
gegeagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
ttggtetgac
tegtteatee
accatctgge
atcagcaata
cgecteeate
tagtttgege
tatggcttes
gtgcaaaaaa
aétgttatca
aagatgcttt
gcgaccgagt
tttaaaagtyg

gctgttgaga

‘tactttcacc

aataagggcyg
catttatcag

acaaataggg

51

aatcgacget
cccectggaa
tceogecttite
agttcggtgt
gaccgctgeg
tegecactgg
acagagttct
tgegetetge
caaaccaccy
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaattaaa
agttac;aat
atagttgect
cccagtgetg
aaccageceaqg
cagtctatta
aacgttgttg
ttcagetceceyg
geggttaget
ctcatggtta
tectgtgactyg
tgetcttgece
ctecatcatty
tcecagttcga
agegtttctg
acacggaaat
ggttattgte

gttecgegea

caagtcagag

gctcectegt
tcoctteggg
aggtegtteg
ccttatcegg
cagcagccac
tgaagtggtyg
tgaagcecagt
ctggtagcagg
aagaagatcc
aagggatttt
aatgaagttt
gcttaatcag
gactccecgt
caatgatacc
ccggaagggce
attgttgcecyg
ccattgctac
gttcccaécg

cctteggtee

‘tggeageact

gtgagtactc
cggcgtcaat
gaaaacgttc
tgtaaccecac
ggtgagcaaa
gttgaatact
tcatgagegg

catttecccg

5880
5940
6000
6060

6120

6180

6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560

7579
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<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

7558
ADN

<400> 5
‘gacggategg

ccgeatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
éattattgac
tggagttceg
cccgeccatt
attgacgtca
atcatatgce
atgcccagta
tegetattac
actcacgggg
aaaatcaacyg
‘gtaggegtgt
ctgcttacté
ggtacca;gc
tcteccaagga
cggggagtcet
cggetgggty
tgactctgat
gtecatcage
ttactgtgeyg
ggtcacegte

caagagcace

Secuencia Artificial

Plasmido

gagatcteee
aagccagtat
ttaagctaca
gegttttgeg
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggac
aagtacgecc
catgacctta
catggtgaté
atttecaagt
ggactttgca
acggtgggay
gcttatcgaa
ttggatcceca
gtctgtgeeyg
ctgaagatct
cgcocagatge
accagafaca
accgectacce
agacyggatgg
tcctcagect

tctggggyca

ES 2440482 T3

gatccoctat
ctgctocetg
acaaggcaag
ctgcttegeg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggacttte
cggttttgge
cteccaccceca
aaatgtcgta
gtctatataa
attaétacga
ccatggggtc
aggtgecaget
cctagtaaggqg
ccgggaaéég
geecgtectt
tgcagtggag
cagcagctgg
ccaccaaggg

cagcggocet

ggtegactet
cttgtgtgtt
gcttgacha
atgtacgggc
ttacggggte
atggeccgee
tteccatagt
aaactgecea
tcaatgacgqg
ctacttggea
agtacatcaa
ttgacgtecaa
acaactcege
gcagagctcet
ctecactatag
aaccgtecate
ggtgcagtet
ttetggatac
cctggagtgg
ccaaggceag
cagectgaag
ccectttgac
cceateggte

gggctgecty

52

cagtacaatc
ggaggteget
caattgeatg
cagétatacg

attagtteat

tggctgaécg-

aacgccaata
cttggecagta
taaatggccce
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagtttg
cccattgacy
ctggctaact
ggagacacaa
ctegeectece
ggagcagagg
agctttacca
atggggatea
gtcaccatct
geccteggaca
tactgaggcc
ttceccoctgg

gtcaaggact

tgctetgatg

gagtagtgeg

aagaatctgp
cgttgacatt
agcecatata
cccaacgace
gggactttee
catcaagtgt
gcctggcatt
gtattagtca
tagecggttty
ttttggcacc
caaatgggcyg
agagaaccca
gctggctaga
tectggetgt
tgaaaaagce
gttactggat
tctatectgg
cagccgacaa
ccgocatgta
agggaaccct
caccchtctag

acttcccega

60
120
180
240
300
360
420
480
540

'600

- 660

720
780
840
900
960
1020
1480
1140
1200
1260
1320
13890

1440



acéggtgacg
tgtcctacag
cttgggcace
caagagagtt
gegetectge
cegtetgect
teotggetttt
cacacaaagq
cccetgacet
tectectcoeca
aaactcacac
ggcgggacayg
acgteccacct
ttc;ccccaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagcgtee
gtctecaaca
acccgtgyggg
agtgaccget
cctgeceeca
aggcttetat
ctacaagace
caccgtggac
ggctectgeac
cetegagtet
ccagecatet
cactgtectt
tattctgggg

gcatgetggg

gtgtegtgga
tcctoaggac
cagacctaca
ggtgagaggc
ctggacgcat
cttecacecygg
tceccagget
ggcaggtget
aagcccacec
gattccggta
atgcceoaceg
gtgcccetaga
cecatectettce
aacccaagga
tgagccacga
atgecaagac
tecacecgtect
aageccctceoe
tgcgagggcee
gtaccaacct
tecegggagg
cccagcgaca
acgecteoceyg
aagagcaggt
aaccactaca
agagggcccg
gttgtttgecc
tcctaataaa
ggtggggtgg

gatgcggtgg

ES 2440482 T3

actcaggcge
tctactecct
tctgcaacgt
cagcacaggg
cecggetatg
aggectetge
ctgggoagge
gggctcagac
caaaggccaa
actcccaate
tgcecaggta
gtagcctgea
ctcagecacct
caccctecatg
agaccctgag
aaagccgegg
gcaccaggac
agcccccate
acatggacag
ctgtecctac
agatgaccaa
tecgecgtaga
tgctggactc
ggcagcaggg
cgcagaagag
tttaaacccg
ccteeccegh
atgaggaaat
ggcaggacag

getctatgge

cctgaccage
cagcagcgtg
gaatcacaag
agggagggtyg
cagtccecagt
ccgeeccact
acaggctagqg
ctgccaagag
actectccact
ttetctetge
agccagecca
tccagggaca
gaactecctgg
atctceogga
gtcaagttea
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
aggceggete
agégcagccc
gaaccaggte
gtgggagage
cgacggctee
gaacgtcttce
Ectctccctg
ctgatcagcce
gecttecttg
tgecatcogeat

caaggggdgag

ttctgaggeg

53

ggcgtgeaca
gtgacecgtgc
cccagcaaca
tectgctggaa
ccagggceage
catgctcagyg
tgocectaac
ccatateegg
cectcagetce
agagcccaaa
ggcctegeoce
ggecocagec

ggggacegtc

ccectgaggt

‘actggtacgt

acaacagcac
gcaaggagta
tetccanage
ggcccaccet
cgagaaccac
agcctgacct
aatgggeage
ttecttectet
tcatgectecy
tctecgggta
tegactgtge
accctggaag
tgtctgagta
gattgggaag

gaaagaacca

cecttecegge
cctceageag
ccaaggtaga
gccaggctea
aaggcaggco
gagagggtet
ccaggcccég
gaggaccctg
ggacacctte
teottgtgaca
tecagcetcaa
gggtgctgac
agtcttcetce
cacaktgegkg
ggacggegtg
gtacegtgtyg
caagtgcaag
caaaggtggy
ctgccctgaé
aggtgtacac
gectggteaa
cggagaacaa
atagcaagcet
tgatgeatga
aatgagaatt
cttctagttyg
gtgecactec
ggtgtecattc
acaatagecag

gctggggete

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180

3240



taggggatat
gcgcagegtyg
ttcctttote
agggttccga
ttcacgtagt
gttectttaat
ttettttgat
ttaacaaaaa
tooeecagget
caggtgtgga
ttagtcagea
ttcegeecat
cgecetetgec
ttgcaaaaag
aaagcctgaa
ctecegaccty

agggcgtgga

tgtttatcgg

‘attcagegag
cctgecctgaa
cgetgeggee
tcaatacact
gcaaactgtag
gctttgggee
caatgtcctg
cggagattece
ggagcageag
ccgggegtat
tttegatgat

gactgtcggg

agaagtactc

coceccacgege
accgcetacac
gecacgtteg
tttagtgett
gggccatcge
agtggactct
ttataaggga
tttaacgcga
ccccaggeag
aagtccecag
accatagtee
tctecgecce
tctgagetat
cteococegggay
cteaccgega
atgcageotct
tatgtcctgé
cactttgecat
agcctgacct
accgaactge
gatcttagee
acatggegtg
atggacgaca
gaggactgcec
acggacaatg
caatacgagy
acgcgetact
atgctoegea
gecagcttggg
cgtacacaaa

gecegatagtg

ES24

cctgtagegg
ttgecagege
ceggettieoe
tacggcacct
cctgatagac
tgttccaaac
ttttggggat
attaattctg
gcagaagtat
gectceccage

cgecectaac

40 482 T3

cgcattaage
cctagegece
cegtcaaget
cgaceccaaa
ggtttttege
tggaascaaca
ttcégcctat
tggaatgtgt
gcaaagcatg
aégcagaagt

tcegeecate

atggctgact aatttttttt

tecagaagta
cttgtatate
cgtetgtega
cggagggcga
gggtaaatag
cggeocgegct
attgeatctce
cegetbgttet
agacgagcgg
attteatatg
cegteagtge
cecgaagtceg
gccgcecataac
tegecaacat -
tcgageggag
ttggtcttga
cgcagggteg
tcaccegeag

gaaaccgacyg

gtgaggagge
cattttegga
gaagtttctg
agaatctcgt
ctgcgecgat
ceocgatteecg
ccgecgtgea
gcecageeggte
gttcggceeca
cgegattget
gtecgtegeg
gcacctegtg
agcggtcatt
cttecttetgg
geatcoggag
ccaactctat
atgcgacgca
aagcgcggec

coccageact

54

gcggegygtg
getcottteg
ctaaateggy
aaacttgatt
cctttgacgt
ctcaaccceta
tggttaaaaa
gtcagttagg
catotcaatt
atgcaaagca
cegeccetaa
atttatgcag
ttttttggag
tctgatcage
atcgaaaagt
gcetttcaget
ggtttctaca
gaagtgctig
cagggtgtca
gcggaggeca
tteggacege
gatcecccatg
caggetctcy
cacgcggatt
gactggagcg
aggecgtggt
cttgeaggat
cagagcttgy
atcgtecgat
gtctggaccyg

cgtcecgaggg

tggtggttac
ctttettece
gcatecattt
agggtgatgg
tggagtceac
tctcggteta
atgagctgat
gtgtggaaag
agtcagcaac
tgeatctcaa
ctecgeceag
aggccgagge
gectaggett
acgtgatgaa
tecgacagegt
tcgatgtagg
aagatcgtta
acattgggga
cgttgcaaga

tggatgcgat

aaggaatcqgg

tgtatcactyg
atgagcetgat
tcggetecaa
aggcgatgtt
tggcttgtat
cgcegeggct
ttgacggeaa
ccggageeygyg
atggctgtgt

caaaggaata

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780 -
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
1620
4680
4740
4800
1860
4920
4980
5040

5100



gecacgtgcta
cgttttecogy
cgececacece
aaatttcaca
caatgtatct
gtcatagctg
qggaagcata
gttgcgetca
cggccaacge
tgactegetg
aatacggtta
gcaaaaggcco
cectgacgag
ataaagatac
gecegettace
ctecacagctgt
cgaaccecec
cceggtaaga
gaggtatgta
‘aaggacagta
.tagctcttga
gcagattacg
tgacgcteag
gatcttcacc
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatce

gccagttaat

cgagattteg
gacgecegget
aacttgttta
aataaagcat
tatcatg£ct
tttectgtgt
aagtgtaaag
ctgeececgett
gcggggagag
cgeteggteg
teccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgttte
ggatacctgt
aggtatctca
gttcageceg
cacgacttat
gacggtgcta
tttagtatet
toccggcaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaasa
tagatccttit
tggtctgaca
cgttcateca
ccatctggee
tcagcaataa
gcctceatee

agtttgcgea

ES 2440482 T3

attceacege
ggatgatcct
ttgcagctta
ttttttecact
gtatacegte
gaaattgtta
cctggggtge
tccagtcggyg
geggtttgeg
tteggetgeg
caggggataa
aaaaggccge
atecgacgetce
ccccfggaag
ccgeetttet
gtteggtgta
accgcetgege
cgecactgge
cagagttectt
gcgetectget
aaaccaccge
aaggatctea
actcacgtta
taagttaaaa
gttaccaatg
tagttgecetyg
ccagtgetge
accagccage
agtctattaa

acgttgttge

cgecttotat
ccagegedgyy
taatggttac
gecattctagt
gacctctage
teogetcaca
ctaatgagtg
aaacctgteg
tattgggege
gagagoggta
cgeaggaaag
gttgetggeg
aagtcagagg
ctecectegtyg
ccectteggga
ggtegttege
cttatecggt
agcagccact
gaagtggtgy
gaagccagtt
tggtageggt
agaagatect
agggattttg
atgaagtitt
cttaatcagt
actecececgtce
aatgataccg
cggaagggcc
ttéttgccgg

cattgctaca

55

gaaaggttgg
gatctecatge
aaataaagca
tgtggtttat
tagagcttgg
attccacaca
agctaactca
tgecagetace
tcktecgotkt
tecagectecact
aacatgtgag
tttttecata
tggcgaaace
égctctcctg
agcgtggcege
tccaagétgg
aactatcgte
ggtaacagga
cctaactacg
accttcggaa
ggtttttttg
ttgatetttt
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacecac
gagcgeagaa
gaagctagag

ggcategtgy

getteggaat
tggagttett
atagcatcac
ccaaacteat
cgtaatcatg
acatacgagc
cattaattge
attaatgaat
cctegeteac
caaaggeggt
caaaaggcecea
ggctecgeee
cgacaggact
ttccgécccﬁ
tttcteaatg
getgtgtgea
ttgagtccaa
ttagcagagce
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaagea
ctacgaggtce
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagegat

ctacgatacg

geteaceqgc

gtggtectyge
taagtagttc

tgtcacgctce

5160
5220
52890
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840

6300
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gtegtttggt
acceatgttg
gttggeegea
gccatcegta
gtgtatgegg
tagcagaact
‘gatcttaccg
agcatctttt
zaaaaaggga
ttattgaagce

gaaaaataaa

<210> 6

<211> 7576
<212> ADN
<213> Secuenci
<220>
<223> Plasmido

<400> 6
gacggatcgg

ccgeatagtt

. cgagcaaaat

ttagggttag
gattattgac
tggagtteeg
cocgeeccatt
attgacgtca
atcatatgcce
atgcccagta
tecgetattac
actcacgggyg

aaaatcaacg

atggctteat
tgcaaaaaag
gtgttatecac
agatgetttt
cgacegagtt
ttaaaagtgce
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcaqgg

caaatagggg

a Atrtificial

gagatctcce
aagccagtat
ttaagctaca
gegttttgeg
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggac
aagtacgcceo
catgacctta
catggtgatg
attteccaagt

ggacttteea

ES 2

tcagetecgy
cggttagete
teatggttat
ctgtgactgg
goctettgeee
tcatcattgy
ceagttcgat
gegtitcotgg
cacggaaatg
gttattgtet

ttceogegeac

gatccoctat
ctgctecctg
acaaggcaag
ctgcttcgeg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggactttce
cggtittgge
ctccacceea

anatgteogta

440 482 T3

tteccaacga
cttocggteet
ggcageackyg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttet
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga

atttecocega

ggtcgactct
cttgtgtgtt
gcttgaccga
atgtacgage
ttacggggtce
atggcccgec
ttececatagt
aaactgcccé
tcaatgacgy
ctacttggea
agtacatcaa
ttgacgtcaa

acaactcege

56

tcaaggcgag
ccgatogttg
cataattcte
accaagteat
cgggataata
tcggggegaa
cgtgcaccea
acaggaaggo
atactcttec
tacatatttg

aaagtgccac

ttacatgate
tcagaagtaa
ttactgteat
tctgagaata
cegcgecaca
aactctcaag
actgatcttce
aaaatgecge
tttttcaata
aatgtattta

ctgacate

cagtacaatc
ggaggtcget
caattgcatg
cagatatacg
attagttcat
tggctgaccyg
aacgecaata
cttggeagta
taaatggeccece
gtacatectac
tgggcgtgga
tgggagtttg

cccattgacqg

tgetctygatg
gagtagtgey
aagaatcigce
cgttgacatt
agcccatata
cccaacgace
gggactttce
catcaagtgt
gcectggeatt
gtattagtca
tagcggtitg
ttttggeacce

caaatgugeg

6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500

7558

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

780



gtaggegtgt
ctgettactg
ggtaﬁcaagc
tttaagaggt
tgggaggtcc
geactgggtc
tggaagtaat
ttccaagaaq
ttactgtgceg
ctggggecaa
cccectggea
caaggactac
cgtgecacacce
gaccgtgece
cagcaacacc
tgctggaage
agggcagcaa
tgcteaggga
cecctaacce
atat;cggga
gtcagctcgg
agcccaaate
cctcgeceocte
ceccagecygyg
ggaccgtcag
cctgaggica
tggtacgtygg
aacagcacgt
aaggagtaca

teccaaageca

acggtgggag
gcttatcgaa
ttggatctea
gtcecagtgte
ctgagactet
cgeeaggete
aaatactatg

acgctgtate

agagtattag

gggaccacgg

ccctctagea
ttcceegaac
tteeeggetg
tecageaget
aaggtggaca
caggctcage
ggoeaggoecece
gagggtctte
aggocctgea
ggaccctgee
acaccttcte
ttgtgacaaa
cagctcaagg
gtgctgacac
tctteoctcett
catgegtaggt
acggcgtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt

aaggtgggac

ES 2440482 T3

gtctatataa
attaatacga
ccatggagtt
aggtgcaget
cctgtgeage
caggcaaggg
cagactecgt
tgcaaatgaa
tgggagettt
tcaccgtctce
agagcacctce
cggtgacggt
tectacagte
tgggeaccca
agagagttgg
getectgect
gtctgectet
tggottttte
cacaaagggyg
cctgacctaa
tecteccaga
actcacacat
cgggacaggt
gtecacctcce
ceccccCaaaa
ggtggacgty
ggtgcataat
cagcgtcetce
ctccaacaaa

cegtggggtyg

gcagagctct
ctcactatag
tgggctgtge
ggtggagtot
ctctggattc
gctggagtygg
gaagggccga
cagcctgaga
atattattat
cteagectee
tggggygcaca
gtegtggaac
ctcaggacte
gacctacate
tgagaggeca
ggacgcatce
tcacceggag
ccecaggetet
caggtgetgg
gcccaceeea
ttccagdgtaac
goccacegtg
gococtagagt
atctcttect
cccaaggaca
agccacgaag
gccaégacaa
accgtcetge
gcecteeceag

cgagggccac

57

ctggctaact
ggagaéccaa
tggattttce
gggggagygcyg
accttecatta
gtggcagtta
ttecaccatet
gctgaggaca
aactactacg
accaagggec
gcggecetgyg
tcaggcgecco
tactcectea
tgcaacgfga

gcacagggag

cggctatgea

gectetgece
gggeaggeac
getecagaccet
aaggccaaacs
tcccaaktcett
cccaggtaag
agcctgecatc
cagcacctga
ccctcatgat
accctgaggt
agecgcegggs
acéaggactg
cceecatega

atggacagag

agagaaccca
getagetaga
tegttgetet
tggteeagee
gctatggeat
tatcatatga
céagagacaa
cggctgtgta
ggatggacgt
categgtett
getgeetggt
tgaccagcgg
gcagcgtggt
atcacaagce
ggagggtgtce
gtecccagtee
gececactea
aggctaggty
éccaagagcc
tetecactcec
ctetetgeag
ccagcccagy
cagggacagg
actcctggygy
ctqccggacé
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatgge
gaaaaccatc

gecggetegg

§40

200

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2460

2520

2580



ccecacectet
agaaccacag
cctgacctge
tgggcageeg
cttoctatat
atgcteegtyg
tcegggtaaa
gactgtgect
cctggaaggt
tctgagtagg
ttgggaagac
aagaaccage
ggcgggtgaty
tcecttteget
aaategggge
acttgattag
tttgacgttyg
caaccctate
gttaaaaaat
'cagttagggt
tcteaattag
gcaaagcatg
geccectaact
ttatgcagag
ttttggaggce
téatcagcac
cgaaaagtte
tticagettc
tttctacaaa
agtgcttgac

gggtgtcacg

gccotgagag
gtgtacaccec
ctggtcaaag
gagaacaact
ageaagctca
atgecatgagg
tgagaaticc
tctagttgece
gccactccca
tgtecattcta
aatagcaggc
tggggotcta
gtggttacge
ttettecett
atccctttag
ggtaatggtt
gagtccacgt
tcggtetatt
gagctgattt
gtggaaagtc
tcagcaacca
catctcaatt
cegeecagtt
gccgaggeeqg
ctaggetttt
gtgatgaaaa
gacagcgtct
gatgtaggag
gategttatg
attggggaat

ttgcaagacc
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tgaccgetgt
tgeccecate
gettetatee
acaagaccac
coegtggacaa
ctctgecacaa
tcgagtctag
agccatctgt
ctgtecttte
ttctgggggg
atgctgggga
gggggtatce
gcagcgtgac
cctttetege
ggtktcegatt
cacgtagtag
tctttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
cccaggctce
ggtgtggaaa
agtcagcaac
ccgececatte
cctetgeote
gcaaaaagct
agecctgaact
cegacctgat
ggcgtggata
tttatecggea
tcagcgagag

tgoctgaaac

accaacctet
cecgggaggayg
cagegacate
goctocegty
gageaggtgyg
ccactacacg
agggccecegtt
tgtttgeece
ctaataaaat
tggggtgggg
tgecggtggge
ccacgcgcec
cgctaéactt
cacqﬁtcgcc
tagtgettta
geecategece
tggactcttg
ataagggatt
taacgegaat
ccaggcaggc
gteccecagge
catagtcccqg
tecgecocat
tgagectattc
ccegggagcet
caccgcgacg
gcagctetcg
tgtcétgcgg
ctttgecateg
cctgacctat

cgaactacce

58

gtccctacag
atgaccaaga
gcegtggagt
ctggacteeg
cageagggga
cagaagagcc
taaacccget
tcececegtgo
gaggaaattg
caggacagca
tctatggett
tgtagcgacy
gccagegece
ggctttocee
cggeacctcg
tgatagacgg
ttccaaactg
ttggagattt
taattctgtyg
agaagtatgc
tcceccageag
cceoctaacte
ggctgactaa
cagaagtagt
tgtatateea
tctgtegaga
gagggcgaag
gtaaatagct
gecegegeteco
tgcatctcee

getgttetge

ggcagccccg
accaggtcag
gggagagcaa
acggctectt
acgtetteote
tctecetgte
gatecagecke
ctteccttgac
categecattg
agggggagga
ctgaggcgga
cattaagege
tagecgeecge
gtcaagectct
accccaaaaa

Ettttegeee

gaacaacact ’

cggectattg
gaatgtgtgt
aaagcatgca
gcagaagtat
cgeccatece
tettttttat
gaggaggctt
tttteggate
agtttetgat
aatctegtge
gcgecgatgyg
cgattcegga
gecegtgeaca

ageceggtege

2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380

4440



ggaggccatg
cggaccgcaa
tcecceatatg
ggctectegat
cgeggattte
actggagegag
geegtggttg
tgcaggateg
gagcttggtt
cgtcocoegateo
ctggaccgat
tccgagggea
aaggttyggge
tctecatgotg
ataaagcaat
tggtttgtcc
gagctﬁggcg
tecacacaac
ctaactcaca
ccagetgeat
ttocgeottce
agctecactea
cathgagca
tttecatagg
gcgaaacecey
ctctectgtt
cgtggcéctt
caagctggge
ctategtett

taacaggatt

gatgcgatceg
ggaatéggtc
tatcactgge
gagctgatge
ggctccaaca
gcgatgtteg
gettgtatgg
cegeggetee
gacggcaatt
ggagccggga
ggctgtgtag
aaggaatagc
ttcggaatcy
gagttetteyg
agcatcacaa
aaactcatca
taatcatggt
atacgagccg
ttaattgcgt
taatgaatcg
tcgctcactyg
aaggcggtaa
aaaggccage
ctccéccccc
acaggactat
ccgaccctge
tctcaatgcet
tgtgtgcacy
gagtccaacc

agcagagcga
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ctgcggeega
aatacactac
aaactgtgat
tttgggeega
atgtcectgac
gggattecca
agcagecagac
gggcgtatat
tcéatgatgc
ctgtecgggeyg
aagtactcgce
acgtgctacyg
ttttecggga
ccrcaccecaa
atttecacaaa
atgtatctta
catagctgtt
gaagcataaa
tgegeteact
gccaacgege
actcgetgey
tacggttate
aaaaggccag
ctgacgagceca
aaagatacca
cgcttaccgg
cacgctgtag
aaceccoegt
cggtaagaca

ggtatgtagg

tcttagecag
atggecgtgat
ggacgacace
ggactgccce
ggacaatgge
atacgaggtce
gcgectactte
gotceogeatt
agettgggey
tacacaaatc
cgatagtgga
agatttcgat
cgceggetgyg
cttgtttatt
taaagcatté
tcatgtetgt
tecetgtgtaa
gtgtaaagecc
geeegettte
ggggagaggc
cteggtegtt
cacagaatea
gaaccgtaaa
tcacaaaaat
ggegtttccce
atacctgtce
gtatctcagt
tecagcccgac
cgacttateyg

cggtgctaca

59

acgagcgggt
ttecatatgeg
gtcagtgegt
gaagtecgge
cgcataacag
gecaacatet
gagcggaggc
ggtct;gacc
cagggtcgat
geccgeagaa
aaccgécgcc
tcéaccgccg
atgatcctee
gcagcttata
tttteactge
atacecgtcga
aattgttate
tggggtécct
cagtggggaa
ggtttgegta
cggctgegge
ggggataacyg
aaggecegegt
cgacgctcaa
cctggaaget
goctttctee
tcggtgtagg
cgctgegect
ccactggeay

gagttettiga

teggeecatt
cgattgectga
cegtogegea
acctcgtgea
cggtecattga
tettetggag
atccggaget
aactetatea
gcgacgcaat
gcgeggecgt
ccagcacteg
cchtetatga
agcgegggga
atggttacaa
attctagttg
cctctageta
cgcteacaat
aatgagtgag
acctgtegtg
ttgggegetc
gagecggtate
caggaaagaa
tgetggegtt
gtcagaggtg
ccctegtgcg
c£tcgggaag
tcgttegete
tatceggtaa
cagccactgg

agtagtggcc

4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180

6240



10

15

taactacggc
cttcggaaaa
ttttttegtt
gatctttict
catgagatta
atcaatctaa
ggcacctate
gtagataact
agacccacgc
gecgcagaagt
agctagagta
categtggtg
aaggcgagtt
gétcgttgtc
taattectett
caagtcattc
ggataatacc
ggggcgaaaa
tgcacccaac
aggaaggcaa
actcttcctt
catattigaa

agtgccacct

tacactagaa
agagttggta
tgcaagecage
acggggteotg
tcaaéaagga
agtatatatyg
tcagegatet
acgatacggg
tcacecagcte
gagtectgeaa
agtaéttcgc
tcacgotegt
acatgatécc
agaagtaagt
actgtecatge
tgagaatagt
gcgecacata
ctctcaagyga
tgatcttcag
aatgccgcaa
tttcaatatt
tgtatttaga

gacgte

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

<400>

7

7561

ADN

Secuencia Artificial

Plasmido

7
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ggacagtatt
gctettgate
agattacgeg
acgetcagtg
tctteaccta
agtaaacttg
gtctattteg
agggcottace
cagatttate
ctttatcege
cagttaatag
cgtttggtat
cca£gttgtg
tggccgéagt
catcegtaag
gtatgcggeg
gcagaacttt
tcttaccget
catcttttac
aaaagggaat
attgaagcat

aaaataaaca

tggtatctge
cggcaaacaa
cagaaaaaaa
gaacgaaaae
gatcctttta
gtctgacagt
tteatccata
atectggeceee
agcaataaac
ctceatecag
tttgcgecaac
ggcttecatte
caaaaaagcq
gttatecacte
atgettttct
accgagttge
aaaagtygcte
gttgagatcé
tttecaccage
aagggcgaca
ttatcagggt

aataggagtt

gctctgetga
accaccgetg
ggatcteaag
tcacgttaag
aattaaaaat
taccaatgct
gttgectgac
agtgctgcaa
cagccagecg
tctattaatt
gttgttgeca
agotecggtt
gttagetect
atggttatgg
gtgactggtg
tcttgeecegg
atcattggaa
agttecgatgt
gtttctgggt
cggaaatgtt
tattgtctea

‘cegegeacat

agccagttac
gtagcggtgg
aagatccttt
ggattttggt
gaagttttaa
taatcagtga
teccecegtegt
tgataccgeqg
gaagggccga
gttgccggga
ttgctacagg
cceaacgate
teggtectee
cageactgea
agtactcaac
cgtcaatacg
aacgttctte
aacécactcg
gagcaaaaac
gaatactcat
tgagcggata

ttceocgaaa

gacggatcgg gagatctccoe gatccectat ggtegactcot cagtacaate tgetctgatg

60

6300
6360
6420
6480
6540
6600

6660

6720

6780
6840
6900

6960

7020

7080
7140
1200
7260
7320
1380
7440
7500
7560

7576

60



ccgeatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
tggagtitccg
ccegeecatt
attgacgtca
atcatatqgce
atgccecagta
tecgeotattac
actcacggag
aaaatcaacyg
gtaggegtgt
ctagcttactg
ggtaccggat
aggtgtceaq
gtccctgéga
ggtcegecag
itaataaatac
gaacacqactg
tgcgagagga
agggaccacyg
accctctage
cttccccgga
cttecegget
cteccageage
caaggtggac
ccaggctcag
aggcaggeee

agagggtctt

aagccagtat
ttaagctaca

gegttitgeg

‘tagttattaa

cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggac
aagtacgcce
catgacctta
catggtgatyg
atttccaagt
ggactttcececa
acggtgggag
agcttatcgaa
ctcacéatgg
tgteaggage
ctctcctgtg
gctccaggea
tatgeagact
tatctgeaaa
ggagtgggag
gtecaccgtet
aagagcacct
coggtgacgg
gtectacagt
ttgggcacce
aagagagttg
cgcteotgee
cgtetgecte

ctggetttit
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ctgcteceoctyg
acaaggcaag
ctgecttegeg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacy
tgggacttte
caggttitggc
ctccacccea
aaatgtegta
gtctatataa
attaatacga
agttgggget
agctggtgga
cagegtetgg
aggggetgga
ccgtgaaggg
tgaacagcct
caacttacta
ccteagectko
ctggygggeac
tgtcgtggaa
ccteoaggact
agacctacat
gtgagaggec
tggaecgeate
gtcacccgga

cccecaggete

ctigtgtgtt
gecttgaceyga
atgtacggge
ttacggggte
ataggcccocgec
tteeccatagt
aaactgeecea
tcaatgacgyg
ctacttégca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactcego
gcagagctcet
ctcactatag
gagetgggtt
gtctggggga
attcacctta
atgggtggea
ccgattcacce
gagagecgag
ctactactac
caccaaggge
agcggccctyg
ctcaggegeo
ctactecccte
ctgecaacgtg
agcacaggga
ccggctatge
ggcctetgee

tgggcaggea

61

ggaggtcget
caattgcecatg
cagatatacg
attagtteat

tggctgaceg

‘sacgccaata

cttggecagta

taaatggeee

gtacatetac
tgggegtgga
tgggagtttg
ccéattgacg
ctggctaact
ggagacceaa
ttecctogttg
ggegtggtce
agtacctatg
gttacatgge
atctecagag
gacacggctg
ggtatggacg
ccatcggtet
ggctygectag
ctgaccagey
agcagégtgq
aatcacaage
gggagggtgt
agtcccecagte
cgcececacte

caggetaggt’

gagtagtgeg
aagaatctge
cgttgacatt
agceccatata
ccecaacgace
gggactttece
catecaagtgt
gectggeatt
gtattagtca
tageggtttg
ttﬁtggcacc
caaatgggcg
agagaaccea
gctggetaga
ctcttttaag
agectgggag
écatgcactg
atgatggaag
acaactccaa
tgtattactg
tetggggeca
tececcectgge
tcaaggacta
gcgtgcacac
tgacegtgee
ccagcaacac
ctgctggaag
cagggcagea
atgctcaggg

geeectaace

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

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860



caggcecetge
aggaccctge
gacaccttet
cttgtgacaa
ccagctcaag
ggtgectgaca
gtcttectot
acatgcgtgg
gacggegtgy
taccétgtgg
aagtgcaagg
aaaggtggga
tgccctgaga
ggtgtacacc
cctggtqaaa
ggagaacaac
tagcaagcte
gatgcatgag
atgactqgag
lttgccagcca
tcccactgte
ttctattetg
caggcatget
ctetagyggg
tacgcgeoage
cectteettt
tttagggttc
tggttcacgt
cacgttcttt
ctattetttt

gatttaacaa

acacaaaggg
ccectgaccta
ctecteccay
aactcacaca
gcgggacaqg
cgtccaccte
tcoceeoccaaa
tggtggacgt
aggtgeataa
tcagegteet
tctecaacaa
ccegtggggt
gtgaccgetg
ctgccececat
ggcttectate
tacaagacca
accgtggaca
gcitctgcaca
tctagagggce
toctgttgttt
ctttectaat
gggggtgggy
ggggatécgg
tatecaccacg
gtgaccgeta
ctegecacgt
cgatttaqtg
agtgggccat
aatagtggac
gatttataag

aaatttaacg
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gcaggtgetyg
agceccaceee
attccagtaa
tgececaccegt
tgeccctagag
catctcttec
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtectg
ageccteeca
gcgagggeca
paccaacctc
ceccgggagga
ccagcgacat
cgecteocegt
agagcaggtyg
accactacac
ccgtttaaac
gocecteceeo
aaaatgagga
tggggcagga
tgggetetat
cgeecctgtag
cacttgccég
tcgeeggott
ctttacggea
cgecctgata
tcttgtteca

ggatttiggg

cgaattaatt

ggcteagacc

.aaaggccaaa

ctceocaatct
gcecaggtaa
tagecotgeat
teagecacctg
accctcatga
gaccctgagg
aagccgcggg
caccaggact
gcoccceateg
catggacaga
tgtcectaca
gatgaccaag
cgcegtggag
gctggactee

gcageagggy

gcagaagage

cegctgatca
cgtgecttcee
aattgcatceg
cagcaagygy
ggcttectgag
cggegeatta
cgceoctageg
teceegteaa
cctegaccce
gacggttttt
aactggaaca
gattteggee

ctgtggaatyg

62

tgccaagage
ctctecacte
tctectetgea
gccagecocag
ccagggacag
aactcctgag
tctcﬁcggac
tcaagttcaa'
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
ggceggeteg:
gggcagecece
aaccaggtca
tgggagagca
gacggetect
aacgtettet
cteteocetgt
gectcgactg
ttgaccetgg
cattgtectga
gaggattggg
gcggaaagaa
agcgeggegy
ccegetectt
gotctaaatce
aaaaaacttyg
cgecettiga
acactcaacc
tattggttaa

totgtcagtt

catatccggg
ceteageteg
gagceccaaat
gectegececet
goceccagecy
gggaccgtca
ccctgaggte
ctggtacgtg
caacageacg
caaggagtac
ctecaaagee
gcceacccete
gagaaccaca
gectgacctg
atgggcagece
tcttcctéta
catgcteegt
ctccgggtaa
tgecttcotag
aaggtgecac
gtaggtgteca
aagacaatag
ccagetgggg
gtgtggtggt
tegettteott

ggggcatcee

.attagggtga

cgttggagtd
ctatcteggt
aaaatgaget

agggtgtgga

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660

3720



aagtccccag
aaccaggtgt
caattagtea
cagttecgee
ggcegectet
cttttgcaaa
gaaaaagcct
cgtctecgac
aggagggcgt
ttatgtttat
ggaattcagce
agacctgeet
gatcgetygeg
cggtcaatac
ctggcaaact
gatgctttgg
caacaatgte
gttcggggat
tatggagcag
gctecgggeqg
caatttcgat
cgggactgtce
tgtagaagta
atagcacgtg
aategttttc
cttegeccac
cacaaatttc
catcaatgta
atggtcatag

agceggaage

gcﬁccccagg
ggaaagtecee
geaaccatag
cattctccgc
gectetgage
aagcteccgg
gaactcaccyg
ctgatgcage
ggatatgtce
cggeactttyg
gagagecctga
gaaaccgaac
gecgatetta
actacatggce
gtgatggacg
gecgaggact
ctgacggaca
tcecaatacg
cagacgeget

tatatgctee

gatgcagett

gggcgtacac
ctegeegata
ctacgagatt
cgggacgccy
cccaactigt
acaaataaaqg
tcttatecatg
ctgtttcctyg

ataaagtgta
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caggcagaag
caggectecce
tceegeccet
cccatggetg
tattccagaa
gagcttgtat
cgacgtetgt
teteggagag
tgcggagtaaa
catocggecge
cctattgéat
fgcccgctgt
gccagacgag
gtgatttcat
acaccgtcag
gcceegaagt
atggccgeatb
aggtegeccaa
acttegagoeg
gcattggtcet
gggcgcaggg
aaatcgececy
gtggaaaccg
tcgﬁttccac
getggatgat
ttattgcagc
cattttttte
tectgtatace
tgtgaaattg

aagcetgggy

tatgcaaagce
agcaggceaga
aactccgcce
actaattttt
gtagtgagga
atcecatttte
cgagaagttt
cgaagaatct
tagetgegee
gctccegatt
ctéccgccgt
tetgcageceyg
cgggttegge
atgcgcegatt
tgcgteegtce
caggecaccte
aacageggte
catcttette
gaggcateeqg
tgacca?ctc
tegatgegac
cagaagegeqg
acgccccage
cgccgcpttc
cctcocagege

ttataatggt

actgecattet,

gtcgacctet
ttateegete

tgcctaatga

63

atgcatctca
agtatgcaaa
atcecegeece
tttatttatgl
ggctittttg
ggatctgate
ctgatcgaaa
cgtgctttca
gatggtttct
ccggaagtyge
gcacagggtg
gtegeggagyg
ccatteggac
gctgatcecece
gcgeaggete
gtgcacgeqqg
attgactgga
tggaggeogt
gagettgeag
tatcagagct
gcaategtece
gccegtetgga
actegtecga
tatgaaaggt
ggggatctca
tacaaataaa
agttgtggtt
agcotagagcet
acaattccac

gtgagcetaac

attagtcage
gcatgcatcet
taactccgee
cagaggecga
gaggectagg
agcacgtgat
agttcgacag
gcttegatgt
acaaagatcg
ttgacattgg
tcacgttgea
écatggatgc
cgcaaggaat
atgtgtatea
tegatgaget
atttcggctce
gcgaggegat
ggttggcttg
gatecgecgeyg
tggttgacgg
gatccggage
cegatggoetg
gggcaaagga
tgggettcgy
tgctggagtt
gcaatageat
tgtceaaact
tggcgtaatce
acaacatacg

tcacattaat

3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440

4500

- 4560

4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460

5520



tgcgttacge
aatcggecaa
cactgacteg
ggtaatacygg
ccagcaaaag
ccececkgac
actataaaga
cctéccgctt
atgectcacge
gcacgaacce
caacecggta
agegaggtat
tagaaggaca
tggtagctet
gcagcagatt
gtetgacget
aaggatcttc
atatgagtaa
gatetgtceta
acgggagggc
ggctecagat
tgcaacttta
ttegecagtt
ctegteogttt
atecccecatyg
taagttggee
catgcecatcco
atagtgtatg
acatagcaga
aaggatctta

ttecagecatct

teactgeecg
cgegegggga
ctgegetegg
ttatccacag
gccaggaace
gagecatcaca
taccaggegt
accggatace
tgtaggtatc
ccegtteage
agacacgact
gtaggcggtg
gtétttggta
tgatccggea
acgcgeagaa
cagtggaacg
acctagatcc
acttggtctg
tttegtteat
ttaccatctg
ttatcagcaa
teccgecteca
aatagtttge
ggtatggoett
ttgtgcaaaa
geagtgttat
gtaagatgct
cggegaccga
actttaaaag
cegatgttga

tttactttea
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ctttecagtce
gaggeggttt
tegttegget
aatcagggga
gtaaaaaggq
aaaatcgacg
tteoeccecetygg
tgteegeett
tecagttecggt
ccgaccgetg
tatecgocact
ctacagagtt
tctgegetet
aacaaaccac
aaaéaggatc
aaaactcacg
ttttaaatta
acagttacca
ccatagttge
gécccagtgc
taaaccagece
tccagtetat
gcaacgttgt
cattcagctce
aagceggttag
cactecatggt
tttctgtgac
gttgetetty
tgetecatcat
gatcecagtte

céagcgtttc

gggaaacctg
gegtattggg
gcggcgagceg
taacgeagga
cgegttgetg
ctcaagtcag
aagctcecte
tctccctgcg
gtaggtcgtt
cgecttatece
ggcagecagcc
cttgaagtgg
gctgaagcea
cgetggtage
tcaagaagat
ttaagggatt
aaaatgaagt
atgcttaate
ctéactcccc
tgcaatgata
agccggaagy
taattgttge
tgeoattgct
cggtteceaa
cteetteggt
tatggeageca
tggtgagtac
cceggeghea
tggaaaacgt
éatgtaaccc

tgggtgagea

64

tegtgecage
cgctcttecg
gtatcagcte
aagaacatgt
gegtttttee
aggtggcgaa
atgegetote
ééaagcgtgg
cgctccaage
ggtaactatc
actggtaaca
tggcctaact
gttaccettcg
aggtggttttt
cctttgatet
ttaggtcatga
tttaaatcaa
agtgaggcac
gtcgtgtaga
ccgcgagacc
gccgagegea
cgggaageta
acaggcateg
cgatcaagge
cctecegateg
ctgcataatt
tcaaccaagt
atacgggata
tcttegggge
actcgtgcac

aaaacaggaa

tgcattaatg
cttecteget
actcaaagge
gagcaaaagg
ataggetcceg
acccgacagg
ctgttcegac
cgctttctea
tgggetgtgt
gtcttgagtc
ggattagcag
acggctacac
gaaaaagagt
ttgtttgeaa
tttectacgygg
gattatecaaa
tetaaagtat
ctatctcage
taactacgat
cacgctcace
gaagtggtce
gagtaagtag
tggtgteacy
gagttacatg
tfgtcagaag
ctettactgt
cattotgaga
ataccqgegec
gaaaactcete
ccaactgate

ggcaaaatge

5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600

6660

6720

6780
6840 .
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320

7380
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10

15

cgcaaaaaag ggaataaggg cgacacggaa atgttgaata ctcatactet tectttttca 7440
atattattga agecatttate agggttattg teotecatgage ggatacatat ttgaatgtat 7500
ttagaaaaat aaacaaatag gggttcegeg cacatttcce cgaaaagtge cacctgacgt 7560
c 7561
<210> 8

<211> 6082

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Plasmido

<400> 8

gacggatcgg gagatctceec gateccctat ggtegactot cagtacaate tgctctgatg 60
ccgcatagit aagccagtat ctgectcectg cttghgtgtt ggaggteget gagtagtgeg iz0
cgagcaaaét ttaagctaca acaaggcaag gcttgaccéa caattgecatg aagaatctgc 180'
ttagggttag gegttttgeq ctgettoycyg atgtacggge cagatatacg cgtigacatt 240
gattattgac tagttattaa tagtaatcaa ttacggggte attagtteat ageccatata 300
tggagttccg cgttacataa cttacggtaa atggeccgec tggetgaceqg cecaacgacco 360
cccgeeeakt gacgtcaata atgacgtatg ttcccatagt aacgecaata .gggactttcce ;20
attgacgtea atgggtggac tatttacggt aaactgecea cttggeagta catcaaétgt 480
atcatatgce aagtacgcce cctattgaég tcaatgacgg taaatggecc gectggeatt 540
atgcccagta catgacctta tgggactttc ctacttqgcé gtacatctac gtattagtea 600
tcgetattac catgghtgatg cggttttgge agtacatcaa tgggegtgga tagcggtttg 660
actcacgggyg atttccaagt ctceccaccceca thkgacgtcaa tgggagtttg ttttggeaco 720
aaaatcaacg ggactttcca aaatgtcgta acaactcege cccattgacg caaatgggeg 780
gtaggecgtgt acggtgggag gtctatataa gcoagagetcet ctggctaact agagaacccea 840
ctgettactg gecttategaz attaatacga ctcactatag ggagacceaa getggctaga 200
aagcttggat c£caccatga gggtcoctge tecagctectg ggactectge tgctetgget 260
cccagafacc agatgtgaca tccagatgac ccagteteca tcctccctgé ctgecatctgt 1020
aggagacaga gtcaccatca cttgecggge gagtcaggge attagcoaatt atttagcctg 1080
gtatcagcag aaaacaggga aagttcctaa gttectgatc tatgaagecat ccactttgea 1140

65



atcaggggtce
cagcagectyg
attcactttc
cttcatcttce
gctgaataac
atecgygtaac
cagcagcace
agtcaccecat
ggaattcgeg
tgcettctag
aaggtgcecac
gtaggtgtca
aagacaatag
ccagetgggy
gtgtggtggt
tegetttett
ggggcatece
attagggtga
cgttggagte
ctatctcggt
aaaatgagcet
agggtgtgga
attagteage
gcatgeatct
taactcegce
cagaggccga
gaggectagg
aagagacagg
cggcqgcttg
ctgatgccac

acctgtccgg

cecatctoggt
cagectgaag
ggécctggqa
ccgeeatetyg
ttctatcceca
tcccaggaga
ctgacgctga
caéggcctga
gcegetegag
ttgccageea
tccoactgte
ttctattcetg
caggcatget
ctctaggggg
tacgecgeage
ccottccttt
tttagggtte
tggttcécgt
cacgttcttt
ctattetttt

gatttaacaa

aagtccccag

aaccaggtgt
caattagtca
cagttccogee
ggcecgectet
cttttgcaaa
atgaggateyg
ggtggagagg
cgtgtteegg

tgeectgaat
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tcagtggcgy

atgttgeaac,

ccaaagtgga
atgagcagtt
gagaggccoaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga
getcgecegt
£ctagagggc
tetgttgttt
cttteoctaat
gagagtgggy
9999atgcgg
tatccecacyg
gtgaccqgceta
ctcgecacgt
cgatttagtg
agtgggecat
aatagtggac
gatttataag
aaatttaacyg
getecccagy
ggaaagtcee
gcaaccatag
cattctcege
gectctgage
aagcteccgg
tttegeatga
ctattéggct
ctgtecagege

gaactgcagy

tggatctggy
ttattactgt
tatcaaacga
gaaatctgga
agtacagtgg
goaggacage
ctacgagaaa
cacaaagage
ccgtttaaac
gcecectecee
aaaatgagga
tggggcagga
tgggetctat
cgecectgtag
cacttgccag
tcgoeggett

ckttacggea

‘egecetgata

tettgttcea
ggattttggg
cgaattaatt
caggcagaag
caggctccce
teceegeceet
cccatégctg
tattccagaa
gagcttgtat
ttgaacaaga
atgactggge
aggggcgecc

acgaggcagc

66

acagatttca
caaaattata
actgtggetg
actgctagey
aaggtggata
aaggacagea
cacaaagtct
ttcaacaggg
ccgctgatea
cgtgcecttee
aattgcateg
cagcaaggag
ggcttctgag
cggegeatta
cgccectageg
tcececgtcaa
ccktecgaccce
gacggttttt
aactggaaca
gattteggee
ctgtggaatg
tatgcaaagc
agcaggoaga
aactecegece
actaaftttt
gtagtgagga
atccatttte
tggattgoac
acaacagaca
ggtteottttt

gcggetateg

ctctcaccat
acagtgcecee
caccctetgt
ttgtgtgecect
acgcoctcea
cctacagcct
acgectgega
gagagtgtta

goectegactg

ttgaccectgg

cattgtctga

gaggattggg

geggaaagaa:

agegeggegyg
cecgeteett
gctctaaatce
aaaaaacttg
cgcectttga
acactcaacce
tattggttaa
tgtgtecagtt
atgcatcteca
agtatgcaaa
atecoccgecec
tttatttatg

ggetttttty

ggatetgate

gcaggttete
atcggctget
gtcaagaccg

tggctggeea

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2160
2160

2220

2280

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880'
2940

3000



cgacgggegt
tgetattggg
aagtatecat
cattcgacca
tégtcgatca
ccaggctcaa
gcttgcegaa
tgggtgtgge
ttggcggega
agcgcatege
aatgaccgac
ctatgaaagg
cggggatetc
ttacaaataa
tagttgtggt
tagctagage
cacaattecca
agtgagctaa
gtcgtgccég
gegoetettee
ggtatcagcet
aaagaacatg
ggagttttte
gaggtyggcga
cgtgegetet
gggaagegty
tocgctecaag
cggtaactat
cactggtaac

gtggectaac

tecetigegea
cgaagtgecyg
catggctgat
ccaagogaaa
ggatgatctg
ggcgegeatg
tatcatggtg
ggacecgctat
atgggetgac
cttctatege
caagegacgce
ttgggetteg
atgctggagt
agcaatagca
ttgtccaaac
ttggcgtaat
cacaacatac
ctecacattaa
ctgeattaat
gettectege
cactcaaagg
tgégcaaaag
cataggctce
aaccegacag
cctgttecga
gegectttete
ctgggctgtg
cgtcttgagt
aggattagca

tacggetaca
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gctgﬁgctcg
gggcaggatc
gcaatgcgge
catcgcecateg
gacgaagage
ccogacyggeg
gaaaatggce
caggacatag
cgettecteg
cttcttgacy
ccaacctgee
gaatcgtitt
tettegocca
tcacaaattt
tcatcaatgt
catggtcata
gagccggaag
ttgegttgeg
gaatcggeca
tcactgactc
cggtaatacg
gecageaaaa
gccceactga
gactataaag
cecetgecget
aatgetcacg
tgcacgaacc
ccaaccoggt
gagcgaggta

ctagaaggac

acgttgtcac
tcctgtcate
ggctgceatac
agcgageacy
atcagggget
aggatctegt
gcttgtctgg
cgttggetac
tgctttacgy
agttettctyg
atcacgagat
ccgggacgec
ccceaacttg
;acaaataaa
atcttateat
gctgtttect
cataaagtgt
ctecactgeec
acygcgeggayg
gcfgcgctcg
gttateccaca
ggccaggaac
cgagecatcac
ataccaggcg
taccggatac
ctgtaggtat
cecegtteag
aagacacgac
tgtaggcggt

agtatttggt

67

tgaagcggga
tcaccttget
gcttgateceg
tactecggatyg
cgcgceoagee
cgtgacceat
attcategac
ccgtgatatt
tategeeget
agcegggacteo
tteogatteca
ggctggatga
tttattgcag
geattttett
gtctgtatac
gtgtgaaatt
aaagectygygyg
getttecagt
agaggeggtt
gtegtteogge
gaatcagggy
cgtazaaagy
aaaaatcgac
tttecceoctyg
ctgteccgeet
ctcagkttcgg
ccegaccget
ttategecac
gctacagaét

atctgegete

agggactgge
cctgeegaga
gctacectgee
gaagceggte
gaactgttcg
ggcgatgeet
tgtggecgge
gétgaagagc
ccegattege
tggggttega
ccgoogeett
tectecageg
cttataatgg
cactgcatte
cgtcgacete
gttatceget
gtgcctaatg
cgggaaacct
tgegtattgg
tgcggcgage
gtaacgcagg
cegegttget
gctecaagtca
gaagcteect
ttocteectte
tgtaggtcgt
gegecttatce
tggcagcage
tcettgaagtg

tgctgaagec

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
39¢0
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4520
4680
4740

4800
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15

agttaccttc
cggtggtttt

tecctttgate

tttggteatg

ttttaaatea
cagtgaggea
cgtecgtgtag
daccgecgagac
ggccgagcge
ccgggaaget
tacaggdatcl
acgatcaagg
tecteegate
actgcataat
ctcaaccaag
aatacgggat
ttettegaag
cactcgtgea
aaaaacagga
actcatacte
cggatacata

ccgaaaagtg

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

<400>

gacggatcgg gagatctoccc gateccctat ggtcgactct caghtacaatc tgetctgatg

ccgocatagtt aagccagtat ctgctecctg cttgtgbtgtt ggaggtcecget gagtagtgeg

9
6082
ADN

ggaaaaagag
tttgtttgeca
ttttctacygg
agattatcaa
atctaaagta
cctatctcag
ataactacga
ccacgctcac
agaagtggtc
agagtaagta
gtggégtcac
cgagttacat
gttgtcaéaa
tetettactg
teattetgag
aatacégcgc
Egaaaactct
cccaactgat
aggcaaaatyg
tteottttte
tttgaatgta

ccacctgacyg

Secuencia Artificial

Plasmido

9
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ttggtagcte
agcagcagat
ggtctgacge
aaaggatctt
tatatgagta
cgatctgtct
tacqgggaggg
cggcteocaga
ctgcaacttt
gttcgeecagt
gectegtegtt
gatccececat
gtaagttggce
tcatgceeate
aatagtgtat
cacatagecag
caaggatctt
cttcagcatc.
ccgcaaaaaa
aatattattg
tttagaaaaa

tc

ttgatecgge
tacgegeaga
teagtggaac
cacctagatce
aacttggtct
atttecgtteca
ctitacecatet
ﬁttatcagca
atececgoctee
taatagtttg

tggtatgget

‘gttgtgecaaa

cgcagtgtta
cgtaagatge
gcggegacceg
aactttaaaa
accgoetgttyg
ttttactttce
gggaataagg
aagcatttat

taaacaaata

68

aaacaaacca
aaaaaaggat
gaaaactcac
cttttaaatt
gacagttacc
teecatagttg
ggccccagtg
ataaaécagc
atccagtcta
cgcaacgttg
tcattcaget
aaagcggtta
tcactcatgg
ttttetgtga
agttgetett
gtgctcatca
agatceccagtt
accagegttt
gegacacgga
cagggttatt

ggggttcege

ccgetggtag
ctocaagaaga
gttaagggat
aaaaatgaag
aatgcttaat
cotgactece
ctgcaatgat
cagccggaag
ttaattgttg
ttgcecattge
ceggttecea
gcteccttegg
ttatggcagce
ctggtgagta
geeccggegto
ttggaaaacg
cgatgtaacc
ctgggtgage
aatgttgaat
gtctcatgag

gcacatitce

4B60O

4920

4980

5040
5100
51660
5220
5280
5340
5400
5480
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060

6082

60

120



cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
tggagtteeqg
ccegeceatt
attgacgtca
atecatatgcc
'atgcccagta
tegetattac
actcécgggg
aaaatcaacg
gtaggegtgt
ctgettactg
aagcttggat
ccocaqggtgec
aggagacaga
gtttcagcag
aagtggggtec
cagecagectg
-gatcacctte
cttcatette
gctgaataac
atcgggtaac
cagcageaceo
agtcacccat
ggaattegeg
tgccttetag
aaggtgecac
gtaggtgtca

aagacaatag

ttaagectaca
gegtittgeg
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggac
aégtacgccc
catgacctta
catggtgatg
attteccaagt
ggactt£cca
acggtgggag
gcttatcgaa
ctcaccatga
agatgtgaca
gtcaccatca
aaaccaggga
ccatcaaagt
cagectgaag
ggccaaggga
ccgecateta
ttctatceca
tccecaggaga
ctgacgctga
cagggcctga
geceogetogag
ttgccagceca
tocecactgte
ttctattcectyg

caggcatgct
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acaaggcaag
ctgettegeg
tagtaatecaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggactttc
cggttttgge
cteecaceccea
aaatgtcgta
gtetatataa
attaatacga
gggtcacccgce
tccagatgac
cttgtcggge
aagcccctaa
tcagcggcag
attttgcaac
cacgactgga
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcgcaga
gcaaagcaga
gctcgeoeegt
tctagaggge
tctgttgttt
ctttectaat
gggggtgggg

ggggatgcgg

gcttgaccga
atgtacgyge
ttacggggtc
atggccegee
tteeccatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttyggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
gcaactccgc
gecagagetet
ctecactatag
tcagctectg
ccagtctcca
gagtcagggc
gtcecettate
tggatctggg
ttattactge
gattaaacga
gaaatctgga
agtacagtgg
géaggacagc
ctacgagaaa
cacaaagagc
cegtttaaac
gceectcece
aéaatgagga
tggggcagga

tgggctetat

69

caattgcatyg
cagatatacyg
attagtteat
tggctgacceg
aacgccaata
cttggeagta
taaatggc;c
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagktttg
cceattgacg
ctggctaact
ggagacccaa
gggctectge
teectecactgt
attacecaatt
tatgetgeat
acagafttca
caacagtata
actgtggetg
actgctageg

aaggtggata

aaggacagca

cacaaagtct
ttcaacaggg
ccgectgatcea
cgtgecettce
aattgéatcg
cagcaagggg

ggottetgag

aagaatctge
cgttgacatt
agecccatata
cccaacgace
gggactttce
catcaagtgt
gcctggeatt
gtattagtca
tageggtttg

ttttggceace

‘caaatggacy

agagaacecca
gctggetaga
tgctetgttt
ctgcatetgt
atttagecectg
ccagtttgea
gtctcaccat
atagttacce
caccatctgt
ttgtgtgect
acgcecteca
cctacageet
acgcctgega
gagagtgtta
gcctegactg
ttgaccctgg
cattgtcetga
gaggattggg

goggaaagaa

180
240
300
360
420 .
480
540
600
660
720
780
B840
200
960
1020
1080

1140

"1200

1260
132¢
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1320



ccagetgagy
gtgtggtggt
tegetttctt
ggggcateccce
attagggtéa
cqttggagtc
ctatcteggt
aaaatgagct
agggtgtgga
attagtcage
gcatgeatct
taactecegee
cagaggccga
gaggectagg
aagagacagg
cggecgettg
ctgatgceagce
acctgtecegqg
cgacgggcegt
tgctattggg
aagtatccat
cattcgacca
ttgtcegatea
coaggeteaa
gcttgecgaa
tgggtgtgge
ttggecggega
agcgeatege
aatgaccgac
ctatgaaagg

cggggatctce

ctctaggggg
tacgcgeage
ccctteocttt
tttagggtte
tggttecacgt
cacgttettt
ctattctttt
gatttaacaa
aagteccceag
aaccaggtgt
caattagtca
cagttecgee
ggeccgectet
cttttgcaaa
atgaggateg
ggtggagagy
cgtgttecgg
tgcectgaat
tccttgcgcé
cgaagtgeeg
catggctgat
ccaagcgaaa
ggatgatetg
ggcgegeatyg
tatcatggtg
ggaccgcetat
atgggetgac
cttctatege
caagecgacge
ttgggetteg

atgctggagt
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tatccceacg
gtgacegeta
ctegecacegt
cgattéagtg
agtgggececat
aatagtggac
gattt?taag

aaatttaacg

gctccecagg

ggaaagtccc
gcaaccatag
cattctccge
gcctetgage
aagctcccgg
tttegeatga
ctattecgget
ctgteagege
gaactgecagg
gctgtgeteg
gggcaggatc
gcaatgcegge
catcgecatcg
gacgaagagce
cccgacggeg
gaaaatggcce
caggacgtag
cgcttecteg
cttettgacy
ccaacctgcce
gaatcgtttt

tettcgecaca

cgcectgtag
cacttgceag
tegocggett
ctttacggea
cgecctgata

tettgttecea

ggattttagy

cgaattaatt
caggcagaag
caggcteceoc
tceccgeceet
cecatggetg
tattccagaa
gagctigtat
ttgaacaaga
atgactggge
aggggegccce
acgaggcage
acgttgtcac
tcectgteatce
ggctgcatéc
agcgageacg
atcaggggck
aggatctecgt
gcttttetgyg
cgttggctac
tgctttacygg
ag£tcttctg
atcacgagat
cegagacyce

ccecaacttyg

70

cggegeatta
cgcectagey
taceegteaa
cctogacecee
gacggttttt
aactggaaca
gatticggee
ctgtggaatg
tatgecaaage

agcaggcaga

‘aactceqgece

actaattttt
gtagtgagga
atceatttte
tggattgeac
acaacagaca
ggttettttt
gcggetateg
tgaageggga
tecaccttget
gcttgateey
tactcggatyg
cgegeeaged
cgtgaceccat
atfcatcgac
ccgtgatatt
tatcgeecget
agegggactc
ttegattceca
ggcetggatga

tttattgcag

agcgeggegy
ccegetectt
getectaaate
aanaaacttg
cgecctttga
acactcaacc
tattggttaa
tgtgteagtt
atécatctca
agtatgcaaa
atccegecec
tttatttatg
ggcﬁtttttg
ggatctgate
gcaggttcte
atéggctgct
gtcaagaécg
tggctggeca
agggactgge
cctgecgaga
gotacctgee
gaagccggte
gaactgtteg
gygecgatgect
tgtggccgge
gctgaagagc
ccegattege
tggggttcega
ccgoegeekt
tcctccagcé

cttataatgg

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580

2640

2700

2760
2820
2880
2940

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720

3780



ttacaaataa
tagttgtggt
tagctagage
cacaattcea
agtgagctaa
gtcgtgecag
gagetettee
gagtatcaget
aaagaacatg
ggegttttte
gaggtggcga
cgtgecgetet
gggaagegtg
tegoctecaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggcctaéc
agttacectte
cggtagatttt
tcetttgate
tttggteatg
ttttaaatca
cagtgaggca
cgtegtgtag
accgcgagac
ggccgagege
ccggg&agct
tacaggcatce
acgatcaagg

tectecgate

agcaatagca
ttgtccaaac
ttggegtaat
cacaacatac
ctcacattaa
ctgcattaat
gettectege
cactcaaaég
tgagcaaaag
cataggctcee
aacccgacagq
cetgttecga
gogetttcte
ctgggetgty
cgtettgagt
aggattagca
técggctaca
ggaaaaagag
tttgtttgea

ttttetacygg

agattatcaa

atctaaagta
ectatctceag
ataactacga
ccacgctcac
agaagtggtc
agagtaagta
gtggtgtecac
cgagttacat

gttgtcagaa

ES 2440482 T3

tcacaaattt
tcatcaatgt
catggtcata
gagceggaag
ttécgttgcg
gaateggeea
tcactgacte
cggtaatacy
gccagcaaaa
gcocecoctga
gacta@aaag
cectgeeget
aatgctcacy
tgeacgaacc
ccaacecggt
gagegaggta
ctagaaggac
ttggtagcte
agcagcagat
ggtctgacge
aaaggatctt’
tatatgagta
cgétc£gtct
tacgggagyyg
cggetecaga
ctgecaacttt
gttegecagt
gcteqgtegtt
gatcececcat

gtaagttgge

cacaaataaa
atcttatcat
gekgtttect
cataaagtgt
ctecactgeee
acgcgcgggy
getgegeteg
gttatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggcyg
taccggatac
ctgtaggtat
céccgttcag
aagacacgac
tgtaggcggt
agtattiggt
ttgatecgge
tacgcgeaga
tcagtggaac
cacctaéate
aacttggtct
atttcgttca
cttaccatet
tttatcagca
ateccgectoc
taatagtttg
tggtatgget
gttétgcaaa

cgcagtgtta

71

gocattttttt
gtetgtatac
gtgtgaaatt
aaagcctggg
getttocagt
agaggeggtt
gtegttegge
gaatcagggg
cgtaaaaaqgy
aaaaatcgac
tttececcctg
ctgtccgccﬁ
ctcagttégg
cccgaccget
ttategecac
gctacagagt
atctacgetc
aaacaaacca
aaaaéaggat
gaaaactcac
cttttaaatt
gacagttace
tececatagttyg
ggcccbagtg
ataaaccagc
atccagteta
cgcaacgttg
tcattecaget
aaageggtta

tecactcatgy

cactgcatte
cgtcgaéctc
gttateceget
gtgcctaatg
cgggaaaccet
tgogtattgg
tgcggcgage
ataacgcagg
ccgcgttgct
gctcaagtea
gaagctcecct
ttetocette
tgtaggtegt
gegecttate
tggecageage
tettgaagtg
tgctgaagece
cegetgatag
ctcaagaaga
gttaagggat
aaaaatgaayg

aatgcttaat

cctgactecece .

ctgcaatgat
cagccggaag
ttaattgttyg
ttgcecattge
ccggttceca
gectecticgyg

ttatggcage

384(
390¢
396(
402¢(
408(
414(
420(

426(

L 432C

438¢
444C
;506
456C
4620
4680
4740
4800
4860
4520
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520

5580
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actgcataat
ctcaaccaag
aatacggygat
ttcttegggg
cactegtgca
aaaaacagga
actecatacte
cggatacata

ccgaaaagtyg

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

10

6082
ADN
Secuenci

<400> 10

gacggatcgg
ccgeatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
tgagagtteea
ccecgeceatt
attgacgtca
atcatatgce
atgceccagta
tcgetattac
acteacgagg
aaaatcaacg
gtaggegtgt

ctgettactg

tctettactyg
tcattctgag
aatacecgege
cgaaaactct
cccaactgat
aggcaaaatg
ttectttttc
tttgaatgta

ccacctgacg

ia Artificial

Plasmido

gagatctcece
aagccaétat
ttaagctaca
gegttttgeg
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggac
aagtacgece
catgacctta
catggtgaty
atttccaagt
ggactttcea
acggtgggag

gettategaa

ES 2440482 T3

tcatgccate
aatagtgtat
cacatagcag
caaggatctt
cttcageate
ccgcaaaaaa
aatattattg
tttagaaaaa

tc

cgtaagatge
gcggegaceg
aaptttaaaa
accgetgttyg
ttttactttc
gggaataagg
aageatttat

taaacaaata

ttttctgtga
agttgetctt
gtgctcatcea
agateccaght’
accagegttt
gcgacacgga
cagggttatt

ggggttecge

ctggtgagta
gececggegte
ttggaaaacy
cgatgtaacc
ctgggtgage
aatgttgaat
gtecteatgag

gcacatttec

gatcecctat
ctgctcectyg
acaaggcaaqg
ctgcttegeg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtaty
tatttacggt
cctattgacg
tgggacttte
cggttttgge
ctececaccoea
aaatgtcogta
gtctatataa

attaatacga

ggtcgactet
cttgtgtgtt
gettgacega
atgtacggge
ttacggggte
atggeccecygee
ttccecatagt
aaactgecca
tcaatgacgg
ctactiggea
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccge
geagagetcet

ctecactatag

72

cagtacaatc
ggaggteget
caattgcatg
cagatatacg
attagttcat
tggétgaccg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggcce
gtacatctac
tgggegtgga
tgggagtttg
cccattgacg
ctggctaact

ggagacccaa

tgetetgatg
gagtagtgcg
aagaatctge
cgtigacatt
agcccatata
cccaacgacc
gggéctttcc
catcaagtgt
geetggeatt
gtattagtea
tagcggtttg
ttttggeace
caaatgggeg
agagaaccca

getggctaga

5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060

6082

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

© 660
720
780
840

900



aagettggat
cccaggtgee
aggagacaga
gtttcagecag
aagtggggte
cagcagecta
gctecacttte
cttecatctte
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcace
agtcacceat
ggaattageg
tgcettetag
aaggtgceac
gtaggtgtca
aagacaataqg
ccagetgggyg
gtgtggtggt
tegetttett
ggagcatcee
attagggtga
cgttggagtc
ctatctcggt
aaaatgagct
agggtgtoga
attagtcagce
gcatgqatct
taactccgee

cagaggccga

ctcaccatga
agatgtgaca
gtcaccatca
aaagcaggga
ccatcaaagt
cagectgaag
gycggaggga
ccegecatetyg
ttetatecea
tcocaggaga
ctgacgctga
cagggcctga
gccgetegayg
ttgccageca
tececactgte
ttctattetg
caggcatget
ctetaggggg
tacgecgeage
cccttecttt
tttagggttc
tggttcacgt
cacgttettt
ctattchitt
gatttaacaa
aagtccccecag
aaccaggtgt

caattagtca

'cagttccgcc

ggccgectet

ES 2440482 T3

gggtececctge
tecagatygac
cttgtcggge
aagcoectaa
toageggeag
attttgcaac
ccaaggtgga
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgteacaga
gcaaagcaga
gctcécccgf
tctagagggce
tectgttgtit
ctttcctaat
gggggtgagg
ggggatgcegg
tatcococacg
gtgaccgceta
ctegecacgt
cgatttagtg
agtgggccaé
aatagtggac
gatttataag
aaatttaacyg
gecteeecagyg

ggaaagtccc

gcaaccatag

cattcteege

geectetgage

tcagcteoctg
ccagtctcca
gagtcaggge
gtecectgatc
tggatctggg
ttattactge
gatcaaacga
gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacage
ctacgagaaa
cacasagagc
ccgtttaaac
gocecteeee
aaaatgagga
tggggcagga
tgggctctat
cgeectgtag
cacttgccag
tegeeggcett
ctttacggea
cgecctgata
tettgttoca
ggattttggg
cgaattaatt
caggcagaag
caggcteceec
tecegeoecot
ccecatggetg

tattccagaa

73

gggcteoctge
toctocactgt
-attagcecatt
tatgctgeat
acagatttea
caacagtata
actgtggctg
actgctageg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct
ttcaacaggg
ccgctgatea
cgtgecttee
aattgcateg
cagcoaagggyg
ggettetgag
cggcegeatta
cgeecctageyg
tceceegtcaa
cctcgaccﬁc
gacggftttt
aactggaaca
gattteggee
ctgtggaaty
tatgcaaagce
agcaggecaga
aactccecgecec
actaattttt

gtagtgagga

tgceteotgttt
ctgcatctgt
atttagectg
ccagtttgea
ctetecaceat
atagtttcce
caccatctgt
ttgtgtgect
acgccétcca
cctacagect
acgccfgcga
gagagtgtta
gcctegactg
ttgaccetgg
cattgtctga
gaggattggy
geggaaagaa
agcgeggegyg
cecgetectt
gctectaaate
aaaaaacttg
cgcectttga
acactcaacc
tattggttaa
tgtgteagtt
atgcatctca
agtatgcaaa
atcecgecee
tttatttatg

ggctttittyg

960
1020
1080
1140
1200
1é60
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1749
1800
1860
1820
1980
2040
2100

2160

2220

' 2280

2340

2400

2460

2520
2580
2640

2700



gaggeectagg
aagagacagy
cggcegcttg
ctgatgcege
acctgteegg
cgacgggcgt
tgctattggg
aagtatceat
cattcgaccea
ttgtegatcea
ccaggctcaa
qettgecgaa
tgggtgtgge
ttggecggcga
agecgcatege
aatgacegac
ctatgaaagy
cggggatcte
ttacaaataa
tagttgtggt
tagectagage
cacaattcca
agtgagctaa
gtcgtgcqag
gcgetetteo
ggtatcaget
aaagaacaty
ggegttttte
gaggtggega
cgtgegetcet

gggaagcgtg

cttttgcaaa
atgaggatcg
ggtggagagyg
cgtgtteceqgg
tgecctgaat
tecttgogea
cgaagtgecyg
catggctgat
ccaagcgasa
ggatgatctg
ggegegoatg
tatecatggtg
ggaccgctat
atgggctdac
cttctatege
caagcgacgc
ttggactteg
atgetggagt
agceaatagcea
ttgteccaaac
ttggegtaat
cacaacatac
ctcacattaa
ctgcattaat
agettectoge
cactcaaagyg
tgagcaaaag
cataggctec
aaccrgacag
cctgttecga

gogetttete

ES 2440482 T3

aagcteoccgg
tttegeatga
ctattegget
ctgtcagege
gaactgcagg
getgtgeteg
gggcaggate
gcaatacgge
catcgecatey
gacgaagagce
cccgacggcyg
gaaaatggece
caggacatag
cgettecteg
cttettgacg
ccaacctgcee
gaatcgtttt
teticgecea
tcacaaattt
tcétcaatgt
catggtcata
gagccgéaag
ttgegttgceg
gaatcggccea
tcactgacte
caggtaatacqg
gccagcaaaa
gccecectga
gactataaag
ccetgeeget

aatgctceacg

gagctigtat
ttgaacaaga
aigactgggc
aggggcgecc
acgaggeage
acgttgtcac
tcetgteatc
ggctgecatac
agEgagcacg

atcaggggcet

-aggatctcegt

gocttttctgg
cgttggetac
tgetttacgg
aéttcttctg
atcacgagat
ccgggacgec
ccecaacttg
cacaaataas
atcttatcat
getgtttecot
cataaagtgt
ctcactgece
acgegegggg
getgegeteg
gttateccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggeg
taccggatac

ctgtaggtat

74

atcecatttte
tggattgeac
acaacagaca
ggttettttt
gcggetateg
tgaageggga
tcaccttget
gcttgatecg
tacteggaty
cgcgececagee
cgtgacccat
attcatecgac
ceatgatatt
tategeeget
agcgggacte
ttcgatteca
ggctggatga
tttattdé;g
gcattttttt
gtctgtatac
gtgtgaaatt
aaagcctggy
gctttecagt
agaggcggtt
gtegttegge
gaatcaqgggyg
cgtaaaaagg
aaaaatcogac
ttteecccctg
ctgteagect

ctcagttegg

ggatctgate
gcaggttcete
ateggetget
gtcaagaccg
tggcitggeoa
agggactggc
cctgecgaga
gctacctgcce
gaagccggte
gaactgttcyg
ggcgatgect
tgtggcegge
gctgaagagc
ceegattcoge
tggggttega
cegoegeett
tecetecageg
cttataatgg
cactgcattc
cgtegaccte
éttatccgct
gtgcctaatg
cgggaaacct
tgcgtattygg
tgeggegage
ataaegcagg
cedgegttget
gctecaagtca
gaagctccét
ttetocette

tgtaggtegt

2760

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
1380
4440
4500

4560
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tegetecaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggectaac
agttacctte
cggtggtttt
teoctttgate
tttggteatyg
ttttaaateca
cagtgaggea
cgtegtgtag
acegegagac
ggcecgagcege
ccgggaaget
tacaggecatce
acgatﬁaagg
teccteegate
actgcataat
cteaaccaag
aatacgggat
ttecttegggy
cactecgtgceca
aaaaacagga
actcatacte
cggatacata

ccgasaagtg

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

<400>

11
6085
ADN

ES 2440482 T3

ctgggctgtyg tgcacgaacc cccegtteag

cgtettgagt
aggattagea
tacggctaca
ggaaaaagayg
tttgtttgcea
ttttctacgyg
agattatcaa
atctaaagta
cctatcetcag
ataactacga
ccacgcfcac
agaagtggte
agagtaagta
gtggtgtcac
cgagttacat
gttgtcagaa
tetettactg
tecattetgag
aataccgcge
cgaaaactot
cccaactgat
aggcaaaatg
ttecttttte
tttgaatgta

ccacctgacg

Secuencia Artificial

Plasmido

11

cecaaccoggt
gagcgaggta
ctagaaggac
ttggtagcte
agcagcagat
ggtctgacgce
aaaggatctt
tatatgagta
cgatctgtcet
tacgggagag
cggetecaga
ctgcaacttt
gttegeocagt
gctegteogtt
gatcccccat
gtaagttgge
tcatgeoate
aatagtgtat
cacatagcag
caaggatctt
ctteageate
ccgcaaaaaa
aatattattg
tttagaaaaa

tc

aagacacgac
tgtaggeggt
agtatttggt
ttgatccegge
tacgegeaga
tcagtggaac

cacctagatc -

.aacttggtet

atttcgttea
cttaccatct
tttatcagea
atcegectee
taatagtttg
tggtatgget
gttgtgcaaa
cgcagtgtta
cgtaagatge
gcggcegaccy
aactttaaaa
accgetgttg
ttttactttce
gygaataagg
aagcatttat

taaacaaata

75

cccgacegct
ttategecac
gctacagagt
atctgegete
aaacaaacca
aaaaaaggat
gaaaactecac
cttttaaatt
gacagttace
tocatagttg
ggccccagtyg
ataaaccagq
atccagteta
cgeaacgttg
tcattecagoet
aaagcggtta
tcactcatgyg
ttttctgtga
agttgectott
gtgctcatca
aggtccagtp
accagegttt
gogacacgda
cagggttatt

ggggttecege

gegecttate
tggecageage
tcttgaagtyg
tgctgaagee
ccgetggtag
ctcaagaaga
gttaagggat
aaaaatgaag
aatgottaat
cctgactece
ctgcaatgat
cagccggaag
ttaattgttg
ttgccattge
ceggtteocea
gecteocticegg
ttatggcage
ctggtgagta
geceggaghe
ttggaaéacg
cgatgtaacc
ctgggtgage
aatgttgaat
gtetcatgag

gcacatttcc

4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060

60B2



gacggategg
ccgcatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
‘gattattgac
tggagttccg
ccecgceocatt
attgacgtca
atecatatgec
atgecccagta
tecgetattac
actcacgggg
aaaatcaacy
gtaggcgtgt
ctgcttactg
aagcttggat
‘cécagatacc

aggggaaaga

gtaccaacaqg

cactggtate
cagcagectyg
catgtgecagt
tgtcetteate
cctgctgaat
ccaatcgggt
cctecageage
cgaagtcacce

ttaggaatte

gagatecteee
aagccagtat
Etéagctaca
gegtitttygeg
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggac
aagtacgcce
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactttcea
acggtgggag
gettategaa
ctcaccatga
actggaggaa
gccaccctet
aaacctggbc
ccagocaqggh
cagtctgaag
tttggceagy
tteccgecat
aacttctate
aactcccagg
accctgacqge
catcagggec

geggecgoete

ES 2440482 T3

gatecceoctat
ctgetcectg
acaaggcaag
ctgettegeyg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggacttte
cggttttgge
ctcecacceca
aaatgtcgta
gtctatataa
attaatacga
gggtecccege

tagtgatgac

Ectgcaggac

aggctcccag
tcagtggeag
attctgeagt
ggaccgageh
ctgatgagca
ccagagagge
agagtgtcac
tgagcaaage
tgagctegee

gagtctagag

ggtcgactet
cttgtgtgtt
gcttgacega
atgtacggge
ttacggggtce
atggccegee
tteceatagt
aaactgccea
tecaatgacgg
ctacttggcé
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaacteocge
gcagagctcet
ctcactatag
teagettetce
geagteteca
cagtcagagt
gctecteate
tgggtctyggyg
ttattactgt
ggagatcaaa
gttgaaatct
caaagtacag
agagcaggac
agactacgag
cgtcacaaag

ggccegtita

76

cagtacaatce
ggaggtcget
caattgcatg
cagatatacyg
attagttcat
tggectgaceg
aacgceaata
cttggocagta
taaatggcce
gtacatctac
tgggegtgga
tgggagtttg
cccattgabg
ctggctaact
ggagacceaa
ticettetge
gecacectgt
éttggctgga
taﬁggtgcat
acagagttca
cagcattatg
cgéactgtgg
ggaactgcta
tggaaggtgg
agcaaggaca
aaacacaaag
agcttcaaca

aacccgcetga

tgctckgatg
gagtagtgeg
aagaatctgc
cgttgacatt
agcccatata
cocaacgacco
gggactttec
catcaagtgt
gcctggcecatt
gtattagtca
tagcggtttg
ttttggdace
caaatgggceg
agagaaccca
gctggetaga
tactectgget
ctgtgtetec
acttagcctg
cttccaggac
ctectecaceat
ataactggee
ctgcaccatc
gegttgtgty
ataacgccct
gcacctacag
tctacgectg
ggggagagtg

tcagectcga

60
120
ig0
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500

1560

1620

1680



ctgtgectte
tggaaggtge
tgagtaggtg
gggaagacaa
gaaccaghtg
cgggtgtggt
ctttegettt
atcggggeat
ttgattaggyg
tgacgttgga
accctatcte
taaasaatga
gttagggtgt
tcaattagte
aaagcatgea
cectaacteg
atgcagagge
ttggaggccet
atcaagagac
ctecggeege
gctectgatge
ccgacctgte
ccacgacggyg
ggctgetatt
agaaagtate

gceccecattega

gtcttgtcega

tegecagget

cctgettgee

ggctgggtgt

tagttgecag
cactcececact
tcattetatt
tagcaggeat
gggetctagg
égttacgcgc
cttecettec
ccetttaggg
tgatggttea
gtcecacgtte
ggtctattct
getgatttaa
ggaaagtcecc
agcaaccagg
tctéaattag
gcccagttec
cgaggecgecs
aggcttttge
aggatgagga
ttgggtggag
cgeagtgtte
cggtgecetyg
egttececttge
gggcgaagtg
catcatégct
ccacecaagcg
tcaggatgat
caaggcegege
gaatatcatg

ggcggaccgc
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ccatctgttg
gtecttteet

ctggggygtyg
gctggggatg
gggtatccee
agegtgaceg
tttctegeca
ttcegattta
cgtagtggge
tttaatagtg
tttgatttat
caazaattta
caggctcccé
tatggaaagt
tcagcaacca
gcececatkcte
tctgectetg
aaaaagctce
togtttogea
aggctatteg
cggctétcag
aatgaactgc
geagetgtge
ccggggoagyg
gatgcaatge
aaacatcgea
ctggacgaag
atgoeecgacyg
gtggaaaatg

tatcaggaca

tttgocecte

aataaaatga

ggatggggea
cggtgggetce
acgecgeectg
ctacacttge
cgttegeegg
gtgctttacg
categeectg
gactettgtt
aagggattit
acgcgaatta
aggcaggcag
ccccaggete
tagteccegece

cgeceeatgg

agctattcea

cgggagettg
tgattgaaca
gctatgaétg
cgcaggggcy
aggacgaggc
tcgacgttgt
atctcctgte
ggcggctgca
tcgagegage
agcatcaggg
gcgaggatcet
gecegetttte

tagcgttgge

77

ceccegtgect
ggaaattgea
ggacagcaag
tatggettet
tageggegoea
cagcgeccta
cttteoeceegt
gedcetegac
atagacggtt
ccaaactgga
ggggatttey
attctgtgéa
aagtatgcaa
ccoagcaggo
cectaacteeg
ctgactaatt
gaagtagtga
tatatccatt
agatggattog
ggcacaacag
cceggttett
agegcggeta
cactgaageg
atctcacctt
tacgecttgat
acgtactegy
gctegegeea
cgtcgtgacc
tggattcate

taccegtgat

tectigacce
tcgeattgte
ggggaggatt
gaggcggaaa
ttaagegegg
gcgeccgete
caagctctaa
cccaaaaaac
tttegeooctt
acsacactca
gectattggt
atgtgtgtea
agcatgcatc
agaagtatgc
ccecatecege

ttetttattt

‘ggaggetttt

tteggatcetg
cacgcaggtt
acaatcgget
tttgtcaaga
tegtggetgg
ggaagggact
gcteoctgecyg
ccggctaccet
atggaagceg
gccgaactgt
catggcgatg
gactgtggce

attgctgaag

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
éBBO
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420

3480



agcttggegg
cgcagcgeat
cgaaatgace
cttctatgaa
gegeggggat
tggttacaaa
ttetagttgt
ctctagetag
gctcacéatt
atgagtgage
cctgtegtge
tgggegetet
agcggtatca
aggaaagaac
getggogtit
tcagaggtgy
cctegtgege
ttegggaage
cgttegetec
atccggtaac
agccactggt
gtggtggect
gccagttacc
tagcggtggt
agatcctttg
gat;ttqgtc
aagttttaaa
aatcagtgag
ceeegtegtyg
gatacegega

aagggccgaqg

cgaatgggct
cgccttetat
gaccaagcga
aggttggget
ctecatgectgg
taaagcaata
ggttitgtccea
agettggegt
ccacacaaca
taactcacat
cagctgecatt
tcegettecet
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttecatagge
cgaaacccga
tectectgtte
gtggcgcttt
aagctgygycet
tategtcettg
aacaggatta
aactacgget
ttcggaaaaa
ttttttgttt
atcttttcta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatet
tagataacta
gacccacgct

cgcagaagtyg
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gaccgcettec
cgecttettg
cgcoccaacct
tcggaatcgt
agttettege
gcatcacaaa
aactcatcaa
aatcatggte
tacgagecgg
taattgegtt
aatgaatcgg
cgctcactga
aggcggtaat
aaggccagea
tcegeeceece
caggactata
cgaccctgec
ctcaatgeke
gtgtgcacga
agtecaacce
gcagagegag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagcea
cggggtetga
caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatctyg
cgat§cggga
caccggetce

gtcetgeaac

tegtgetita
acgagttcectt
gcecatcacga
ttteecgggac
ccaccecaac
tttcacaaat
tgtatcttat
atagctgitt
aagcataaay
gegetceactyg
ccaacgegeg
ctecgetgege
acggttatee
aaaggceagyqg
tgacgageat
aagataccag
gcttaccgga
acgcetgtagg
accecccegtt
ggtaagacac
gtatgtagge
gacag&attt
ctcttgatee
gattacgecge
cgctcagtgg
cttcacctag
gtaaacttgg
tctatttegt
gggcttacca
agatttateca

tttatcecgee

78

cggtatcgee

ctgageggga

gatttcgatt-

gccggotgga
ttgtttattg
aaageattitt
catgtcfgta
cctgtgtgaa
tgtaaagcct
ccecgetttee
gggagaggceg
teggtegtte
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaate
gegtttcocee
tacctgtecyg
tatctcagtt
cagccegace
gacttatege
ggtgetacag
ggtatctgeg
ggcaaacaaa
aéaaaaaaag
aacgaaaact
atccttttaa
tctgacagtt
tecatccatag
tctggeccecea
gcaataaacc

tecatecagt

getecegatt
ctetggggtt
ccaccgeege
tgatecteea
cagettataa
tttcactges
tacegtegac
attgttatce
ggggtgoecta
agtcgggaaa
gtttgegtat
ggctgeggeg
gagataacge
aggecgegtt
gacgceteaag
ctggaagetce
cettictece
cggtgtaggt
gctgcgecett
cactggeage
agttcttgaa
ctetgectgaa
ccaccgctgg
gatctcaaga
cacgttaagy
attaaaaatg
accaatgctt
ttgeectgact
gtgctgcecaat
agccagecgg

ctattaattg

35490
3600
3660
3720
3780
3840
3800
3860
4020
4080
4149
4206
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280

5340



10

ttgcegggaa
tgotacagge
ccaacgatca
cggtectecg
agcactgeat
gtactcaacce
gtcaatacgy
acgttetteg
acceactegt
agcaaaaaca
satactcata
gageggatac

tceocgaaaa

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

12
6097
ADN

<400> 12

gacggatcgg
ccgeatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
tggagttceg
ceccgoccatt
attgacgtca
atcatatgec

atgcccoagta

gctagagtaa
ategtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtea
aattectetta
aagtcattct
gataataccg
gggcgaaaac
gcacécaact
ggaaggcaaa
ctettecttt
atatttgaat

gtgccacctg

Secuencia Artificial

Plasmido

gagatcteoce
aagccagtat
ttaagetaca
gegtittgeg
tagttattaa
cgttacataa
gacygtcaata
atgggtggac
aagtacgcee

catgacctta
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gtagttcgeec
cacgctegte
catgatccce
gaagtaagtt
ctgtcatgee
gagaatagty
cgccacataé
tcteaaggat
gatcetteage
atéccgcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa

acgte

gatecectat
ctgctcecctg
acaaggcaag
ctgectteogeg
t;gtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg

tgggacttte

agttaatagt
gtttygtatg
catgttgtgce
ggecegeagtyg
atccgtaaga
tatgeggega
cagaacttta
cttacegcetg
atctittact
aaagggaata
ttgaageatt

gaataaacaa

ggtcgactcet
cttgtgtgtt
gcttgaccga
atgtacggye
ttacggggtce
atggeccegec
tteceatagt
aaactgccea
tecaatygacyg

ctacttgygca

79

ttgegoaacy
getteattea
aaaaaagcgg
ttatcacteca
tgcttttetg
ccgagttéct
aaagtgetca
ttgagatcca
tteaccageg
agggegacac
tatcagggtt

ataggggtte

cagtacaate
ggaggtcget
caattgeatg
cagatatacy
attagttcat
tggctgaceg
aacgeccaata
cttaggecagta
taaatggecece

gtacatctac

ttgttgeeat
gcteeggtte
ttageotectt
tggttatgge
tgactggiga
cttgecegge
tecattggaaa
gttcgatgta
tttetgggtyg
ggaaatgttg
attgtctcat

cgcgeacatt

tgetcectgatyg
gagtagtgcyg
aagaatctge
cgttgacatt
agecccatata
cccaacgace
gggactttce
catcaagtgt
gcctggéatt

gtattagtca

5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060

6085

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600



tegetattac
actcacgggg
aaaatcaacg
gtaggcegtgt
ctgcttactg
aagcttggat
acctggatec
tggacagoey
gacctitttg
ggtttccaac
tttcacactg
aégtatacag
ggctgeacca
tagcgtigtg
ggataacgce
cagcacctac
agtctacgce
caggggagag
gatcagecte
ctteccottgac
catcgcattyg
agggggagéa
ctgaggegga
cattaagege
tagcgecege
gtcaagctet
accccaaaaa
tttttegece
gaacaacact
cggcctattg

gaatgtgtgt

catggtgatg
atttccaagt
ggactttcca
acggtyggag
gcttatcgaa
ctecaccatga
agtgcagata
gectecatcet
tattggtatc
cggttctcetyg
aaaatcagce
ctteegetea
totgtettca
tgcctgetga
ctccaatcgy
agcctcagea
tgegaagtca
tgttaggaat
gactgtgect
cctggaaggt
tctgagtagg
ttgggaagac
aagaaccagc
ggcgggtgtg
tectticget
aaatcggggc
acttgattag
tttgacgttg
caaccctatce
gttaaaaaat

cagttagggt
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cggttttgge
ctcoacceeca
aaatgtegta
gtctatataa
attaatacga
gggteccetge
ttgtgatgac
cctgeaagte
tgcagaagee
gagtgccaga
gggtggagge
ctttecggegg
tcttecegee
ataacttceta
gtaactceea
gcaccctgac
cceatcaggg
tegeggecege
tetagttgece
gccactccca
tgtcattcta
aatagcagge
tggggetcta
gtggttacge
ttettecett
atccctttag
ggtgatggtt
gagtecacgt
tocggtetatt
gagotgattt

gtggaaagtc

agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactcege
geagagetet
ctocactatag
tcagectcectyg
ccagactcea
tagtecagage
aggcecagect
taggttcagt
tgaggatgtt
agggaccaag
atctgatgag
tcccagagag
ggagagtgtc
getgageaaa
cctgageteg
tegagtetag
agocatctgt
ctgtcctttce
ttctgggggy
atgctgggga
gggggtatoa
gcagcegtgac
cctttetege
ggttccoatt
cacgtagtgg
tctttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt

ccecaggetce

80

tgggegtgga
tgggagtttg
cccattgacg
ctggctaact
ggagacccaa
gggctgctaa
ctetctetgt
ctectgeata
ccacagetce
ggcagegggh
gggctttatt
gtggagatca
cagttgaaat
gcecaaagtac
acagaécagg
gcagactacg
cecgtcacaa
agggecegtt
tgtttgecce
ctaataaaat
tggggtgggg
tgcggtggge
ccacgeyccee
cgctacactt
cacgttegee
tagtgcttta
gccategecee
tggactctig
ataagggatt

taacgegaat

ccaggeagge

tagcggtttg
ttttggeace
cgaatgggcg
agagaacccea
gptggctagé
tgectctggat
ccgtcacecce
gtgatggaaa
tgatctatga
cagggacaga
actgcatgca
aacgaactgt
ctggaactge
agtggaaggt
acagcaagga
agaéacacaa
agagcettcaa
taaacccget
teccecegtge
gaggaaattg
caggacagca
tctatggett
tgtageggceg
gecagegece
ggctttceee
cggcacﬁtcg
tgatagﬁcgg
ttccaaactg
ttggggattt
taattctagtg

agaagtatgc

660

720

780

840

200

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2460



aaagcatgea
gcagaagtat
cgeccateee
tttittttat
gaggaggett
tttteggatc
tgcacgcagyg
agacaatecgg
tttttgtcaa
tategtgget
cgggaaggga
ttgetectge
atecggetac
‘ggatggaage
cagccgaact
cccatggega
tegactgtgg
atattgectga
ccgetecega
gactctgggg
ttcecaccgee
gatgatcetco
tgcagcttat
tttttcactg
tataccgtcg
aaattgttat
ctggggtgee
ccagteggga
cagtttgegt

teggetgegg

tcteaattag
gcaaagcaty
gcccctaaci
ttatgcagag
ttttggagge
tgatcaagag
ttcteeggece
ctgctetgat
gaccgaccty
ggccacgacyg
ctggctgeta
cgagaaagta
ctgcceatte
cggtcttgte
gttcgecagg
tgcetgettg
ccggetgdgt
agagettoge
ttegecagege
ttcgaaatga
gcettctatyg
cageygceyggyy
aatggttaca
cattctagt£
acctctaget
ccgetcacaa
taatgagtga
aacctgtegt
attgggeget

cgageggtat
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tcagcaacca
catctcaatt
ccgceccagtt
gecgaggcecg
ctaggctttt
acaggatgag
gcttgggtagg
geccgecgtgt
tceggtgece
ggegttectt
ttgggegaag
tccatcatgg
gaccaccaagq
gatcaggatg
ctcaaggcge
ccgaatatca
gtggeggace
ggcgaatggyg
atcgecttet
ccgaccaaéc
aaaggttggg
atctecatgct
aataaagcaa
gtggtttgtce
agagettgge
ttccacacaa
gctaactcac
gecagektgea
cttecegette

cagctcacte

ggtgtggaaa
agtcagcaac
cegeccatte
cctetgeete
gcaaaaagct
gatcgtttcg
agaggctatt
tceggetgte
tgaatgaact
gecgeagetgt:
tgecggggea
ctgatgcaat
cgaaacatcg
;tctggacga
gcatgccecga
tggtggaaaa
gctatcagga
ctgaccgett
atcgecttct
gaégcccaéc
ctteggaate
ggagttette
tagcatcaca
caaactcatc
gtaatcatgg
catacgagee
attaattgcg
ttaatgaatc
ctegetcact

aaaggeggta

81

gtccocagge
catagtcceg
teocgeececat
tgagectatte
ccegggaget
catgattgaa
cggctatgac
agegeagggyg
gcaggacgag
gctegacgtt
ggatctectg
goggeggetyg
catcgagcga
agageatcag
cggegaggat
tggccgettt
catagcegttg
cctogtgett
tgacgagttc
ctgccatcab
gtttteecggg
geccacccea
aatttcacaa
aatg£atctt
tcatagetgt
ggaagcataa
ttgegeteac
ggcéaacgcg
gactcgetge

atacggttat

tccecageag
cccetaacte
ggctgactaa
cagaagtagt
tgtatatcea
caagatggat
taggeacaac
cgceeggtte
gcagcgogygc
gtc;ctgaag
tcatetcace
catacgettg
gcacgtacte
gggctegceyge
ctegtogtaga
tctggattea
gctaccegty
tacggtatcg
ttectgagegg
gagatttcga
acgecggetyg
acttgtttat
ataaagcatt
atcatgtetg
ttectgtgtg
agtgtaaage
tgececegettt
cggggagagg
getecggtegt

ccacagaatce

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480

3540

. 3600

3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200

4260



aggggataac
aaaggccgeg
tcgacgctca
ccctggaage
cgcctttc¥c
ttcggtgtag
cegetgegee
gccactggca
agagttcttg
cgctoctgetyg
aaccaccget
aggatctcaa
ctcacgttaa
aaattéaaaa
ttaccaatgce
agttgectga
cagtgctgea

ccagceagec

- gtctattaat

<210>

cgttgttgee

cagctccggt'

ggttagectce
catggttatg
tgtgactggt
ctctitgeeeg
catcattgga
cagttcgatg
cgtttctggg
acggaaatgt
ttattgtctc

tccgeacaca

13

gcaggaaaga
ttgetyggegt
agtcagaggt
tecctegtyge
cettcgggaa
gtegttoget
ttatccggta
gcagccactg
aagtggtggce
aagccagtta
ggtagcggtyg
gaagatcctt
gggattttgyg
tgaagtttta
ttaateagtg
ctececgtey
atgatacecge
ggaagggceg
tgttgecggg

attgctacag

tceccaacgat

ttecggtecote
gcagcactgce
gagtactcaa
gegtcaatac
aaacgttctt
taacccactce
tgagcaaaaa
tgaatactca
atgagcggat

ttteocecegaa

ES 2440482 T3

acatgtgagc
ttttocatag
ggcgaaacceo
gctctectgt
geatggeget
ccaagetagg
actategtct
gtaacaggat
ctaactacgg
ccttcggaaa
gtttttttgt
tgatettttce
tecatgagatt
aatcaatcta
aggcacctat
tgtagataac
gagacccacy
agcgcagaag
aagctagagt
gcatcgtggt
caaggogagt
cgategttgt
ataattctct
ccaagtcatt
gggataatac
cggggegaaa
gtacacccaa
caggaaggca
tactcttect
acatatttga

aagtgccace

aaaaggecag
geteegoceoe
gacaggacta
tcegacceetg
ttcteaatge
ctgtgtgcac
tgagtceccaac
tagcagageg
ctacactaga
aagagttggt
ttgeaageag
tacggggtct
atcaaaaagg
aagtatatat
ctcagegatc
tacgatacgy
ctcaccgget
tggtectgea
aagtagttcyg
gtcacgcecteg
tacatgatce
cagaagtaag
tactgtecatg
ctgagaatag
cgogccacat
actctecaagg
ctgatcttea
aaatgecgea
ttttecaatat
atgtatttag

tgacgte

82

caaaaggcca
cctgacgage
tazagatacc
cegettaceg
teacgetgta
gaaccccecg
ceggtaagac
aggtatgtag
;ggacagtat
agctecttgat
cagattacge
gacgctcagt
atectteacct
gagtaaactt
tgtetattte
gagggettac
ccagatttat
actttatecg
ccagttaata
tcgtttggta
cecatgttgt
ttggeegeag
ccatccgtaa
tgtatgecgge
agcagaactt
atcttaccge
geatetttta
aaaaagggaé
tattgaagca

aaaaataaac

ggaaccgtaa
atcacaaaaa
aggegtttee
gatacctgtc
ggtatctcag
ttecageccga
acgacttatc
geggtgotac
ttggtatetg
ccggcaaaca
gcagaaaaaa
ggaacgaaaa
agatcctgtt
ggtctgacag
gtteatccat
catctggecce
cagcaataaa
cctecatcea
gtttgcgcaa
tggcttcatt
gcaaaaaagc

tgttatcact

gatgcttttc

gaccgagttg

taaaagtgct
tgttgagatc
ctttcaccag
taagggegac
tttatcaggg

aaataggggt

4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
56490
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060

6097



10

15

<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

6094
ADN

<400> 13

gacggatcgg
ccgeatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
tggagttceg
ccegeceatt
attgacgtca
atcatatgcce
atgecececagta
tegetattac

actcacggoy

"aaaatcaacg

gtaggegtgt
ctgcttactg
aagcttggat
ctetggtgee
gggcgagagg
taagaactat
ttaggecatte
agatttcact

ccaatattat

ygtggetgca

Secuencia Artificial

Plasmido

gagatectecee
aagccagtat
ttaagctaca
gegttttgeyg

tagttattaa

cgttacataa

gacgtcaata
atgggtggac
aagtacgcce
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactttceca
acggtgggag
gcttatcgaa
ctcaccatgg
tacggggaca
gccaccatca
ttagcttggt
ctcegggaat
ctcaccatca
tectactttat

ccatctgtet
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gatceccctat
ctgctoeetyg
acaaggcaag
ctécttcgcg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggacttte
cggttttgge
ctccacccea
aaatgtcgta
gtectatataa
attaatacga
tgtigeagac
tegtgatgac
actgcaagtc
accagcagaa
ceggagtece
goagecctgea
atactttegg

tecatcttece

ggtcgactet
cttgtgtgtt

gcttgaccga

atgtacgggce

ttacggggtce
atggccegoeco
ttcccatagt
aaactgccea
tcaatgacgg
ctacttggea
agtacatcaa
ttgacgteaa
acaactcegce
gcagagcetct
ctecactatag
ccaggtette
ccagtctcca
caaccagagt
acgaggacag
tgaccgette
ggetgaagat
cggagggacce

gccatctgat

83

cagtacaatc
ggaggteget
caattgeatg
cagatatacg
attagttcat
tggctgaccyg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggecee
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagtttg
cecattgacy
ctggetaact
égagacccaa
atttetctgt
gactccetgg
gtcttacaca
cctcctaaat
agtggcageg
gtggeagttt
aaggtagaga

gagcagttga

tgctetgatg
gagtagtgeg
aagaatctge

cgttgacatt

agcccatata

cccaacgace
gagactttee
catcaagtgt
gectggeatt
gtattagtca
tageggttityg
ttttggecace
caaatgggcg
agagaaccca
actggctaga
tactectggat
ctgtgtctct
gctccaacaa
tgctecattta
ggtctgggac
attactgtca
tcaaagcgaac

aatctggaac

60
120
kR:1¢]
240
300
360
420
430-
540
600
660
720
780
840
800
960

1020
1080
1140
1200
iz60

1320

1380



tgctagegtt
ggtggataac
ggacagcacc
caaagtctac
caacagggga
cagcctegace
ccttgaccc£
cgcattgtet
gggaggattg
aggcggaaag
faagcgcggc
cgeececgetec
aagctctaaa
ccaaaaaact
ttegeecttt
caacactcaa
cctattggtt
tgtgtgtcag
gecatgcatct
gaagtatgca
ccatcecegee
tttttattta
gaggettttt
tcggatctga
acgecaggtte
caataggctg
ttgtcaagac
cgtggetgge
gaagggactg
ctccetgecga

cggctacctyg

gtgtgcctge
gcectccaat
tac;qcctca
gcectgegaag
gagtgttagg
tgtgecettet
ggaaggtgec
gagtaggtgt
ggaagacaat
aaccagetgg
gggtgtggtyg
tttcgettic
teggggeateo
tgattagggt
gacgttggag
cectatoteg
aaaaaatgag
ttagggtgtg
caattagﬁca
aagcatgecat
cctaacteceg
tgcagaggecce
tggaggecta
tcaagagaca
tecggecget
ctctgatgece
cgacctgtee
cacgacgggdc
gctgotattg
gaaagtatce

cccattcgac
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tgaataactt
cgggtaacte
geagcaccet
écacccatca
cggecgeteg
agttgccage
acteecactyg
cattetatte
agcaggcatg
ggctetaggy
gttacgegea
ttececettect
cctttagggt
gatggttcac
tecacgttet
gtctattctt
ctgatttaac
gaaagtcceco
gcaaccaggt
ctcaattagt
cccagttceg
gaggccgect
ggcttttgea
ggatgaggat
tgggtggaga
gecegtgttee
ggtgcecectyga
gttecttgeg
ggcgaagtge
atcatggcetg

caccaaygcga

ctatcccaga
ccaggagagt
gacgetgage
gggectgage
agtctagagqg
catctgttgt
tcctttocta
tggggggtay
ctyggggatge
ggtatcceca
gcgtgaccge
ttetegecac
teegatttag
gtagtgggee
ttaatagtgg
ttgatttata
aaaaatttaa
aggectcceca
gtgéaaagtc
cagcaaccat
ccecattctee
ctgcctc;ga
aaaagctecee
cgtttegeat
ggctattcgg
ggctgtcage
atgaactgea
cagctgtgct
cggggcagyga
atgcaatgey

aacatcgeat

84

gaggccaaaq
gtcacagage
aaagcagact
tegecagtea
gecegtttaa
ttgcecctec
ataaaatgag
ggtggggcag
ggtgggetet
cgegeectgt
tacacttgcee
gttegeogge
tgectttacqgg
atcgceetga
actcttgttc
agggattttg
cgcgaattaa
ggcaggcaga
cccaggctcece
agtececgeee
gcececatgge
gctattccag
gggagettgt
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaggggcge
ggacgaggca
céacgttgtc
tectectgtea
gcggctgeat

cgagegagoea

tacagtggaa
aggacagcaa
acgagaaaca
caaagagett
acccgetgat
ccegtgectt
gaaattgcat
gacagcaaygg
atggecttctg
agcggcgceat
agegecectag
tttecoegte
caccteogace
tagacggttt
caaactggaa
gggatttegg
ttetgtggaa
agtatgecaaa
ccagcaggea
ctaacteege
tgactaattt
aagtagtgag
atateccattt
gatggattge
gcacaacadga
coggttottt
gecgeggetat
actgaagegg

tectcaccttg

acgcttgate

cgtactegga

1440
1500
15690
1620

1680

1740

1800

1860

1920
1980
2040
2100
2160

2220

2280

2340
2400
2460
2520

2580

2640

2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180

3240



tggaageegg
ccgaactgtt
atggegatge
actgtggecg
ttgctgaaga
cteccegatte
tctggggtte
caccgecogos
gatectecag
agcktataat
ttcactgeat
accgtcgacc
ttgttatceg
gggtgecctaa
gtcgggaaac
tttgegtatt
getgcggcga
ggaéaacgca
ggccgegttg
acgctcaagt
tggaagctee
ctttectecct
ggtgtaggtce
ctgcgectta

actggcagcea
‘gttcttgaag
tctgectgaag
caccgctggt
atctcaagaa

acgttaaggg

tettgtegat
cgccaggete
ctgettgeeg
gctqggtétg
getiggegge
gcagcgeatce
gaaatgaccyg
ttcetatgaaa
cgeggggate
ggttacaaat
tctagttgtg
tctagctaga
ctcacaattc
tgagtgagct
ctgtegtgec
gggegctett
gcggtateag
ggaaagaaca
ctggegtttt
cﬁgaggtgqc
ctogtgeget
tegggaageg
gttcgeteca
tccggtaact
gcecactggta
tggtggecta
ccagttacct
agcggtggtit
gatcctttga

attttggtca

ES 2440482 T3

caggatgatc
aaggcgegea
aatatcatgy
gcggaceget
gaatgggctg
gccttcetate
accaagcegac
ggttgggett
tcatgotgga
aaagcaataqg
gtttgtccaa
gcttggegta
cacacaacat
aac;cacatt
agctgcatta
ccgettecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccatagget
gaaaccecgac
cteetgttee
tggegettte
agctgggcetyg

atcgtottga

-acaggattag

actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg
tettttctac

tgagattate

tggacgaaga
tgeccgacgg
tggaaaatygg
atcaggacat
accgcttect
geocttettga
gcccaaccetg
cggaategtt
gttcttagee
catcacaaat
actcatcaat
atcatggtca
acgagccgga
aéttgcgtté
atgaatcggc
gecteactgac
ggeggtaata
aggccagcaa
ccgceccoct
aggactataa
gaccctgccé
tcaatgctca
tgtgcacgaa
gtccaacccy
cagagcgagy
cactagaagg
agttggtagc
caagcagcag
ggggtctgac

aaaaaggate

85

gcateagggg
cgaggatete
cogettttet
agegttaget
cgktgetttac
cgagticttc
ccatcacgayg
tteocecgggacyg
caccccaact
ttcaca;ata
gtatcttate
tagctagttte
agcataaagt
cgcécactgc
caacgegcgg
tegetgeget
cggttatcea
aaggccégga
gacgagceatc
agataccagg
cttaccggat
cgectgtaggt
ccocecegttc
gtaagacacg
tatgtaggeg
acagtatttg
tettgatecg
attaegecgea
gctecagtgga

ttcacctaga

ctcgegoeag
gtegtgacee
ggattecateg
aceccgtgata
ggtatcgeeg
tgagcgggac
atttcgattc
ccggoetggat
tgtttattagce
aagecattttt
atgtotgtat
ctgtgtgaaa
gtaaagcctg
ccgettteca
ggagaggcegg
cggtegtticg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtticecee
acctgtcocege
atctcagttc
agcccgaccg
acttategeo
gtgctacaga
gtatctgege
gcaaacaaac
gaaaaaaadyg
acgaaaactc

teccttttaaa

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980

5040



10

15

ttaaaaatga
cecaatgctta
tgectgactce
tgetgeoaatg
gecagecgga
tattaattgt
tgttgoeatt
cteceggtice
tagctecette
ggttatggea
gactggtgag
ttgecocggeg
cattggaaaa
ttegatgtaa
ttetgggtga
gaaatgttga
ttgtcteatg

gegeacattt

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

14
481
ADN

agttttaaat
atcagtgagg
cecegtegtgt
ataccgegag
agggccgage
tgccgggaag
gctacaggea
caacgatcaa
ggtectcega
gecactgecata
tactcaacca
tcaatacggg
cgttcttcegyg
cccacteogtyg
gcaaaaacaqg
atactcatac
agcggataca

cCccgcgaaaay

Secuencia Artificial

ES 2440482 T3

caatctaaag
cacctatcte
agataactac
acccacgete
gcagaagtgg
ctagagtaag
tegtggtgte
ggcgagttac
tcgttgteag
attctcttac
agtcattetg
ataataccge
dgcgaaaact
cacccaactg
gaaggcaaaa
tettectttt
tatttgaatyg

taccacctga

por clonacion 3’Xbal/Nbel (pesado) o Nhel (ligero)

<400> 14

ggatetcace
ccagtgtcag
gagactctce

ccaggeteca

atactatgea

atggagttgg
gtgcaattgg

tgtgcagegt

ggcaaggggc

gactcegtga

gactgcgetg
tggagtctgg
ctggattcge
tggagtgggt

agggoogatt

tatatatgag
agcgatctgt
gatacgggag
aceggetcea
tectgeaact
tagktegeca
acgctegteg
atgatccecce
aagtaagttg
tgtcatgcca
agaatagtgt
goccacatage
ctcaaggatce
atcttcagca
tgcegeaaaa
tcaatattat
tatttagaaa

cgte

taaacttggt
ctatttegtt
ggcttaccat
gatttatcag
ttateccgeet
gttaatagtt
tttggtatgg
atgttgtgca
gocegeagtgt
toccgtaagat
atgcggegac
agaactttaa
ttacecgetgt
tcttttactt
aagggaataa
tgaagcattt

aataaacaaa

gggettecte ghbtgetettt

gggaggegty gteocagectg

cttcagtaga tatggeatge

ggcagttata tggtatgatg

caccatetoce agagacaatt

86

ctgacagtta
catcecatagt
ctggeeceag
caataaacca
cecatecagte
tgcgeaacgt
cttcatteag
aaaaagcggt
tatcactecat
gettttetogt
cgagttgetce
aagtgcteat
tgagatccag
tcaccagegt
gggcgacacg
atcagggtta

taggggttcc

taagaggtgt
ggaggteccct
actgggtecyg
gaagtaataa

ccaagaacac

5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060

6094

Incluye el empalme por clonacion BamHI/Bglll, péptido sefal, region V, parte de la region C y empalme

60
120
180
240

300
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gcagtatctyg c¢azatgaaca gectgagagce cgaggacacg.gctgtgtatt actgtgegag 360

aggeggtgac ttcctotact actactatta cggtatggac gtectggggee aagggaccac 420

ggtcaccgtec tectcagect ccaccaaggg cccateggte ttccecectgg caccctetag 480
c 481
<210> 15

<211> 142

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Met Glu Leu Gly Leu Arg Trp Gly Phe Leu Val Ala Leu Leu Arg Gly

Val Gln Cys Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val val Gln
20 25 30

Pro Gly Arg Ser leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ala Phe
35 40 45

Ser Arg Tyr Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
50 55 60

Glu Trp Val Ala Val Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala
65 70 75 80

Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn
85 90 95

Thr Giln Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala hrg Gly Gly Asp Phe Leu Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Gly
115 120 _ . 125

Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thx Thr Val Thr Val Ser Sex
130 : 135 140 '

<210> 16

<211> 463

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Incluye el empalme por clonacion BamHI/Bglll, péptido sefial, region V, parte de la regién C y empalme
por clonacion 3’Xbal/Nbel (pesado) o Nhel (ligero)

<400> 16

87
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ggatctcacc atgagggtcc ctgetcaget ceoctgggacte ctgctgetct ggetcoccaga 60
taccagatgt gacatccaga tgacccagtc tceatectec ctgtetgeat ctgtaggaga 120
cagagtcacc atcacttgcc gggcgagtca gggeattage aattatttag cctggtatca 180
gcagaaaaca gggaaagttc ctaagttccot gatctatgaa gecatccactt tgceaatcagg 240
ggtcecatet cggttcagtyg geggtggate tgggacagat ttcactetca ccatcageag- 300
cctgecagect gaagatgtig caacttatta ctgtcaaaat tataacagtg ccccattcac 360
tttcggeect gagaccaaag tggatatcaa acgaactgbtg getgeaccet citgtottceat 420
cttccegeca tetgatgage agttgaaate tggaactgot age 463
<210> 17
<211> 127
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 17

Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro
1 5 i0 15

Asp Thr Brg Cys Asp Ile Gln Met  Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser

20 25 30
Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly
*35 40 45
Ile Ser Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Thr Gly Lys Val Pro
50 55 60
Lys Phe Leu Ile Tyxr Glu Ala Ser Thr Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser
63 g 70 15 80
Brg Phe Ser Gly Gly Gly Ser Gly Thrx Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
85 S0 ) 85
Ser Leu Gln Pro Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Asn Tyx Asn
160 105 110
Ser BAla Pro Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys
115 120 125

<210> 18
<211> 508
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Incluye el empalme por clonacion BamHI/Bglll, péptido sefial, region V, parte de la regién C y empalme

por clonacion 3’Xbal/Nbel (pesado) o Nhel (ligero)
88



10

<400> 18

ggatctcace
cctcgt?gct
cgtggbtccag
taactatgte
tatatggtat
ctccagagac
cacggctgtg
tatggacgtc

atcggtette

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

19
143
PRT

<400>

Met
1

19

Val Gln

Pro Gly

Cya

Arg

atggggtcaa
cttttaagag
cectgggaggt
atgcactgygg
gatggaagta
aattcéaaga
tattactgtg

tggagccaay

ccectggeac

Homo sapiens

Glu Leu Gly Leu

5

Gln
20

val

Ser Leu

35

Asn
50

Ser

Glu
65

Txrp

Asp Ser

Thr Leu

Tyr Tyr

Gly Met
130

20
463

<210>
<211>

Tyr
Val
Val
Tyr
Cys

115

Asp

Val Met

Ala Ile

Lys Gly

Leu Glin

100

Ala Gly

Val Trp

ES 2440482 T3

cegecatect
gtgtceagtg
ccctgagact
tecgecagge
ataaatacta
acacgectgta
cgggtggata

ggaccacggt

cctetage

Arg

Gln Leu

Arg Leu

Trp Val

Val

Ser

caccatggag
tcaggtécag
ctcoctgtgea
tocaggeaag
tgcagactce
tctgcaaétg
taactggaac

caccgtctee

Leu
10

Leu

Glu
25

Ser

Cys Ala

40

His Trp

55

Ile
70

Trp
Arg Phe
Asn

Met

Tyr

val

Tyr

Thr

Ser

Asn

Arg Gln

Asp Gly

Ile Ser

90

Leu
105

Arg

Trp Asn

120

Gln
138

Gly

Gly

Thr Thr

89

ttggggctge
ctggtggagt
gegtetggat

gggetggagt

gtgaagggec

gacagectga
tacgagtacc

tcagecteea

Val Ala

Gly Gly

Ala Ser

Leu

Gly

Gly

getgggttet
ctgggggagg
tcaccttcag
gggtggeaat
gattcaccat
gagccgagga
actactacay

ccaagggece

Leu Arg

15

Val
30

Val

Phe Thr

45

Ala Pro

60
Ser Asn
75

Arg Asp

Ala Glu

Tyr Glu

Gly

Lys

Asn

Asp

Tyr

Lys Gly

Tyr Tyr

Ser Lys

85

Thx
1190

Ala

125

Val Thr

140

val

Ser Ser

60
120
‘180
240
300
360
420
480

508

Gly

Gln

Phe

Leu

Ala

80

Asn

Val

Tyzx



10

<212>
<213>
<220>

ADN

<223>

Secuencia Artificial

ES 2440482 T3

por clonacion 3’Xbal/Nbel (pesado) o Nhel (ligero)

Incluye el empalme por clonacion BamHI/Bglll, péptido sefal, region V, parte de la region C y empalme

<400> 20
ggatctcace atgagggtec cegetcaget cctggggete ctgctygetet gttteecagg 60
tgccagatgt gacatccaga tgacccagtc tccatectca ctgtctgeat ctgtaggaga 120
cagagtcacc atcacttgtc gggcgagtca gggecattace aattatttag cctggtttea 180
gragaaacca gggaaagcecc ctaagtecct tatctatget geatccagtt tgcaaagtgg 240
ggtcecatca aagttcageg gcagtggatce tgggacagat‘ttcagtctca ccaécagcag 300
cctgcagect gaagattttg caacttatta ctgccaacag tataatagtt accegatcac 360
ctteggecaa gggacacgac tggagattaa acgaactgtg gctgcaccat ctgtettcat 420
cttecccgeca totgatgage agttgaaatc tggaactget age _ 463
<210> 21
<211> 127
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 21
Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Cys Phe Pro
1 5 . 10 15
Gly Ala Arg Cys Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser
20 25 30
"Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly
35 40 45
Ile Thr Asn Tyr Leu Ala Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
50 55 : 60
Lys Ser Leu Ile Tyr Ala BAla Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser
65 70 75 BO
Lys Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Ser Leu Thr Ile Ser
85 ‘ " 80 95
Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn

90



10

15

20

Ser

<210> 22
<211> 490
<212> ADN
<213>
<220>

<223>

100

115

Secuencia Artificial

ES 2440482 T3

por clonacion 3’Xbal/Nbel (pesado) o Nhel (ligero)

105

120

<400> 22

ggatctcacc atggagttgyg gacttagetyg ggttttcete gttgctettt
ccagtgtcag gtccagetgg tggagtcotgg gggaggegtyg gtecagecty
. gagactctce tgtgcagegt ctggattecac cttcagtage tatggcoatge
ccaggetcoa ggcaagggge tggactggat ggeaattatt tggceatgatg
atactatgca gactccgtga agggccgatt caccatctce agagacaatt
gctgtacctg caaatgaaca gtttgagage cgaggacacg gctgtgtatt
agcttg'fggcc tatgactacg gtgactatga atactacttc ggtatggacg
agggaccacyg gtcaccgtet cctcagcectc caccaaggge ccateggict
accctctage
<210> 23
<211> 145
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 23

Met Glu Leu Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala
1 5 . 10

Val Gln Cys Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly

20 25
Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
35 40
Ser Ser Tyr Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro
50 55 60

91

110

125

Tyr Pro Ile Thr Phe Gly Gln Gly Thyr Arg Leu Glu Ile Lys

Incluye el empalme por clonacion BamHI/Bglll, péptido sefal, region V, parte de la region C y empalme

taagaggtgt 60
ggaggtccct 120
actgggtcecg 180
gaagtaataa 240
ccaagaagac 300
actgégcgag 360
tétggggcca 420
tcooccetgge 480
490
Leu Leu Arg Gly
15
Gly val val Gln
30
Gly Phe Thr Phe
45
Gly Lys Gly lLeu



ES 2440482 T3

10

15

20

Asp Trp Val Ala Ile Ile Trp His Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala
65 70 75 80
Asp Ser vVal Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Lys
85 a¢ | 95
Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val
100 105 - 110
Tyr Tyr Cys Ala Arg Ala Trp Ala Tyr Asp Tyr Gly Asp Tyr Glu Tyr
115 120 125
Tyr Phe Gly Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr val Ser
130 135 140
Ser
145
<210> 24
<211> 463
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Incluye el empalme por clonacion BamHI/Bglll, péptido sefial, region V, parte de la regién C y empalme

por clonacion 3’Xbal/Nbel (pesado) o Nhel (ligero)

<400> 24
ggatctcace
tgegagatgt

cagagtcacc

gcagaaacea

ggtceeatea
cctacagect
tttecggegga

cttececegeca

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

25
127
PRT

<400> 25

Met

atgagggtce
gacatccaga
atcacttgtc
gggaaagece
aagttcagcy
gaagattttg

gggaccaagyg

tctgatgage

Homo sapiens

ctgetcaget
tgacccagte
gggegagtea
ctaagteccct
gcagtggate
caacttatta
tggagatcaa

agttgaaatc

cctggagetc
tccatecctca
ggacattage
datctatgct
tgggacagat
ctgccaacag
acgaactgtg

tggaactgct

92

ctgctgctet
ctgtctgeat
cattatttag
gcatccagtt
ttcactctca
tataatagtt

gctgcaccat

agc

gtttcccagg
ctgtaggaga
cectggtttea
tgcaaagtgg
ccatcagecag
tececegeoteac

ctgtcttcat

60
120
180
240
300

360

+ 420

463

Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Cys Phe Pro
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10 15

Thx
25

Iie Ser

30

Gly Ala Arg Cys Gln Met Gln Ser Pro Ser Leu Ser

20

Asp

Val Val Ile Thr Gln

35

Thr
40

Ala
45

Ala Ser Gly Asp Arg Cys Arg Ser Gly

Ala Phe Gln Gln Pro Ala

60

Sex His Leu

50

Ile TEp Pro
55

Tyr Lys Gly Lys

Gln
75

Val Ser

80

Ala Ser Leu Ser Pro

70

Lys Ser Leu Ile Ala Ser

65

Tyr

Phe Thr Phe Thr Thr Ile

95

Ser Gly Asp Leu

90

Sexr Ser

85

Lys Ser ‘Gly Gly

Ala Thr

105

Gln
110

Gln Pro Glu Gln Asn

160

Ser Leu Asp Phe Tyr Tyxr Cys Tyr

Ser Phe Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

10

15

20

115

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

26
469
ADN

<223>

Secuencia Artificial

por clonacion 3'’Xbal/Nbel (pesado) o Nhel (ligero)

<400> 26

ggatcccacce
ctgtgecgag
gaagatctce
ccagatgecce
cagatacagc
cgcctacctg

acggataggca

cteagectee

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

27
138
PRT

atggggtcaa
gtgcagetgg
tgtaagggtt
gggaaaggce
ccgtectiec
cagtggagca
gcagetggeoce

accaagggeca

Homo sapiens

ccgteatect
tgecagtetgg
ctggatacag
tggagtggat
aaggccaggt
gcectgaagge

cctttgacta

catcggtett

120

cgecoctecte
agcagaggty
ctttaccagt
ggggatcatc
caccatcteca
cteggacacce

ctggggecag

cceactggea

93

ctggctgtte
aaaaagcccg
tactggateg
tatcctggtg
gcecgacaagt
éﬁcatgtatt
ggaaccctgy

cectetage

125

tccaaggagt
gggagtctet
gctgggtgeyg
actctgataé
ccatcageace
actgtgcgag

tcaccogtete

Incluye el empalme por clonacion BamHI/Bglll, péptido sefal, region V, parte de la region C y empalme

el
120
180
240
300
360
420

469



10

15

<400>
Met

27
Gly

Val Cys

Pro Gly

Thr Ser

50

Glu
65

Txp
Ser

Pro

Thr Ala

Tyr Tyr

Gln
130

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

28
466
ADN

<223>

Ser Thr

Glu
20

Ala

Glu
35

Ser
Tyr Trp
Met

Phe Gln

Val

val

Leu

lle

Ile

Gly

ES 2440482 T3

Ile

Gln

Lys

Len

Leu

Ile

Trp

Ala

Val

Ser

40

val

55

Tle
70

Gln

85

Leu
100

Tyr

Cys Ala

115

Gly Thr

Secuencia Artificial

Gln

Arg

Leu

Trp

Arg

Val

Tyr

Val

Ser

Met

Thxr

Pro

Thr

Ser

Leu

Gln

25

Cys

Arg

Gly

Tlie

Lieu

Leu Leu

10

Ser Gly

Lys Gly
Gln Met

Ser
75

aAsp

Ser Ala

90

Lys Ala

105

Ala
120

Val

135

por clonacion 3’Xbal/Nbel (pesado) o Nhel (ligero)

<400> 28
ggatctcacce

taccactgga
aagagccgcc
acagaaacct
tatecceagec
cetgeagtet
cagttttgge

catcttcccg

<210> 29
<211> 128

atgagggtecc ccgctcaget tetcocttectt

ggaatagtga
ctctectgea
ggccaggctce
aggttcagtg
gaagattctg
caggggaccyg

ccatctgatg

tygacgoagte
ggaccagtca
ccaggectecot
gcagtgggte
cagtttatta
agctggagat

agcagttgaa

tccagccace
gagtattggce
catctatggt
tgggacagag
ctgtcagceat
caaacgéact

atckggaact

94

Ala

Ser

Ala

Ser

ctgctactet
ctgtctgtgt
tggaacttag
gcatctteca
ttecactctea
tatgataact
gtggctgeac

gctagce

Ala val

Ala Glu

Ser Gly

45

Pro
60

Gly
Asp Thr
Asp Lys
Ser

Asp

Phe
125

Pro

ggcteccoccaga
ctcocagggga
cctggtacca

ggaccactgqg

ccatecageaqg

ggcceatgtg

catctgtctt

"Tyr

Gln
i5

Lenu

Val
30

Lys
Serx
Lys Gly
Arg

Tyr

Tle
495

Ser

Thr Ala

110

Asp Tvyr

60
120
180
240
300
360
420

466

Gly

Lys

Phe

Leu

Ser

80

Ser

Met

Trp

Incluye el empalme por clonacion BamHI/Bglll, péptido sefal, region V, parte de la region C y empalme
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 29

Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Tr§ Leu Pro
1 5 10 15

Asp Thr Thr Gly Gly Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser
20 25 30

Val Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Thr Ser Gln Ser
35 40 15

Ile Gly Trp Asn Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro
50 : 55 60 ‘

Arg Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Thr Thr Gly Ile Pro Ala
65 70 75 . 80

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser
B85 30 95

Ser Leu Gln Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Gln His Tyr Asp
i00 1085 110

Asn Trp Pro Met Cys Ser Phe Gly Gln Gly Thr Glu Leu Glu Ile Lys
115 120 . 125

<210> 30

<211> 487

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Incluye el empalme por clonacion BamHI/Bglll, péptido sefial, region V, parte de la regién C y empalme
por clonacion 3’Xbal/Nbel (pesado) o Nhel (ligero)

<400> 30

ggatctcace atggagtttg ggctgtgetg gattttecte gttgetettt taagaggtgt 60
ccagtgtcag gtgcagetgg tggagtetgyg gggaggegtg gtccagectyg ggaggtcect 120
gagactctec tgtgoagect ctggattcac cttcattage tatggcatgce actgggtécg 180
ccaggctcca ggecaagggyc tggagtgggt ggcagttata tcatatgatg gaagtaataa 240

atactatgca gactcegtga agggccgatt caccatctcc agagacaatt ccaagaacac 300
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getgtatctg caaatgaaca goctgagage tgaggacacg getgtgtatt actgtgegag

agtattagtg ggagetttat attattataa ctactacggg atggacgtet ggggecaagg

gaccacggtce accgtcectect cagectecac caagggecca teggtettee cectggeace

ctctage

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

<400>

Met
1l

Val
Pro
Ile

Glu
65

Asp
Thr
Tyf

Tyx

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

31
144
PRT

Homo sapiens

31

Glu

Gln

Gly

Ser

50

Trp

Ser

Leu

Tyr

Gly
130

32
478
ADN

Secuencia Atrtificial

Incluye el empalme por clonacion BamHI/Bglll, péptido sefal, region V, parte de la region C y empalme

Phe

Cys

Arg

35

Tyr

Val

Val

Tyr

Cys

115

Met

Gly
Gin
20

Ser

Gly

Ala.

iys
Leu
100

Ala

Asg

Leu Cys
Val Gln
Leu Arg
Met His
vVal Ile

70
Gly Arg
85 .
Gln Met

Arg Val

Val Trp

Trp

Leu

Leu

Trp

38

Ser

Phe

Asn

Len

Gly
135

Ile
Val
Ser
40

val
Tyr
Thr
?er
val

120

Gin

por clonacion 3’Xbal/Nbel (pesado) o Nhel (ligero)

<400>

32

Phe

Glua

25

Cys

Arg

Asp

Iie

Leu

105

Gly

96

Leu
10

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
a0

Arg

Ala

Thr

Val

Gly

Als

Ala

Serx

75

Axg

Ala

Leu

Thr

Ala

Gly

Ser

Bro ¢

60

Asn

Asp

Glu

Tyr

val
140

Leu

Gly

Gly

45

Lys

Asn

Asp

Tyr

125

Thr

Leu

Val
30

Phe

Lys

Tyr
Ser
Thr
110

Tyr

Val

Arg
15

Val
Thr
Gly
Tyr
Lys
95

Ala

Asn

Ser

360
4290
480

487

Gly

Gln

Phe

Leu

Ala

B8O

Asn

Val

Tyr

Ser



ggatctecacc
atscagtgca
gceggectee
tttgtattgg
caaccggttc
actgaaaatc
acagcttceg

dccatctgtc

atgagggtce
gatattgtga
atetcctgea
tatctgcaga
tetggagtge
ageegggtgg
ctecactttcg

ttecatctice

<210>
5 <211>
<212>
<213>

<400>
10

33

132

PRT

Homo sapiens

33

Met Arg
1

Gly Ser

Val Thr

I,eu Leu

50

Pro
65

Gly
Ser
Thr ?eu
Met

Cys

Val Glu

130

Val Pro

Ala
20

Ser

Pro
35

His Ser

Gln

Pro

val Pro

Ala

Asp

Gln

Asp

Pro

Asp

ES 2440482 T3

ctgectecaget
tgacccagac
agtctagtea
agccaggecea
cagataggtt
aggctgagga
gcggagggac

cgceatetga

Gln Leu

Ile Val

Pro Ala

Gly Lys

Gln
10

Leu

Phe

85

Ile
140

Lys

Gln Ser

"115

Ile Lys

Ser

Ile

Arg Val

Gln Leu

cctggggetg

tccactctcot
gagectcctg
gccteocacag
cagtggecage
tgttgggett
caaggtggay

tgagcagttg

Leu

Gly Leu

ctaatgetcet
ctgtecogtca
catagtgatg
ctectgatet
gggtcaggga
tattactgea
atcaaacgaa

aaatctggaa

Leu

10

Thr
25

Met

Ser Ille

40

Thr Phe

Leu Ile

Ser

Glu Ala

108

Pro Leu

120

97

Gln
Ser
Leu
Ty#
Ser
80

Glu

Thr

Thr

Cys

Tyr

60
Glu
15
Giy

Asp

Phe

Met

Pro

Lys

Trp

Val

Ser

Val

ggatacctgg
cecctggaca
gaaagacctt
atgaggttte
cagatttcae
tgeaaagtat
ctgtggctge

ctgctage

Leu Txp

Ser
30

Leu

Ser Ser

45

Tyr Leu

Ser Asn
Gly Thr

Leu,
110

Gly

Gly
125

60
120
180
240
300

360

- 420

Ile
15

Leu
Gln
Gin
Arg
Aép
Tyr

Thr

478

Pro
Ser
Sex
Lys
Phe
80

Phe

Tyxr

Lys
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REIVINDICACIONES

1.- Un conjugado anticuerpo-farmaco, que comprende:

un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une un antigeno prostatico especifico de
membrana (PSMA), conjugado a monometilauristatina norefedrina o monomentilauristatina fenilalanina, en donde
el conjugado anticuerpo-farmaco tiene una selectividad por células PC3 a células C4-2 o LNCaP de al menos 250,
y 3 6 4 moléculas de monometilauristatina norefedrina o monomentilauristatina fenilalanina estan conjugadas al
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo.

2.- El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicacién 1, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo es un anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une
especificamente a:

(a) PSMA,;
(b) un dominio extracelular de PSMA; o
(c) a un epitopo conformacional de PSMA.

3.- El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo es codificado por una molécula
de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que es al menos 90, 95, 97, 98 6 99% idéntica a
una secuencia de nucleétidos que codifica un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en: AB-PG1-XG1-
006, AB-PGI-XG1-026 y anticuerpos que comprenden:

(a) una cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la region o regiones
codificadoras de una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en secuencias de nucledtidos
recogidas como SEQ ID NOs: 2y 3,y

(b) una cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la regién o regiones
codificadoras de una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en secuencias de nucledtidos
recogidas como SEQ ID NOs: 8y 9, o

(c) una region variable de la cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que
comprende la regidon o regiones codificadoras de una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que
consiste en secuencias de nucledtidos recogidas como SEQ ID NOs: 14y 18,y

(d) una regién variable de la cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende
la region o regiones codificadoras de una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en
secuencias de nucledtidos recogidas como SEQ ID NOs: 16 y 20.

4.- El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo es AB-PGI-XG1-006, Al3-PGI-XG1-026 o un fragmento de union a antigeno del mismo.

5.- El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo se selecciona del grupo que consiste en:

(a) anticuerpos que comprenden una cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que
comprende la regidon o regiones codificadoras de una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que
consiste en secuencias de nucleétidos recogidas como SEQ ID NOs: 2 y 3, y una cadena ligera codificada por una
molécula de acido nucleico que comprende la region o regiones codificadoras de una secuencia de nucleotidos
seleccionada del grupo que consiste en secuencias de nucleétidos recogidas como SEQ ID NOs: 8y 9, y

fragmentos de unién a antigeno de los mismos;

(b) anticuerpos que comprenden una cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que
comprende la regién o regiones codificadoras de una secuencia de nucledtidos recogida como SEQ ID NO: 2, y
una cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la regién o regiones codificadoras
de una secuencia de nucleotidos recogida como SEQ ID NO: 8, y

fragmentos de unién a antigeno de los mismos; y

(c) anticuerpos que comprenden una cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que
comprende la regién o regiones codificadoras de una secuencia de nucleétidos recogida como SEQ ID NO: 3, y
una cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la regién o regiones codificadoras
de una secuencia de nucleétidos recogida como SEQ ID NO: 9, y

fragmentos de unién a antigeno de los mismos; y

(d) anticuerpos que comprenden una region variable de la cadena pesada codificada por una molécula de
acido nucleico que comprende la region o regiones codificadoras de una secuencia de nucleétidos seleccionada del
grupo que consiste en secuencias de nucledtidos recogidas como SEQ ID NOs: 14 y 18, y una regién variable de la
cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la region o regiones codificadoras de
una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en secuencias de nucleétidos recogidas como
SEQID NOs: 16y 20, y
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fragmentos de unién a antigeno de los mismos; y

(e) anticuerpos que comprenden una region variable de la cadena pesada codificada por una molécula de
acido nucleico que comprende la regién o regiones codificadoras de una secuencia de nucleétidos recogida como
SEQ ID NO: 14, y una regién variable de la cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que
comprende la region o regiones codificadoras de una secuencia de nucledétidos recogida como SEQ ID NO: 16, y

fragmentos de unién a antigeno de los mismos; y

(f) anticuerpos que comprenden una region variable de la cadena pesada codificada por una molécula de
acido nucleico que comprende la regién o regiones codificadoras de una secuencia de nucleétidos recogida como
SEQ ID NO: 18, y una regién variable de la cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que
comprende la regién o regiones codificadoras de una secuencia de nucledtidos recogida como SEQ ID NO: 20, y

fragmentos de unién a antigeno de los mismos.

6.- El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicaciéon 1, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo es IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgM, IgA1, IgA2, IgAsec, IgD, IgE o tiene un dominio constante y/o
variable de inmunoglobulina de IgG1, 1IgG2, IgG3, 1gG4, IgM, IgA1, IgA2, IgAsec, IgD o IgE.

7.- El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicaciéon 1, en donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal,
humanizado, humano, recombinante, quimérico, biespecifico o multiespecifico.

8.- El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 1, en donde el fragmento de unién a antigeno es un
fragmento Fab, un fragmento F(ab’),, un fragmento Fv o un fragmento que contiene CDRS3.

9.- El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 1, en donde la selectividad por células PC-3 a células C4-
2 o LNCaP es al menos 500, 1000, 2500, 6000 6 13.000.

10.- El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 1, en donde la monometilauristatin norefredina o
monometilauristatin fenilalanina esta conjugada al anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo con un
compuesto de la formula:

“An-Ym-Zm-Xn-Wh-,

en donde A es una unidad acilo carboxilica; Y es un aminoacido; Z es un aminoacido; X y W son cada
uno un espaciador auto-inmolativo; n es un nimero entero de 0 6 1; y m es un nimero enterode 061, 2,3,4,506
6.

11.- El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 10, en donde A es

(a)
o)

“N——(CH2){CO——

(o)
en que q es 1-10,
(b) 4-(N-succinimidometil)ciclohexano-1-carbonilo,
(c) m-succinimidobenzoilo,
(d) 4-(p-succinimidofenil)-butirilo,
(e) 4-(2-acetamido)benzoilo,
(f) 3-tiopropionilo,
(g) 4-(1-tioetil)-benzoilo,
(h) 6-(3-tiopropionilamido)-hexanoilo, o
(i) maleimida-caproilo.

12.- El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicacién 10, en donde Y es alanina, valina, leucina, isoleucina,
metionina, fenilalanina, triptéfano o prolina.

13.- El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicacién 10, en donde Z es lisina, lisina protegida con acetilo o
formilo, arginina, arginina protegida con tosilo o grupos nitro, histidina, ornitina, ornitina protegida con acetilo o
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formilo, o citrulina.
14 .- El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 10, en donde Yn-Zm es valina-citrulina.

15.- El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 10, en donde Yn-Zn €s una secuencia de proteinas que
es selectivamente escindible por una proteasa.

16.- El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 10, en donde X es:
(a) un compuesto que tiene la férmula

——NH

Q.
enque TesO,NoS;
(b) un compuesto que tiene la formula
-HN-R'-COT,
en que R'es alquilo C1-C5, Tes O, N0 S;
(c) un compuesto que tiene la formula
T
—N COOR?

enque TesO,No S, R%ZesHo alquilo C+-Cs;

(d) p-aminobencilcarbamoiloxi;

(e) alcohol p-aminobencilico;

(f) carbamato de p-aminobencilo;

(g) p-aminobenciloxicarbonilo; o

(h) acido y-aminobutirico; acido a,a-dimetil-y-aminobutirico o acido B,B-dimetil-y-aminobutirico.

17.- El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 10, en donde W es

cOT CoT
M &
o

enque Tes O, SoN.
18.- El conjugado anticuerpo-farmaco de cualquiera de las reivindicaciones 10-17, en donde m y n son 0.

19.- El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 1, que es AB-PG1-XG1-006-maleimida caproil-valina-
citrulina-p-aminobenciloxicarbonil-monometilauristatin norefredina, AB-PG1-XG1-006-maleimida caproil-valina-
citrulina-p-aminobenciloxicarbonil-monometilauristatin fenilalanina, AB-PG1-XG1-006-maleimida-caproil-
monometilauristatin fenilalanina, AB-PG1-XG1-006-maleimida-caproil-valina-citrulina-p-carbamato de
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aminobencilo-monometilauristatin norefedrina, AB-PG1-XG1-006-maleimida-caproil-valina-citrulina-p-carbamato
de aminobencilo-monometilauristatin fenilalanina, AB-PG1-XG1-026-maleimida-caproil-valina-citrulina-p-
aminobenciloxicarbonil-monometilauristatin  norefedrina, AB-PG1-XG1-026-maleimida-caproil-valina-citrulina-p-
aminobenciloxicarbonil-monometilauristatin fenilalanina o AB-PG1-XG1-026-maleimida-caproil-monometilauristatin
fenilalanina.

20.- El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 1, en donde el conjugado anticuerpo-farmaco une una
célula tumoral, preferiblemente una célula de tumor de préstata.

21.- El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 1, en donde el conjugado anticuerpo-farmaco une
células endoteliales de la neovasculatura de un tumor, no requiere de una lisis celular para unirse a PSMA,
conduce a una paralizacion del ciclo celular y/o inhibe el crecimiento de células que expresan PSMA.

22.- El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 1, en donde el conjugado anticuerpo-farmaco media en
el exterminio de células especifico de células que expresan PSMA con una Clso de:

(a) menor que 1X10'10, 1X10™"" 1x10™72 M;

(b) 11-, 42-, 60- 0 -65 - 208X10™* M; o

(c) 11, 42, 60 u 83X10™ M.

23.- El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 1, en donde el conjugado anticuerpo-farmaco, cuando se
administra a ratones con un régimen de g4d x 6 a una dosis de 6 mg/kg resulta una tasa de curacién de al menos
20%, 30%, 40% o 50%.

24 .- El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 1, unido a un marcador, preferiblemente un marcador
fluorescente, un marcador enzimatico, un marcador radiactivo, un marcador activo de resonancia magnética
nuclear, un marcador luminiscente o un marcador cromoéforo.

25.- El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 1, envasado en forma liofilizada o acuosa.
26.- El conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 1, en una forma estéril.

27.- Una composicién que comprende:

(a) el conjugado anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 1 y un vehiculo, excipiente o estabilizador
farmacéuticamente aceptable; o

(b) una combinacion de dos o mas conjugados anticuerpo-farmaco diferentes de acuerdo con la
reivindicacion 1 y un vehiculo, excipiente o estabilizador farmacéuticamente aceptable.

28.- La composicion de la reivindicacion 27 que comprende, ademas, un agente antitumoral, un agente
inmunoestimulante, un inmunomodulador, corticosteroides o una combinacién de los mismos.

29.- La composicion de la reivindicacion 28, en donde el agente antitumoral es un agente citotdxico, un agente que
actua sobre la neovasculatura del tumor o una combinacién de los mismos, preferiblemente docetaxel.

30.- La composicion de la reivindicacion 28, en donde el inmunomodulador es una citoquina, quimioquina,
adyuvante o una combinacién de los mismos.

31.- La composicion de la reivindicacion 28, en donde el agente inmunoestimulante es interleuquina-2, a-interferén,
y-interferdn, factor a de necrosis tumoral, un oligonucleétido inmunoestimulante o una combinacién de los mismos.

32.- La composicién de la reivindicacion 28, en donde el corticosteroide es prednisona o hidrocortisona.

33.- Una composicién, que comprende:
uno o mas conjugados anticuerpo-farmaco de la reivindicaciéon 1, y uno o mas anticuerpos anti-PSMA no
conjugados.

34.- Un conjugado anticuerpo-farmaco segun cualquiera de las reivindicaciones 1-23, para uso en un método para
inhibir el crecimiento de una célula que expresa PSMA, en donde el conjugado se ha de poner en contacto con la
célula que expresa PSMA.

35.- Un conjugado anticuerpo-farmaco segun la reivindicacion 34, en donde la célula que expresa PSMA es una
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célula de tumor de proéstata, una célula de la neovasculatura de un tumor no prostatico, una célula andrégeno-
dependiente o una célula andrégeno-independiente.

36.- Un conjugado anticuerpo-farmaco segun la reivindicacion 34, en donde, en dicho método, la célula que
expresa PSMA se ha de poner adicionalmente en contacto con un agente antitumoral, un agente
inmunoestimulante, un inmunomodulador, corticosteroide o una combinacién de los mismos.

37.- Un método ex vivo para inhibir el crecimiento de una célula que expresa PSMA, que comprende poner en
contacto la célula que expresa PSMA con una cantidad de un conjugado anticuerpo-farmaco segun cualquiera de
las reivindicaciones 1-23, eficaz para inhibir el crecimiento de la célula que expresa PSMA.

38.- Un método segun la reivindicacion 37, en el que la célula que expresa PSMA es una célula de tumor de
prostata, una célula de la neovasculatura de un tumor no prostatico, una célula andrégeno-dependiente o una
célula androgeno-independiente.

39.- Un método segun la reivindicacion 37, que comprende, ademas, poner en contacto la célula que expresa
PSMA con un agente antitumoral, un agente inmunoestimulante, un inmunomodulador, corticosteroide o una
combinacion de los mismos.

40.- Un conjugado anticuerpo-farmaco segun cualquiera una de las reivindicaciones 1-23, para uso en un método
de efectuar la paralizacién del ciclo celular en una célula que expresa PSMA, en el que el conjugado se ha de poner
en contacto con la célula que expresa PSMA.

41.- Un conjugado anticuerpo-farmaco segun cualquiera de las reivindicaciones 1-23, para uso en un método para
tratar el cancer, opcionalmente cancer de prostata, o un cancer no prostatico, y dicho cancer no prostatico,
opcionalmente, es cancer de vejiga, cancer pancreatico, cancer de pulmoén, cancer de rifiones, sarcoma, cancer de
mama, cancer de cerebro, carcinoma neuroendocrino, cancer de colon, cancer testicular o melanoma.

42.- Un conjugado anticuerpo-farmaco para uso en un método para tratar el cancer segun la reivindicacion 41, en
donde, en dicho método, otro agente terapéutico se ha de co-administrar para tratar el cancer, en donde la co-
administracion se ha de realizar antes, durante o después de la administracion del conjugado anticuerpo-farmaco.

43.- Un conjugado anticuerpo-farmaco para uso en un método para tratar el cancer segun la reivindicacion 42, en
donde el otro agente terapéutico es un agente antitumoral, un agente inmunoestimulante, un inmunomodulador,
corticosteroide o una combinacién de los mismos.

44 .- Un conjugado anticuerpo-farmaco para uso en un método para inhibir el crecimiento de una célula que
expresa PSMA segun la reivindicacion 36, un conjugado anticuerpo-farmaco para uso en un método para tratar el
cancer segun la reivindicacion 43, o un método segun la reivindicacion 39, en donde el agente antitumoral es un
agente citotoxico, un agente que actua sobre la neovasculatura del tumor o una combinacion de los mismos vy,
preferiblemente, docetaxel.

45.- Un conjugado anticuerpo-farmaco para uso en un método para inhibir el crecimiento de una célula que
expresa PSMA segun la reivindicacion 36, un conjugado anticuerpo-farmaco para uso en un método para tratar el
cancer segun la reivindicacion 43, o un método segun la reivindicacion 39, en donde el inmunomodulador es una
citoquina, quimioquina, adyuvante o una combinacion de los mismos.

46.- Un conjugado anticuerpo-farmaco para uso en un método para inhibir el crecimiento de una célula que
expresa PSMA segun la reivindicacion 36, un conjugado anticuerpo-farmaco para uso en un método para tratar el
cancer segun la reivindicacion 43, o un método segun la reivindicacion 39, en donde el agente inmunoestimulante
es interleuquina-2, a-interferén, y-interferén, factor a de necrosis tumoral, un oligonucleétido inmunoestimulante o
una combinacién de los mismos.

47.- Un conjugado anticuerpo-farmaco para uso en un método para inhibir el crecimiento de una célula que
expresa PSMA segun la reivindicacion 36, un conjugado anticuerpo-farmaco para uso en un método para tratar el
cancer segun la reivindicacion 43, o un método segun la reivindicaciéon 39, en donde el corticosteroide es
prednisona o hidrocortisona.

48.- Un conjugado anticuerpo-farmaco para uso en un método para tratar el cancer segun la reivindicacion 42, en
donde el agente terapéutico es una vacuna, preferiblemente una vacuna que inmuniza contra PSMA.
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49.- Un conjugado anticuerpo-farmaco para uso en un método para inhibir el crecimiento de una célula que
expresa PSMA segun la reivindicacion 44, o un conjugado anticuerpo-farmaco para uso en un método para tratar
el cancer segun una cualquiera de las reivindicaciones 42-44, en donde, en dicho método, se ha de administrar
todavia otro agente terapeutico, preferiblemente prednisona.

50.- Un conjugado anticuerpo-farmaco segun cualquiera de las reivindicaciones 1-23, para uso en un método para
inhibir el crecimiento de un tumor, en donde dicho conjugado se ha de poner en contacto con células que expresan
PSMA de la neovasculatura del tumor, para inhibir con ello el crecimiento del tumor.

51.- Un conjugado anticuerpo-farmaco para uso en un método para inhibir el crecimiento de un tumor segun la
reivindicacion 50, en donde, en dicho método, las células que expresan PSMA se han de poner en contacto,
adicionalmente, con un agente antitumoral, un agente inmunoestimulante, un inmunomodulador, corticosteroide o
una combinacion de los mismos.

52.- Un conjugado anticuerpo-farmaco para uso en un método para inhibir el crecimiento de un tumor segun la
reivindicacion 51, en donde:

(a) el agente antitumoral es un agente citotdxico, un agente que actua sobre la neovasculatura del tumor o
una combinacion de los mismos;

(b) el inmunomodulador es una citoquina, quimioquina, adyuvante o una combinacién de los mismos; y/o

(c) el agente inmunoestimulante es interleuquina-2, a-interferdn, y-interferdn, factor a de necrosis tumoral,
oligonucledtidos inmunoestimulantes o una combinacion de los mismos.
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