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DESCRIPCION
Compuestos para exterminar células cancerosas que expresan PSMA, resistentes a taxano
Solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio bajo 35 U.S.C. § 119 de la solicitud provisional de los Estados Unidos de
Ameérica 61/095.300, presentada el 8 de septiembre de 2008, y la solicitud provisional de los Estados Unidos de
América 61/205.395, presentada el 20 de enero de 2009.

Antecedentes de la invencion

El cancer de prostata es la neoplasia mas habitual y la segunda causa principal de muerte por cancer en hombres
en los Estados Unidos de América (Jemal A, et al., CA Cancer J Clin 2005; 55:10-30). El cancer de prostata
localizado se trata tipicamente con cirugia o radiacion, y la enfermedad recurrente se puede controlar temporalmente
con ablaciéon de androgenos (Klein EA, et al., Urol Clin North Am 2003; 30:315-30). Sin embargo, casi todos los
carcinomas de prostata se hacen eventualmente refractarios a hormonas, y después progresan rapidamente
(Denmeade SR, et al., Nat Rev Cancer 2002;2:389-96). Se ha demostrado que el cancer de prostata refractario a
hormonas o dependiente de andrégenos es muy resistente a la quimioterapia convencional. Con la excepcion de
cuidados paliativos, la Unica quimioterapia aprobada es docetaxel en combinaciéon 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).

M. D GALSKY ET AL: JOURNAL OF CLINICAL ONCOLOGY, AMERICAN SOCIETY OF CLINICAL ONCOLOGY,
vol. 26, n® 13, 2008 (2008-05-01) describen los resultados de un ensayo clinico llevado a cabo sobre el
inmunoconjugado MLN2704 en pacientes con cancer de préstata metastasico progresivo resistente a la castracion.
MLNZ2704 comprende J591, un anticuerpo monoclonal desinmunizado dirigido hacia un dominio externo de PSMA, y
el farmaco analogo de maytansina maytansoide-1 (DM1).

Sumario de la invencién

La presente invencion se refiere, al menos en parte, al descubrimiento sorprendente de que conjugados de
anticuerpo-farmaco (ADCs) que comprenden un anticuerpo o su fragmento de unién a antigeno que se une
especificamente a PSMA, conjugado con un derivado de dolastatina 10, en particular auristatinas tales como MMAE
(también denominada aqui como monometilauristatina E o monometilauristatin norefedrina) o MMAF (también
denominada aqui como monometilauristatina F o monometilauristatin fenilalanina), se pueden usar para exterminar
células cancerosas que expresan PSMA, resistentes a taxano, y para tratar cancer que expresa PSMA, resistente a
taxano, descrito aqui; por lo tanto, son métodos para exterminar células cancerosas que expresan PSMA,
resistentes a taxano. También se describen aqui métodos para tratar un sujeto con un cancer que expresa PSMA,
resistente a taxano. En una realizacién de estos ultimos métodos, los métodos implican En una realizacién de los
ultimos métodos, los métodos implican exterminar células cancerosas que expresan PSMA, resistentes a taxano. En
otra realizacion de los ultimos métodos, los métodos implican retrasar o inhibir la progresion del cancer. En todavia
otra realizacion de los ultimos métodos, los métodos implican incrementar la supervivencia del sujeto en
comparacion con la supervivencia media de los sujetos que no se han tratado con ADC de PSMA y que tienen
cancer de prostata metastasico progresivo, resistente a la castracion, que ha progresado después de una terapia
previa con taxano. En todavia otra realizacién de los ultimos métodos, los métodos implican hacer disminuir un nivel
circulante de células tumorales circulantes (CTCs), en comparacion con un nivel de linea base. En una realizacion
adicional de los ultimos métodos, los métodos implican hacer disminuir o estabilizar un nivel sérico de PSA, en
comparacion con un nivel de linea base de PSA.

Por lo tanto, en un aspecto, se describe un método para exterminar células cancerosas que expresan PSMA,
resistentes a taxano, que comprende poner en contacto las células cancerosas que expresan PSMA, resistentes a
taxano, con un conjugado de anticuerpo-farmaco en una cantidad eficaz para exterminar las células cancerosas que
expresan PSMA, resistentes a taxano, en el que el conjugado de anticuerpo-farmaco comprende un anticuerpo
monoclonal o su fragmento de unién a antigeno que se une especificamente al antigeno de membrana especifico de
la prostata (PSMA) conjugado con monometilauristatin norefedrina o monometilauristatin fenilalanina, y en el que la
secuencia de PSMA es la secuencia expuesta en SEC ID NO: 1.

En otro aspecto, también se describe un método para tratar un sujeto que tiene un cancer que expresa PSMA,
resistente a taxano, que comprende administrar al sujeto que tiene un cancer que expresa PSMA, resistente a
taxano, un conjugado de anticuerpo-farmaco en una cantidad eficaz para tratar el cancer que expresa PSMA,
resistente a taxano, en el que el conjugado de anticuerpo-farmaco comprende un anticuerpo monoclonal o su
fragmento de unién a antigeno que se une especificamente al antigeno de membrana especifico de la prdstata
(PSMA) conjugado con monometilauristatin norefedrina o monometilauristatin fenilalanina, y en el que la secuencia
de PSMA es la secuencia expuesta en SEC ID NO: 1. En una realizacién, el método implica exterminar células
cancerosas que expresan PSMA, resistentes a taxano. En otra realizacion, el método implica retrasar o inhibir la
progresion del cancer. En todavia otra realizacion, el método implica incrementar la supervivencia del sujeto en
comparacion con la supervivencia media de sujetos que no han sido tratados con el ADC de PSMA y que tienen
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cancer de prostata metastasico progresivo, resistente a la castracion, que ha progresado tras una terapia previa con
taxano. En todavia otra realizacion, el método implica hacer disminuir un nivel circulante de células tumorales
circulantes (CTCs) en comparacion con un nivel de linea base. En una realizacion adicional, el método implica hacer
disminuir o estabilizar un nivel sérico de PSA en comparacién con un nivel de linea base de PSA.

En todavia otro aspecto, también se proporciona un método para tratar un sujeto que tiene cancer de prostata
metastasico progresivo, resistente a la castracion, que ha progresado tras una terapia previa con taxano, que
comprende administrar una cantidad eficaz de un conjugado de anticuerpo-farmaco, en el que el conjugado de
anticuerpo-farmaco comprende un anticuerpo monoclonal o su fragmento de unién a antigeno que se une
especificamente a antigeno de membrana especifico de la prostata (PSMA) conjugado a monometilauristatin
norefedrina o monometilauristatin fenilalanina, y en el que la secuencia de PSMA es la secuencia expuesta en SEC
ID NO: 1. En una realizacion, el conjugado de anticuerpo-farmaco de PSMA (también denominado aqui como “ADC
de PSMA” o “ADC”) consiste esencialmente en un anticuerpo monoclonal humano contra PSMA conjugado a
monometilaurastatin norefedrina (MMAE) via un ligador de valina-citrulina. En una realizacion, el método implica
exterminar células cancerosas que expresan PSMA, resistentes a taxano. En otra realizaciéon, el método implica
retrasar o inhibir la progresion del cancer. En todavia otra realizacion, el método implica incrementar la supervivencia
del sujeto en comparacion con la supervivencia media de los sujetos que no se han tratado con el ADC de PSMA y
que tienen cancer de préstata metastasico progresivo, resistente a la castracion, que ha progresado tras una terapia
previa con taxano. En todavia otra realizaciéon, el método implica hacer disminuir un nivel circulante de células
tumorales circulantes (CTCs) en comparacion con un nivel de linea base. En una realizacion adicional, el método
implica hacer disminuir o estabilizar un nivel sérico de PSA en comparacién con un nivel de linea base de PSA.

En una realizacion de los métodos proporcionados, la cantidad eficaz del ADC es suficiente para 1) retrasar o inhibir
la progresion del cancer, 2) incrementar la supervivencia del sujeto en comparacion con la supervivencia media de
sujetos que no han sido tratados con ADC de PSMA y que tienen cancer de préstata metastasico progresivo,
resistente a la castracion, que ha progresado tras una terapia previa con taxano, 3) disminuir un nivel circulante de
células tumorales circulantes (CTCs) en comparacion con un nivel de linea base y/o 4) disminuir o estabilizar un
nivel sérico de antigeno especifico de la prostata (PSA) en comparacién con un nivel de linea base de PSA.

En una realizacion, el exterminio de las células cancerosas que expresan PSMA, resistentes a taxano, o el retraso o
inhibicién de la progresién del cancer se demuestra mediante cambios en la imagen radiografica en la carga tumoral
en comparacion con una imagen radiografica inicial en el sujeto antes de la administracion del ADC de PSMA. En
una realizacion, el cambio en la imagen radiografica es un cambio de al menos 10%. En otra realizacion, el cambio
en la imagen radiografica es un cambio de al menos 20%. En todavia otra realizacion, el cambio en la imagen
radiografica es un cambio de al menos 30%. En todavia otra realizacion, el cambio en la imagen radiografica es un
cambio de al menos 40%. En una realizacién adicional, el cambio en la imagen radiografica es un cambio de al
menos 50%. En todavia una realizacién adicional, el cambio en la imagen radiografica es un cambio de al menos
60%.

En otra realizacién de los métodos proporcionados, el exterminio de las células cancerosas que expresan PSMA,
resistentes a taxano, o el retraso o inhibicion de la progresion del cancer se demuestra mediante un cambio en al
menos un biomarcador para metastasis 6sea y metabolismo 6seo, en comparacién con un valor de linea base antes
de la administracion del ADC de PSMA. En una realizacion, el biomarcador es N-telopéptido, fosfatasa alcalina 6sea,
osteocalcina, calcitonina, calcio, piridinolina o desoxipiridinolina.

En todavia otra realizacion de los métodos proporcionados, el tratamiento con el ADC de PSMA da como resultado
una mayor supervivencia para el sujeto, en el que la supervivencia aumenta en comparacion con el tiempo medio de
supervivencia de sujetos con cancer que expresa PSMA, resistente a taxano, no tratado con ADC de PSMA. En una
realizacion, la supervivencia en el sujeto aumenta en cuatro semanas. En otra realizacion, la supervivencia en el
sujeto aumenta en seis semanas. En todavia otra realizacion, la supervivencia en el sujeto aumenta en dos meses.
En todavia otra realizacion, la supervivencia en el sujeto aumenta en cuatro meses. En una realizacién adicional, la
supervivencia en el sujeto aumenta en seis meses. En otra realizacion, la supervivencia en el sujeto aumenta en
ocho meses. En todavia otra realizacion, la supervivencia en el sujeto aumenta en diez meses. En todavia otra
realizacion, la supervivencia en el sujeto aumenta en doce meses. En todavia otra realizacion, la supervivencia en el
sujeto aumenta en catorce meses.

En todavia otra realizacion de los métodos proporcionados, el tratamiento con el ADC de PSMA da como resultado
una mejora en la calidad de vida del sujeto en comparacioén con la calidad de vida del sujeto antes del tratamiento
con el ADC de PSMA.

En una realizacién adicional de los métodos proporcionados, las células cancerosas que expresan PSMA,
resistentes a taxano, son resistentes a docetaxel o paclitaxel. En todavia una realizacién adicional de los métodos
proporcionados, el cancer que expresa PSMA, resistente a taxano, es resistente a docetaxel o paclitaxel.

En otra realizaciéon de los métodos proporcionados, las células cancerosas que expresan PSMA, resistentes a
taxano, son células de cancer de préstata o células de cancer no de préstata. En una realizacién, las células de
cancer no de prostata son células de cancer de vejiga, células de cancer pancreatico, células de cancer hepatico,
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células de cancer de pulmén, células de cancer de rifién, células de sarcoma, células de cancer de mama, células
de cancer de cerebro, células de carcinoma neuroendocrino, células de cancer de colon, células de cancer testicular
o células de melanoma.

En todavia otra realizacién de los métodos proporcionados, el cancer que expresa PSMA, resistente a taxano, es
cancer de préstata o cancer no de prostata. En una realizacion, el cancer no de préstata es cancer de vejiga, cancer
pancreatico, cancer hepatico, cancer de pulmén, cancer de rifién, sarcoma, cancer de mama, cancer de cerebro,
carcinoma neuroendocrino, cancer de colon, cancer testicular o melanoma.

En una realizacién adicional de los métodos proporcionados, las células cancerosas que expresan PSMA,
resistentes a taxano, son de un tumor. En todavia una realizaciéon adicional de los métodos proporcionados, el
cancer que expresa PSMA, resistente a taxano, es un tumor. En una realizacion, el volumen del tumor es al menos
100 mm™ antes del inicio del método que usa ADC de PSMA. En otra realizacion, el volumen del tumor es al menos
200 mm®. En todavia otra realizacion, el volumen del tumor es al menos 300 mm?®. En una realizacion adicional, el
volumen del tumor es al menos 400 mm°. En todavia una realizacién adicional, el volumen del tumor es al menos
500 mm®. En todavia otra realizacion, el volumen del tumor es al menos 600 mm?®. En aun otra realizacion, el
volumen del tumor es al menos 700 mm?®. En una realizacidn adicional, el volumen del tumor es al menos 800 mm?>.
En todavia una realizacion adicional, el volumen del tumor es al menos 900 mm?®. En otra realizacion, el volumen del
tumor es al menos 1000 mm°. En todavia otra realizacion, el volumen del tumor es al menos 1200 mm?®. En todavia
otra realizacion, el volumen del tumor es al menos 1400 mm?®. En aln una realizacion adicional, el volumen del tumor
es al menos 1600 mm?.

En otra realizacion de los métodos proporcionados, el tratamiento o contacto con el ADC de PSMA da como
resultado una reduccion del volumen tumoral en al menos 10% en comparacién con el volumen tumoral antes del
tratamiento o contacto con el ADC de PSMA. En todavia otra realizacién, el volumen del tumor se reduce en al
menos 20%. En aun otra realizacion, el volumen del tumor se reduce en al menos 30%. En una realizacién adicional,
el volumen del tumor se reduce en al menos 40%. En todavia una realizacion adicional, el volumen del tumor se
reduce en al menos 50%. En aun una realizacion adicional, el volumen del tumor se reduce en al menos 60%. En
otra realizacion, el volumen del tumor se reduce en al menos 70%. En todavia otra realizacion, el volumen del tumor
se reduce en al menos 80%. En todavia otra realizacion, el volumen del tumor se reduce en al menos 90%. En una
realizacion adicional, el volumen del tumor se reduce en al menos 95%. En aun una realizacion adicional, el tumor
se erradica.

En una realizacion, el tumor tiene una longitud de al menos 5 mm antes del inicio del método que usa ADC de
PSMA. En otra realizacion, el tumor tiene una longitud de al menos 6 mm. En todavia otra realizacion, el tumor tiene
una longitud de al menos 7 mm. En todavia otra realizacion, el tumor tiene una longitud de al menos 8 mm. En ofra
realizacion, el tumor tiene una longitud de al menos 9 mm. En todavia otra realizacion, el tumor tiene una longitud de
al menos 10 mm. En todavia otra realizacion, el tumor tiene una longitud de al menos 11 mm. En una realizaciéon
adicional, el tumor tiene una longitud de al menos 12 mm. En todavia una realizacién adicional, el tumor tiene una
longitud de al menos 13 mm. En todavia una realizacion adicional, el tumor tiene una longitud de al menos 14 mm.
En ofra realizacion, el tumor tiene una longitud de al menos 15 mm. En todavia otra realizacion, el tumor tiene una
longitud de al menos 16 mm. En todavia otra realizacién, el tumor tiene una longitud de al menos 17 mm. En una
realizacion adicional, el tumor tiene una longitud de al menos 18 mm. En aun una realizaciéon adicional, el tumor
tiene una longitud de al menos 19 mm. En todavia una realizacion adicional, el tumor tiene una longitud de al menos
20 mm. En oftra realizacion, el tumor tiene una longitud de al menos 21 mm. En todavia otra realizacion, el tumor
tiene una longitud de al menos 22 mm. En todavia otra realizacién, el tumor tiene una longitud de al menos 23 mm.
En una realizacion adicional, el tumor tiene una longitud de al menos 24 mm. En todavia una realizacion adicional, €l
tumor tiene una longitud de al menos 25 mm. En adn una realizaciéon adicional, el tumor tiene una longitud de al
menos 30 mm.

En otra realizacion de los métodos proporcionados, el tratamiento o contacto con el ADC de PSMA da como
resultado una reduccion de la longitud del tumor en al menos 10% en comparacion con la longitud del tumor antes
del tratamiento o contacto con el ADC de PSMA. En todavia otra realizacion, la longitud del tumor se reduce en al
menos 20%. En todavia otra realizacion, la longitud del tumor se reduce en al menos 30%. En una realizacion
adicional, la longitud del tumor se reduce en al menos 40%. En todavia una realizacion adicional, la longitud del
tumor se reduce en al menos 50%. En aun una realizacion adicional, la longitud del tumor se reduce en al menos
60%. En otra realizacion, la longitud del tumor se reduce en al menos 70%. En todavia otra realizacion, la longitud
del tumor se reduce en al menos 80%. En todavia otra realizacion, la longitud del tumor se reduce en al menos 90%.
En una realizacion adicional, la longitud del tumor se reduce en al menos 95%. En aun una realizacién adicional, la
longitud del tumor se reduce en al menos 99%.

En una realizaciéon adicional de los métodos proporcionados, la administracién del ADC de PSMA a un sujeto da
como resultado la ganancia de peso corporal en el sujeto (en comparacion con el peso del sujeto antes de la
administracion del ADC de PSMA al sujeto). La ganancia en el peso corporal puede resultar de una Unica
administracion del ADC de PSMA o de un curso de tratamiento con el ADC de PSMA (es decir, mas de una
administracion). En una realizacion, la ganancia es al menos una ganancia de 5% de peso corporal. En otra
realizacion, la ganancia es al menos una ganancia de 10%. En todavia otra realizacion, la ganancia es al menos una
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ganancia de 15%. En todavia una realizacion adicional, la ganancia es al menos una ganancia de 20%. En todavia
otra realizacion, la ganancia es al menos una ganancia de 25%. En una realizacion adicional, la ganancia es al
menos una ganancia de 30%. En otra realizacion, la ganancia es una ganancia de 5% en peso corporal. En otra
realizacion, la ganancia es una ganancia de 10%. En todavia otra realizacion, la ganancia es una ganancia de 15%.
En todavia una realizacion adicional, la ganancia es una ganancia de 20%. En todavia otra realizacion, la ganancia a
una ganancia de 25%. En una realizacion adicional, la ganancia es una ganancia de 30%.

En una realizacién de los métodos proporcionados, las células cancerosas que expresan PSMA, resistentes a
taxano, son de una metastasis. En otra realizacion de los métodos proporcionados, el cancer que expresa PSMA,
resistente a taxano, es metastasico.

En otra realizacién de los métodos proporcionados, el anticuerpo o su fragmento de union a antigeno se conjuga a al
menos 2 moléculas de monometilauristatin norefedrina o monometilauristatin fenilalanina. En todavia otra realizacion
de los métodos proporcionados, el anticuerpo o su fragmento de uniéon a antigeno se conjuga a al menos 3
moléculas de monometilauristatin norefedrina o monometilauristatin fenilalanina. En todavia otra realizaciéon de los
métodos proporcionados, el anticuerpo o su fragmento de unioén a antigeno se conjuga a al menos 4 moléculas de
monometilauristatin norefedrina o monometilauristatin fenilalanina.

En wuna realizaciébn adicional de los métodos proporcionados, la monometilauristatin norefedrina o
monometilauristatin fenilalanina se conjuga al anticuerpo o su fragmento de unién a antigeno con un compuesto de
la formula -An-Ym-Zm-Xn-Wn- en la que, A es una unidad de acilo carboxilico; Y es un aminoacido; Z es un
aminoacido; X y W son cada uno un espaciador autoinmolativo; n es un nimero entero de 0 a 1; y m es un nimero
enterode061,2, 3,4,566.

En una realizacion, A es

N——(CHp)qCO——

0

en la que q es 1-10. 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 todavia otra realizacién, A es maleimida caproilo.

En otra realizacién, Y es alanina, valina, leucina, isoleucina, metionina, fenilalanina, triptéfano o prolina. En todavia
otra realizacion, Y es valina.

En una realizacion adicional, Z es lisina, lisina protegida con acetilo o formilo, arginina, arginina protegida con grupos
tosilo o nitro, histidina, o nitina, o nitina protegida con acetilo o formilo, o citrulina. En aun una realizacion adicional, Z
es citrulina.

En una realizacién, Ym-Zn es valina-citrulina. En otra realizaciéon, Yn-Zn €s una secuencia proteinica que es
escindible selectivamente por una proteasa.

En todavia otra realizacién, X es un compuesto que tiene la formula

——NR

0\"(1'\
0
enlaque Tes O, N, o S. En todavia otra realizacién, X es un compuesto que tiene la féormula -HN-R1-COT, en la que
R'es alquilo de C+4-Cs, T es O, N 0 S. En una realizacion adicional, X es un compuesto que tiene la formula
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——N COOR?
H

en la que T es O, N, o S, R es H o alquilo de C4-Cs. En aun una realizacion adicional, X es p-
aminobencilcarbamoiloxi. En todavia una realizacién adicional, X es alcohol p-aminobencilico. En ofra realizaciéon, X
es carbamato de p-aminobencilo. En todavia otra realizaciéon, X es p-aminobenciloxicarbonilo. En todavia otra
realizacion, X es acido y-aminobutirico; acido a,a-dimetil y-aminobutirico o acido 3,3-dimetil y-aminobutirico.

En una realizacion, W es

coT

cot
—0CO0

enlaque TesO,SoN.
En otra realizacién, m y n son 0.

En todavia otra realizacion de los métodos proporcionados, el conjugado de anticuerpo-farmaco es AB-PG1-XG1-
006-maleimida caproil-valina-citrulina-p-aminobenciloxicarbonil-monometilauristatin norefedrina. En otra realizaciéon
de los métodos proporcionados, el conjugado de anticuerpo-farmaco es carbamato de AB-PG1-XG1-006-maleimida
caproil-valina-citrulina-p-aminobencilo-monometilauristatin norefedrina. En todavia otra realizacién, el conjugado de
anticuerpo-farmaco es AB-PG1-XG1-006-maleimida caproil-valina-citrulina-p-aminobenciloxicarbonil-
monometilauristatin fenilalanina. En otra realizacion, el conjugado de anticuerpo-farmaco es carbamato de AB-PG1-
XG1-006-maleimida caproil-valina-citrulina-p-aminobencilo-monometilauristatin  fenilalanina. En una realizaciéon
adicional, el conjugado de anticuerpo-farmaco es AB-PG1-XG1-006-maleimida caproil-monometilauristatin
fenilalanina. En todavia una realizacion adicional, el conjugado de anticuerpo-farmaco es AB-PG1-XG1-026-
maleimida caproil-valina-citrulina-p-aminobenciloxicarbonil-monometilauristatin norefedrina. En otra realizacién, el
conjugado de anticuerpo-farmaco es carbamato de AB-PG1-XG1-026-maleimida caproil-valina-citrulina-p-
aminobencilo-monometilauristatin norefedrina. En aun una realizacion adicional, el conjugado de anticuerpo-farmaco
es AB-PG1-XG1-026-maleimida caproil-valina-citrulina-p-aminobenciloxicarbonil-monometilauristatin fenilalanina. En
aun una realizacion adicional, el conjugado de anticuerpo-farmaco es carbamato de AB-PG1-XG1-026-maleimida
caproil-valina-citrulina-p-aminobencilo-monometilauristatin  fenilalanina. En otra realizacién, el conjugado de
anticuerpo-farmaco es AB-PG1-XG1-026-maleimida caproil-monometilauristatin fenilalanina.

En una realizacion de los métodos proporcionados, el anticuerpo monoclonal o su fragmento de unién a antigeno se
une especificamente a un dominio extracelular de PSMA. En otra realizacién, el anticuerpo monoclonal o su
fragmento de unién a antigeno se une especificamente a un epitopo conformacional de PSMA. En todavia otra
realizacion, el anticuerpo monoclonal o su fragmento de union a antigeno se une a células vivas. En una realizacion
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adicional, el anticuerpo monoclonal o su fragmento de unién a antigeno no requiere la lisis celular para unirse a
PSMA. En todavia una realizacién adicional, el anticuerpo monoclonal o su fragmento de unién a antigeno se une a
células de la neovasculatura de un tumor.

En ofra realizaciéon de los métodos proporcionados, el anticuerpo o su fragmento de unién a antigeno inhibe
competitivamente la union especifica de un segundo anticuerpo a su epitopo diana en PSMA, en el que 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, Abgenix 4.152.1 y anticuerpos
que comprenden (a) una cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la regién o
regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en secuencias
nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 2-7, y (b) una cadena ligera codificada por una molécula de acido
nucleico que comprende la region o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que
consiste en secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 8-13, o (c) una region variable de cadena
pesada codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la region o regiones codificantes de una
secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID
NOs: 14, 18, 22, 26 y 30, y d) una region variable de cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico
que comprende la region o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste
en secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 16, 20, 24, 28 y 32.

En todavia ofra realizacion de los métodos proporcionados, el anticuerpo o su fragmento de union a antigeno 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, Abgenix 4.152.1 y anticuerpos que comprenden (a) una cadena pesada codificada por una molécula
de acido nucleico que comprende la region o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del
grupo que consiste en secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 2-7, y (b) una cadena ligera
codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la regién o regiones codificantes de una secuencia
nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 8-13, o
(c) una region variable de cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la regién o
regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en secuencias
nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 14, 18, 22, 26 y 30, y d) una regioén variable de cadena ligera codificada
por una molécula de acido nucleico que comprende la region o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica
seleccionada del grupo que consiste en secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 16, 20, 24, 28 y 32.

En una realizacién, 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 la regidn o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en
secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 2y 3, y (b) una cadena ligera codificada por una molécula
de acido nucleico que comprende la region o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del
grupo que consiste en secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 8 y 9, o (c) una region variable de
cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la region o regiones codificantes de
una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en secuencias nucleotidicas expuestas como SEC
ID NOs: 14 y 18, y d) una region variable de cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que
comprende la regidn o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en
secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 16 y 20. En otra realizaciéon, el segundo anticuerpo
comprende (a) una cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la region o
regiones codificantes de una secuencia nucleotidica expuesta como SEC ID NO: 2, y (b) una cadena ligera
codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la regién o regiones codificantes de una secuencia
nucleotidica expuesta como SEC ID NO: 8, o (c) una region variable de cadena pesada codificada por una molécula
de acido nucleico que comprende la regién o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica expuesta como
SEC ID NO: 14, y d) una region variable de cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que
comprende la region o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica expuesta como SEC ID NO: 16. En
todavia otra realizacion, el segundo anticuerpo comprende (a) una cadena pesada codificada por una molécula de
acido nucleico que comprende la region o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica expuesta como SEC
ID NO: 3, y (b) una cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la region o regiones
codificantes de una secuencia nucleotidica expuesta como SEC ID NO: 9, o (c) una region variable de cadena
pesada codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la regidon o regiones codificantes de la
secuencia nucleotidica expuesta como SEC ID NO: 18, y d) una regién variable de cadena ligera codificada por una
molécula de acido nucleico que comprende la region o regiones codificantes de la secuencia nucleotidica expuesta
como SEC ID NO: 20.

En una realizacién adicional de los métodos proporcionados, el anticuerpo es codificado por una molécula de acido
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nucleico que comprende una secuencia nucleotidica que es al menos 90% idéntica a una secuencia nucleotidica
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
la region o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en secuencias
nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 2 y 3, y (b) una cadena ligera codificada por una molécula de acido
nucleico que comprende la regién o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que
consiste en secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 8 y 9, o (c) una region variable de cadena
pesada codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la region o regiones codificantes de una
secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID
NOs: 14 y 18, y d) una region variable de cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que
comprende la regidn o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en
secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 16 y 20. En otra realizacioén, el anticuerpo es codificado por
una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia nucleotidica que es al menos 95% idéntica. En
todavia ofra realizacion, el anticuerpo es codificado por una molécula de acido nucleico que comprende una
secuencia nucleotidica que es al menos 97% idéntica. En todavia otra realizacion, el anticuerpo es codificado por
una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia nucleotidica que es al menos 98% idéntica. En una
realizacion adicional, el anticuerpo es codificado por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia
nucleotidica que es al menos 99% idéntica.

En otra realizacion de los métodos proporcionados, el anticuerpo o su fragmento de unién a antigeno se selecciona
del grupo que consiste en anticuerpos que comprenden (a) una cadena pesada codificada por una molécula de
acido nucleico que comprende la regién o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del
grupo que consiste en secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 2 y 3, y (b) una cadena ligera
codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la regién o regiones codificantes de una secuencia
nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 8y 9, o
(c) una region variable de cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la regién o
regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en secuencias
nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 14 y 18, y d) una regién variable de cadena ligera codificada por una
molécula de acido nucleico que comprende la region o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica
seleccionada del grupo que consiste en secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 16 y 20, y sus
fragmentos de unién a antigeno. En todavia otra realizacion, el anticuerpo o su fragmento de unioén a antigeno
comprende (a) una cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la region o
regiones codificantes de una secuencia nucleotidica expuesta como SEC ID NO: 2, y (b) una cadena ligera
codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la regién o regiones codificantes de una secuencia
nucleotidica expuesta como SEC ID NO: 8, o (c) una region variable de cadena pesada codificada por una molécula
de acido nucleico que comprende la regién o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica expuesta como
SEC ID NO: 14, y d) una region variable de cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que
comprende la regién o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica expuesta como SEC ID NO: 16, y sus
fragmentos de unién a antigeno. En todavia otra realizacion, el anticuerpo o su fragmento de unién a antigeno
comprende (a) una cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la region o
regiones codificantes de una secuencia nucleotidica expuesta como SEC ID NO: 3, y (b) una cadena ligera
codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la regién o regiones codificantes de una secuencia
nucleotidica expuesta como SEC ID NO: 9, o (c) una region variable de cadena pesada codificada por una molécula
de acido nucleico que comprende la region o regiones codificantes de la secuencia nucleotidica expuesta como SEC
ID NO: 18, y d) una region variable de cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende
la region o regiones codificantes de la secuencia nucleotidica expuesta como SEC ID NO: 20, y sus fragmentos de
union a antigeno.

En todavia una realizacion adicional de los métodos proporcionados, el anticuerpo o su fragmento de unién a
antigeno es AB-PG1-XG1-006, AB-PG1-XG1-026 o un fragmento de unién a antigeno de los mismos.

En todavia una realizacion adicional de los métodos proporcionados, el anticuerpo humano es una IgG1 que
comprende (a) una cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la region o
regiones codificantes de una secuencia nucleotidica expuesta como SEC ID NO: 2, y (b) una cadena ligera
codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la regién o regiones codificantes de una secuencia
nucleotidica expuesta como SEC ID NO: 8.

En un aspecto adicional, se proporciona un conjugado de anticuerpo-farmaco que comprende un anticuerpo, o su
fragmento de unién a antigeno, que se une especificamente a PSMA, conjugado a un derivado de dolastatina 10,
para uso en un método para tratar un cancer que expresa PSMA, resistente a taxano. Preferiblemente, dicho método
implica exterminar células cancerosas que expresan PSMA, resistentes a taxano. En otra realizacién, el método
implica retrasar o inhibir la progresion del cancer. En todavia otra realizacion, el método implica incrementar la
supervivencia del sujeto en comparacion con la supervivencia media de sujetos que no han sido tratados con el ADC
de PSMA y que tienen cancer de prostata metastasico progresivo, resistente a la castracion, que ha progresado tras
una terapia previa con taxano. En todavia otra realizacién, el método implica hacer disminuir un nivel circulante de
células tumorales circulantes (CTCs) en comparacion con un nivel de linea base. En una realizaciéon adicional, el
método implica hacer disminuir o estabilizar un nivel sérico de PSA en comparacién con un nivel de linea base de
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PSA. También se prefiere que las células cancerosas que expresan PSMA, resistentes a taxano, se exterminen
mediante el conjugado. Preferiblemente, el PSMA tiene la secuencia expuesta en SEC ID NO: 1. Preferiblemente, el
conjugado es para tratar cancer de prostata metastasico progresivo, resistente a la castracion, que ha progresado
tras una terapia previa con taxano. El derivado de dolastatina 10 puede ser una auristatina, y es preferiblemente
MMAE (también denominada aqui como monometilauristatina E o monometilauristatin norefedrina) o MMAF
(también denominada aqui como monometilauristatina F o monometilauristatin fenilalanina). En realizaciones
preferidas de este aspecto adicional, el conjugado puede tener cualquiera de las caracteristicas del conjugado
empleado en otros aspectos de la invencion definidos aqui. Ademas, el método implicado en este aspecto adicional,
puede implicar la administracion de una cantidad eficaz del conjugado, como se define con referencia a otros
aspectos definidos aqui. También puede tener cualquiera de las caracteristicas de cualquiera de los métodos para
tratar un sujeto que se describen aqui.

Breve descripcion de las figuras

La Fig. 1 presenta un esquema que muestra la localizacion subcelular de PSMA en prostata normal frente al
cancer de prostata. PSMA es una glucoproteina transmembranica de tipo I, de 750 restos, que esta muy
expresada en células de cancer de prostata y tiene expresion limitada en tejidos no prostaticos normales. En
la préstata normal, PSMA se expresa predominantemente como una variante de ayuste citoplasmica (PSM’),
que es retenida en el citoplasma. En cancer de prostata, PSMA se expresa como un homodimero asociado
no covalentemente, anclado a la membrana.

La Fig. 2 presenta un esquema de un numero de opciones de tratamiento de cancer de préstata. La
quimioterapia aprobada, docetaxel (Taxotere) en combinacion con prednisona, para el cancer de prostata
avanzado proporciona un incremento modesto en la supervivencia (2-3 meses), con efectos secundarios
significativos.

La Fig. 3 presenta un esquema que muestra la terapia dirigida por el conjugado de anticuerpo-farmaco
(ADC).

La Fig. 4 proporciona las estructuras quimicas de tres ejemplos de ligadores farmacéuticos que se pueden
conjugar a un anticuerpo o su fragmento de unién a antigeno que se une especificamente a PSMA y forma un
conjugado de anticuerpo-farmaco.

La Fig. 5 demuestra la citotoxicidad potente y especifica de ADC de PSMA para células de cancer de prostata
que expresan PSMA. Células positivas a PSMA y negativas a PSMA se expusieron a ADC de PSMA en
microplacas de 96 pocillos a diversas concentraciones. Después de 96 horas, se evalud la supervivencia
celular en porcentaje (en comparacion con células en el medio), usando Alamar Blue fluorescente.

La Fig. 6 presenta una tabla que demuestra la citotoxicidad potente y especifica de ADC de PSMA contra
células de cancer de préstata que expresan PSMA.

La Fig. 7 muestra el volumen tumoral a lo largo del tiempo en ratones atimicos tratados con ADC de PSMA
frente a un control. Los ratones atimicos que poseen tumores de cancer de préstata humano se dlstrlbuyeron
al azar en el dia 11 en dos grupos, control con vehlculo PBS (diamantes en negrita, n = 15, 108,9 mm?®) y
ADC de PSMA (triangulos en negrita, n = 15, 108,7 mm®), segun el volumen tumoral. Los animales recibieron
inyecciones intravenosas de PBS o de ADC de PSMA a 6 mg/kg en los dias 12, 15, 18, 22, 25 y 29. El
volumen tumoral medio se representd graficamente para el grupo de control de vehiculo PBS hasta que el
primer animal se sacrificd en el dia 33 debido a la limitacién del tamafio tumoral (>2000 mm )

La Fig. 8 muestra el efecto del tratamiento con ADC de PSMA sobre el volumen tumoral con un tratamiento
con ADC de PSMA inicial y con un segundo tratamiento con ADC de PSMA. Se hicieron crecer nuevamente
tumores de cuatro ratones del grupo de tratamiento con ADC de PSMA, y se trataron con ADC de PSMA ala
misma dosis de 6 mg/kg. ADC de PSMA redujo eficazmente el volumen tumoral hasta < 100 mm?® desde un
gran tumor de 894 mm®. Las lineas punteadas indican el tratamiento inicial con ADC de PSMA (6 dosis, dos
veces por semana), y las lineas continuas muestran el segundo tratamiento con ADC de PSMA (13
dosificaciones semanales).

La Fig. 9 demuestra los efectos en ratones atimicos que tienen un tamafio tumoral de ~500 mm?® y que se
trataron con 12 dosis de docetaxel administrado intraperitonealmente (IP) a 12 mg/kg semanalmente como se
indica por las lineas discontinuas. El tumor respondio |n|C|aImente a docetaxel, y después reaparecio.
Partiendo en el dia 100 con un volumen tumoral de 800 mm?, se administré intravenosamente (IV) ADC de
PSMA a 6 mg/kg durante 12 d03|s ad|C|onaIes semanalmente (lineas continuas). ADC de PSMA redujo el
volumen tumoral desde 800 mm® hasta 50 mm?®.

La Fig. 10 muestra un esquema de distribucion al azar para el ensayo de la eficacia de ADC de PSMA tras el
fallo del tratamiento con docetaxel. En la primera distribucion al azar, a los animales se les a3|gno al grupo de
control de vehiculo o al grupo de tratamiento con docetaxel. Si el volumen tumoral super6 400 mm? en el
grupo tratado con docetaxel, los animales se distribuyeron al azar (la segunda distribucién al azar) a una
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relacion 1:1 en dos subgrupos: tratamiento continuado con docetaxel o tratamiento con ADC de PSMA. Los
volumenes tumorales de los animales se midieron a lo largo del tiempo.

La Fig. 11 muestra el volumen tumoral a lo largo del tiempo en ratones atimicos tratados con docetaxel frente
al control. Los ratones atimicos que poseen tumores de cancer de préstata humano se distribuyeron al azar
en el dia 14 segun el volumen tumoral en dos grupos, control de vehiculo (diamantes en negro, n = 10) y
docetaxel (circulos negros, n = 50). Los animales recibieron inyecciones intravenosas de PBS o de docetaxel
a 2 mg/kg/lV semanalmente. El volumen tumoral medio de los dos grupos se representd graficamente hasta
que se inici6 la segunda distribucion al azar. El tratamiento con docetaxel redujo el crecimiento tumoral en
comparacion con el control en al menos hacia el dia 21 (p = 0,025) y posterior.

La Fig. 12 muestra la comparacion del volumen tumoral en dos subgrupos tras el fracaso del tratamiento
inicial con docetaxel: (1) tratamiento continuado con docetaxel, triangulo negro, (2) tratamiento con ADC de
PSMA, 6 mg/kg, cuadrados negros. Puesto que los ratones se asignaron a diferentes grupos en tiempos
diferentes, el tiempo de tratamiento (dias tras la segunda distribucion al azar) se aline6 al dia O (inicio de ADC
de PSMA o continuacion de docetaxel tras la segunda distribucion al azar).

La Fig. 13 muestra un esquema del disefio de un estudio in vivo.

La Fig. 14 muestra el volumen tumoral de cada animal. Cuando el volumen tumoral de un animal en el grupo
tratado con docetaxel superd 400 mm?, el animal se distribuy6 al azar en una relacion 1:1 en dos subgrupos:
1) cambiado a tratamiento con ADC de PSMA a 6 mg/kg/lV semanalmente (cuadrados negros: media: 515 +
103 mm?, intervalo 410-727 mm?), y 2) tratamiento continuado con docetaxel a 2 mg/kg (triangulos negros,
media: 495 + 80 mm®, intervalo: 401-650 mm3). Se muestra el tamafo tumoral de cada animal y el tiempo de
la distribucion al azar. Los voliumenes tumorales en la segunda distribucion al azar no fueron
significativamente diferentes entre los dos grupos (p = 0,518, prueba de la t).

La Fig. 15 muestra el tamafo tumoral para cada animal individual en dos grupos tras la segunda distribucion
al azar. Los volumenes tumorales de los animales con tratamiento con ADC de PSMA (panel A) y con
tratamiento continuado con docetaxel (panel B) se representaron graficamente como una funcién del tiempo
tras la segunda distribucion al azar (dia 0). Los tumores se encogieron cuando se inicié el tratamiento con
ADC de PSMA (panel A). Sin embargo, incluso con el tratamiento continuado con docetaxel, los tumores
continuaron creciendo excepto en un animal (panel B).

La Fig. 16 muestra una comparacion de los volimenes tumorales medios en animales que reciben
tratamiento con ADC de PSMA (cuadrados negros) y en animales que reciben tratamiento continuado con
docetaxel (cuadrados negros). El volumen tumoral medio se compardé como una funcién del tiempo tras la
segunda distribucion al azar (dia 0). Los tamafos tumorales de los dos grupos fueron significativamente
diferentes (p < 0,007).

La Fig. 17 muestra una comparacion de la supervivencia de los animales a lo largo del tiempo tras la segunda
distribucion al azar para animales que reciben el tratamiento con ADC de PSMA (linea continua) y animales
que reciben tratamiento continuado con docetaxel (linea discontinua). En el dia 157 tras la segunda
distribucion al azar, todos los 18 animales en el grupo de tratamiento con ADC de PSMA todavia estaban
vivos. Sin embargo, 16 de 18 animales en el grupo de tratamiento continuado con docetaxel se sacrificaron
debido a sus grandes tumores (> 2.000 mm~), con una supervivencia media de 45 dias. ADC de PSMA
aumento significativamente la supervivencia global (p < 0,0001).

La Fig. 18 muestra una comparacioén de los pesos corporales medios tras la segunda distribucién al azar en
animales que reciben tratamiento con ADC de PSMA (cuadrados negros) y animales que reciben tratamiento
continuado con docetaxel (triangulos negros). Globalmente, los animales ganaron peso en el grupo de
tratamiento con ADC de PSMA, mientras que los animales perdieron peso en el grupo de tratamiento
continuado con docetaxel. EI cambio en el peso corporal fue significativamente diferente (p < 0,001) entre
estos dos grupos.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere, en parte, al hallazgo sorprendente de que conjugados de anticuerpo-farmaco
(ADCs) que comprenden un anticuerpo o su fragmento de unién a antigeno que se une especificamente a PSMA,
conjugado a un derivado de dolastatina 10, en particular auristatinas tales como MMAE (también denominada aqui
como monometilauristatina E o monometilauristatin norefedrina) o MMAF (también denominada aqui como
monometilauristatina F o monometilauristatin fenilalanina), se pueden usar para exterminar células cancerosas que
expresan PSMA, resistentes a taxano. Como se describe posteriormente mas abajo, se encontré inesperadamente
que células cancerosas que expresan PSMA, que se habian hecho resistentes a los efectos de un agente
anticanceroso que actua destruyendo la red microtubular en células, fueron sensibles a los efectos de un segundo
agente anticanceroso que también selecciona como diana a los microtubulos. Especificamente descrita aqui, la
auristatina, MMAE, un inhibidor potente de tubulina, en forma de un conjugado de anticuerpo-farmaco, cuando se
suministra a tumores de prostata que expresan PSMA que se habian hecho resistentes a docetaxel, fue capaz de
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exterminar células cancerosas resistentes a docetaxel de manera que se disminuyé significativamente el volumen
tumoral.

Como se usa aqui, “células cancerosas que expresan PSMA” pretende referirse a células cancerosas que expresan
PSMA (por ejemplo, PSMA humano). PSMA es una glucoproteina de membrana de tipo Il de 100 kD expresada en
tejidos de prostata (Horoszewicz et al., 1987, Anticancer Res. 7:927-935; patente U.S. n° 5.162.504). PSMA se
caracterizd como una proteina transmembranica de tipo |l que tiene identidad de secuencia con el receptor de
transferrina (Israeli et al., 1994, Cancer Res. 54:1807-1811) y con actividad de NAALADasa (Carter et al., 1996,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93:749-753). De forma mas importante, PSMA se expresa en cantidades crecientes en
cancer de proéstata, y también se detectan niveles elevados de PSMA en los sueros de estos pacientes (Horoszewicz
et al., 1987; Rochon et al., 1994, Prostate 25:219-223; Murphy et al., 1995, Prostate 26:164-168; y Murphy et al.,
1995, Anticancer Res. 15:1473-1479). La expresion de PSMA en préstata cancerosa es aproximadamente 10 veces
mayor que aquella en prostata normal. La expresion en préstata normal es aproximadamente 10 veces mayor que
aquella en el cerebro, y es 50 a 100 veces mayor que aquella del higado o rifién. En la mayoria de tejidos normales,
no se observa expresion de PSMA. La expresion de PSMA aumenta con la progresion de la enfermedad,
haciéndose la mas elevada en enfermedad metastasica, refractaria a hormonas. Ademas, PSMA se expresa
también abundantemente en la neovasculatura de una variedad de tumores no prostaticos, incluyendo tumores de
vejiga, mama, colon, pancreas, sarcoma, melanoma, renal, higado, pulmon (por ejemplo, carcinoma de pulmén no
microcitico), y rifidn, pero no en la vasculatura normal. Por lo tanto, las células cancerosas que expresan PSMA
incluyen, por ejemplo, células de cancer de prostata asi como células endoteliales de la neovasculatura de un
numero de canceres no prostaticos.

“Células cancerosas resistentes a taxano” se refiere a células cancerosas de un cancer que se ha tratado con un
taxano pero que se ha hecho resistente al tratamiento con el taxano (es decir, el tratamiento posterior con el taxano
no ralentizaria o detendria la progresion del cancer, y/o ya no proporcionaria un beneficio significativo a un sujeto
con el cancer). Un “sujeto con un cancer resistente a taxano” es aquel que ha recibido tratamiento previo con un
taxano pero ya no experimenta un beneficio significativo del tratamiento posterior con el taxano (por ejemplo, ya no
experimenta una reduccion significativa en el nimero de células cancerosas, en el volumen tumoral, en la longitud
del tumor, en el nimero de metastasis y/o en otros marcadores de la progresion de la enfermedad, y/o ya no
experimenta una mejora en la calidad de vida y/o aumento de la supervivencia en comparacion con el tiempo de
supervivencia esperado sin tratamiento adicional con el taxano).

Por lo tanto, en una realizacion, el ADC de PSMA se administra a un sujeto con cancer de préstata progresivo,
metastasico, refractario a hormonas, resistente a taxano tras la quimioterapia previa con taxano. En otra realizacion,
tal sujeto es un ser humano.

Como se usa aqui, “taxanos” son agentes contra el cancer que interfieren con o interrumpen la estabilidad,
formacion y/o funcién de los microtubulos. Tales agentes incluyen paclitaxel y docetaxel asi como sus derivados, en
los que los derivados funcionan contra los microtibulos mediante el mismo modo de accién que los taxanos de los
que derivan.

El ADC puede comprender un anticuerpo o su fragmento de union a antigeno conjugado a la auristatina MMAE o
MMAF. Las auristatinas son moléculas pentapeptidicas sintéticas que estan estructuralmente relacionadas con
dolastatina 10, un producto natural derivado de un animal marino. MMAE y otras auristatinas actdan inhibiendo la
polimerizacién de tubulinas, evitando de ese modo la formacién del husillo mitético. Cuando el ciclo celular se
detiene, se dispara la muerte celular apoptética. En algunas realizaciones, el anticuerpo o su fragmento de unién a
antigeno se puede conjugar a MMAE o a MMAF con un compuesto de la siguiente férmula: (Férmula 1): -An-Ym-Zm-
Xn-Wp-, en la que A es una unidad de acilo carboxilico; Y es un aminoacido; Z es un aminoacido; X y W son cada
uno un espaciador autoinmolativo; n es un nimero entero de 0 a 1; y m es un nimero enterode 06 1, 2, 3,4, 56 6.
En algunas realizaciones, el ADC esta representado por la féormula (Formula 2): L-{As-Ym-Zm-Xn-Wr-D}p, en la que L
es un anticuerpo o su fragmento de unién a antigeno que se une a PSMA, D es MMAE o MMAF, y p es un nimero
entero de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8. Los otros componentes son como se describe anteriormente. En una realizacion, la
unidad carboxilica “A,” esta enlazada al anticuerpo o fragmento de unién a antigeno via un atomo de azufre derivado
del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno:

L—S
Ao~ Zn—Xa™—Wp—D

En una realizacion, A es
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N—{(CH,){CO——

8]
en la que q es 1-10. Por lo tanto, en una realizacion, el conjugado es:

o)
N——(CHz)qCO—Yn—Zmn——Xn—— WD

o) p
enelquel,Y,Z X, W,D,n, m,qyp son como se definen previamente.
5 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. Los ejemplos representativos

de diversas unidades de acilo carboxilico y métodos para su sintesis y unién se describen en la patente US n°
6.214.345.

10 En otra realizacién, Y es alanina, valina, leucina, isoleucina, metionina, fenilalanina, triptéfano o prolina. En todavia
otra realizacion, Y es valina. En una realizacién adicional, Z es lisina, lisina protegida con acetilo o formilo, arginina,
arginina protegida con grupos tosilo o nitro, histidina, o nitina, o nitina protegida con acetilo o formilo, o citrulina. En
todavia una realizacion adicional, Z es citrulina. En una realizacion, Ym-Zm es valina-citrulina. En otra realizacion, Y-
Zm es una secuencia proteinica que es escindible selectivamente por una proteasa.

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

——=NH

OTT\
0
enlaqueTes O, N, oS. En otra realizaciéon, X es un compuesto que tiene la formula -HN-R'-COT en la que R'es
alquilo de C4-Cs, T es O, N 0 S. En una realizacién adicional, X es un compuesto que tiene la formula

T

—N COOR?
H

20 enlaque Tes O, N, o0 S, RZesHo alquilo de C4-Cs. En una realizacién, X es p-aminobencilcarbamoiloxi. En otra
realizacion, X es alcohol p-aminobencilico. En una realizacion adicional, X es carbamato de p-aminobencilo. En aun
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una realizacion adicional, X es p-aminobenciloxicarbonilo. En otra realizacién, X es acido y-aminobutirico; acido a,a-
dimetil y-aminobutirico o acido ,3-dimetil y-aminobutirico.

En algunas realizaciones, W es

cor cot
—0 —0CO

or

enlaque TesO,SoN.

En una realizaciéon, el compuesto de Férmula 1 es maleimidocaproilo. Maleimidocaproilo se ha usado para la
conjugacion de dos auristatinas especificas a un mAb anti-CD30 (AC10) (Doronina, Svetlana et al. “Novel Linkers for
Monoclonal Antibody-Mediated Delivery of Anticancer Agents”, AACR, Anaheim, CA, Abstract No. 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 su fragmento de unién a antigeno usando métodos conocidos
por los expertos normales en la técnica (por ejemplo., véase, Niemeyer, CM, Bioconjugation Protocols, Strategies
and Methods, Humana Press, 2004) o como se describen aqui. En algunas realizaciones, mas de una molécula de
MMAE o MMAF se conjuga al anticuerpo o su fragmento de unién a antigeno. En otras realizaciones, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7 u 8 moléculas de MMAE o MMAF se conjugan al anticuerpo o su fragmento de unién a antigeno. En todavia otras
realizaciones, al menos 2, 3, 4 6 5 moléculas de MMAE o MMAF se conjugan al anticuerpo o su fragmento de union
a antigeno. En realizaciones adicionales, 2, 3, 4 6 5 moléculas de MMAE o MMAF se conjugan al anticuerpo o su
fragmento de unién a antigeno.

Los anticuerpos o sus fragmentos de union a antigeno de los ADCs son cualquier anticuerpo o su fragmento de
union a antigeno que se une especificamente a PSMA. En una realizacion, el anticuerpo o su fragmento de unién a
antigeno se une especificamente a PSMA (por ejemplo, se une especificamente a un dominio extracelular de PSMA,
se une especificamente a un epitopo conformacional de PSMA, etc.), y puede inhibir competitivamente la unién
especifica de un segundo anticuerpo a su epitopo diana en PSMA, en el que 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, Abgenix 4.152.1 y anticuerpos que comprenden (a) una
cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la region o regiones codificantes de
una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en secuencias nucleotidicas expuestas como SEC
ID NOs: 2-7, y (b) una cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la region o
regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en secuencias
nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 8-13. Por lo tanto, el segundo anticuerpo, incluye cualquiera de los
anticuerpos producidos por los hibridomas o codificados por los plasmidos mostrados mas abajo en la Tabla 1. Estos
hibridomas y plasmidos se depositaron segun, y en satisfaccion de, los requisitos del Tratado de Budapest en el
Reconocimiento Internacional del Depdsito de Microorganismos para los Fines de Procedimiento de Patentes en la
American Type Culture Collection (“ATCC”) como una Autoridad de Depdsito Internacional y se les dio las
Designaciones de Deposito de Patente mostradas anteriormente y en la Tabla 1.

Tabla 1
Anticuerpo Hibridoma/Plasmido Designacion de Deposito de | Fecha de presentacion
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
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Anticuerpo Hibridoma/Plasmido Designacion de Deposito de | Fecha de presentacion
Patente
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 pcDNA (SEC ID NO: 7) PTA-4413 29 de mayo de 2002
PSMA 10.3 Kappa en pcDNA (SEC ID PTA-4414 29 de mayo de 2002
NO: 13)

PSMA 1.8.3 PSMA 1.8.3 PTA-3906 5 de diciembre de 2001
PSMA A3.1.3 PSMA A3.1.3 PTA-3904 5 de diciembre de 2001
PSMA A3.3.1 PSMA A3.3.1 PTA-3905 5 de 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
Abgenix 4.304.1 Abgenix 4.304.1 PTA-4391 23 de mayo de 2002
AB-PG1-XG1-006 | AB-PG1-XG1-006 cadena pesada (SEC PTA-4403 29 de mayo de 2002
ID NO: 2)
AB-PG1-XG1-006 cadena ligera (SEC ID PTA-4404
NO: 8)

IAB-PG1-XG1-026 AB-PG‘I-XG‘I-O|2DGI\<I:gd%r;a pesada (SEC PTA-4405 29 de mayo de 2002
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Anticuerpo Hibridoma/Plasmido Designacion de Deposito de | Fecha de presentacion
Patente
AB-PG1-XG1-026 cadena ligera (SEC ID PTA-4406
NO: 9)
AB-PG1-XG1-051 | AB-PG1-XG1-051 cadena pesada (SEC PTA-4407 29 de mayo de 2002
ID NO: 4)
PTA-4408
AB-PG1-XG1-051 cadena ligera (SEC ID
NO: 10)
AB-PG1-XG1-069 | AB-PG1-XG1-069 cadena pesada (SEC PTA-4409 29 de mayo de 2002
ID NO: 5)
AB-PG1-XG1-069 cadena ligera (SEC ID PTA-4410
NO: 11)
AB-PG1-XG1-077 | AB-PG1-XG1-077 cadena pesada (SEC PTA-4411 29 de mayo de 2002
ID NO: 6)
AB-PG1-XG1-077 cadena ligera (SEC ID PTA-4412
NO: 12)

Para determinar la inhibicion competitiva, se puede emplear una variedad de ensayos conocidos por un experto
normal en la técnica. Por ejemplo, se pueden usar ensayos de competicion cruzada para determinar si un anticuerpo
o su fragmento de unién a antigeno inhibe competitivamente la unién a PSMA por otro anticuerpo o su fragmento de
union a antigeno. Estos incluyen métodos a base de células que emplean citometria de flujo o analisis de unién en
fase soélida. También se pueden usar otros ensayos que evallan la capacidad de los anticuerpos o sus fragmentos
de unién a antigeno para competir de forma cruzada por las moléculas de PSMA que no estan expresadas en la
superficie de las células, en fase solida o en fase de disolucion.

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

En otra realizacion el anticuerpo o su fragmento de union a antigeno 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,
441, 4177.3, 416.1, 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, Abgenix 4.152.1 y anticuerpos que
comprenden (a) una cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la regiéon o
regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en secuencias
nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 2-7, y (b) una cadena ligera codificada por una molécula de acido
nucleico que comprende la regién o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que
consiste en secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 8-13. Los anticuerpos o fragmentos de unién a
antigeno de los ADCs, por lo tanto, incluyen aquellos que se unen especificamente a un epitopo en PSMA definido
por los anticuerpos producidos por los hibridomas o codificados por los plasmidos proporcionados anteriormente en
la Tabla 1.

Para determinar el epitopo, se pueden usar métodos de cartografiado de epitopos estandar conocidos en la técnica.
Por ejemplo, se pueden usar fragmentos (péptidos) del antigeno PSMA (por ejemplo, péptidos sintéticos) que se
unen al anticuerpo para determinar si un anticuerpo candidato o su fragmento de unién a antigeno se une al mismo
epitopo. Para epitopos lineales, se sintetizan péptidos solapantes de una longitud definida (por ejemplo, 8 o mas
aminoacidos). Los péptidos pueden estar separados por 1 aminoacido, de manera que se prepara una serie de
péptidos que cubren cada fragmento de 8 aminoacidos de la secuencia proteica de PSMA. Se pueden preparar unos
pocos péptidos usando separaciones mas grandes, por ejemplo 2 6 3 aminoacidos. Ademas, se pueden sintetizar
péptidos mas largos (por ejemplo 9-, 10- u 11-meros). La unién de los péptidos a los anticuerpos o fragmentos de
union a antigeno se puede determinar usando metodologias estandar, incluyendo ensayos de resonancia de
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plasmones de superficie (BIACORE) y ELISA. Para el examen de epitopos conformacionales, se pueden usar
fragmentos de PSMA mas grandes. Se han descrito y se pueden usar otros métodos que usan espectrometria de
masas para definir epitopos conformacionales (véase, por ejemplo, Baerga-Ortiz et al., Protein Science 11:1300-
1308, 2002 y referencias citadas alli). Todavia otros métodos para la determinacion de los epitopos se proporcionan
en trabajos de referencia de laboratorio estandar, 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., eds., John Wiley & Sons. Los epitopos se pueden
confirmar introduciendo mutaciones de punto o supresiones en un epitopo conocido, y ensayando entonces la unién
con uno o mas anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno para determinar qué mutaciones reducen la union de
los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno.

En realizaciones particulares, los anticuerpos de los ADCs, o a partir de los cuales se derivan los fragmentos de
union a antigeno de los ADCs, son aquellos producidos por hibridomas denominados aqui 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 aquellos
codificados por los plasmidos enumerados en la Tabla 1. En todavia otras realizaciones, los anticuerpos son
aquellos que comprenden una cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la
region o regiones codificantes de la cadena pesada de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que
consiste en las secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 2-7, y una cadena ligera codificada por una
molécula de acido nucleico que comprende la region o regiones codificantes de la cadena ligera de una secuencia
nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 8-13.

Como se usa aqui, los nombres de los hibridomas o plasmidos depositados se pueden usar de forma intercambiable
con los nombres de los anticuerpos. Sera claro para el experto normal en la técnica cuando el nombre pretende
referirse al anticuerpo o cuando se refiere a los plasmidos o hibridomas que codifican o producen los anticuerpos,
respectivamente. Adicionalmente, los nombres de los anticuerpos pueden ser una forma abreviada del nombre
mostrado en la Tabla 1. Por ejemplo, el anticuerpo AB-PG1-XG1-006 se puede denominar AB-PG1-XG1-006, PG1-
XG1-006, XG1-006, 006, etc. En otro ejemplo, el nombre del anticuerpo PSMA 4.232.3 se puede denominar PSMA
4.232.3,4.232.1, 4.232, etc. Se pretende que todas las variaciones en el nombre del anticuerpo se refieran al mismo
anticuerpo y no a uno diferente.

Los anticuerpos de los ADCs, o a partir de los cuales se derivan los fragmentos de unién a antigeno de los ADCs,
incluyen aquellos codificados por conjuntos particulares de secuencias de cadena pesada y ligera. En una
realizacion, el anticuerpo (AB-PG1-XG1-006) es codificado por una molécula de acido nucleico que comprende la
region o regiones codificantes de las secuencias de acido nucleico expuestas como SEC ID NOs: 2 y 8. En otra
realizacion, el anticuerpo (AB-PG1-XG1-026) es codificado por una molécula de acido nucleico que comprende la
region o regiones codificantes de las secuencias de acido nucleico expuestas como SEC ID NOs: 3 y 9. En todavia
otra realizacion, el anticuerpo (AB-PG1-XG1-051) es codificado por una molécula de acido nucleico que comprende
la region o regiones codificantes de las secuencias de acido nucleico expuestas como SEC ID NOs: 4 y 10. En
todavia otra realizacion, el anticuerpo (AB-PG1-XG1-069) es codificado por una molécula de acido nucleico que
comprende la region o regiones codificantes de las secuencias de acido nucleico expuestas como SEC ID NOs: 5y
11. En otra realizacion, el anticuerpo (AB-PG1-XG1-077) es codificado por una molécula de acido nucleico que
comprende la regidn o regiones codificantes de las secuencias de acido nucleico expuestas como SEC ID NOs: 6 y
12. En todavia otra realizacion, el anticuerpo (PSMA 10.3) es codificado por una molécula de acido nucleico que
comprende la region o regiones codificantes de las secuencias de acido nucleico expuestas como SEC ID NOs: 7 y
13. En otras realizaciones, los anticuerpos de los ADCs, o a partir de los cuales 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 la region o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que
consiste en secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 14, 18, 22, 26 y 30, y una region variable de
cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la region o regiones codificantes de una
secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID
NOs: 16, 20, 24, 28 y 32. En una realizacion, el anticuerpo (AB-PG1-XG1-006) incluye una secuencia variable
inmunoglobulinica codificada por moléculas acido nucleico que comprenden la regién o regiones codificantes de las
secuencias de acido nucleico expuestas como SEC ID NOs: 14 y 16. De forma similar, el anticuerpo puede ser uno
que incluye una secuencia variable inmunoglobulinica que comprende las secuencias de aminoacido expuestas
como SEC ID NOs: 15 y 17. En otra realizacion, el anticuerpo (AB-PG1-XG1-026) incluye una secuencia variable
inmunoglobulinica codificada por moléculas de acido nucleico que comprenden la regién o regiones codificantes de
secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 18 y 20 o incluye una secuencia variable inmunoglobulinica
que comprende las secuencias de aminoacido expuestas como SEC ID NOs 19y 21. En todavia otra realizacion, el
anticuerpo (AB-PG1-XG1 -051) incluye una secuencia variable inmunoglobulinica codificada por las moléculas de
acido nucleico que comprenden la region o regiones codificantes de secuencias nucleotidicas expuestas como SEC
ID NOs: 22 y 24 o incluye una secuencia variable inmunoglobulinica que comprende las secuencias de aminoacido
expuestas como SEC ID NOs: 23 y 25. En todavia otra realizacion, el anticuerpo (AB-PG1-XG1-069) incluye una
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secuencia variable inmunoglobulinica codificada por las moléculas de acido nucleico que comprenden la region o
regiones codificantes de secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 26 y 28 o incluye una secuencia
variable inmunoglobulinica que comprende las secuencias de aminoacido expuestas como SEC ID NOs: 27 y 29. En
otra realizacion, el anticuerpo (AB-PG1-XG1-077) incluye una secuencia variable inmunoglobulinica codificada por
las moléculas de acido nucleico que comprenden la regidon o regiones codificantes de secuencias nucleotidicas
expuestas como SEC ID NOs: 30 y 32 o incluye una secuencia variable inmunoglobulinica que comprende las
secuencias de aminoacido expuestas como SEC ID NOs: 31 y 33. En ofras realizaciones, el anticuerpo incluye una
region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacido seleccionada del grupo que
consiste en secuencias de aminoacido expuestas como: SEC ID NOs: 15, 19, 23, 27 y 31, y una region variable de
cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacido seleccionada del grupo que consiste en secuencias de
aminoacido expuestas como: SEC ID NOs: 17, 21, 25, 29 y 33.

Como se usa aqui, una “region codificante” se refiere a una regién de una secuencia nucleotidica que codifica una
secuencia polipeptidica. Su uso aqui es consistente con el significado reconocido conocido en la técnica.

En ciertas realizaciones, los anticuerpos de los ADCs, o a partir de los que derivan los fragmentos de unién a
antigeno de los ADCs, son aquellos que son codificados por moléculas de acido nucleico que son muy homologas a
los acidos nucleicos anteriores. La molécula de &acido nucleico homologa puede comprender, en algunas
realizaciones, una secuencia nucleotidica que es al menos alrededor de 90% idéntica a la secuencia nucleotidica
proporcionada aqui. En otras realizaciones, la secuencia nucleotidica es al menos alrededor de 95% idéntica, al
menos alrededor de 97% idéntica, al menos alrededor de 98% idéntica, o al menos alrededor de 99% idéntica a una
secuencia nucleotidica proporcionada aqui. La homologia se puede calcular usando diversas herramientas de
software publicamente disponibles, bien conocidas por el experto normal en la técnica. Las herramientas ejemplares
incluyen el sistema BLAST disponible de la pagina web del National Center for Biotechnology Information (NCBI) en
los National Institutes of Health.

Otro método para identificar secuencias nucleotidicas muy homadlogas es via hibridacion de acidos nucleicos. De
este modo, los anticuerpos de los ADCs, o a partir de los que se derivan los fragmentos de unién a antigeno de los
ADCs, incluyen anticuerpos que tienen una propiedad de unién a PSMA y/u otras propiedades funcionales descritas
aqui, que son codificados por moléculas de acido nucleico que se hibridan en condiciones muy restrictivas a las
moléculas de acido nucleico anteriores. La identificacion de secuencias relacionadas también se puede lograr
usando la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y otras técnicas de amplificacion adecuadas para clonar
secuencias de acidos nucleicos relacionadas. Los cebadores de la PCR se pueden seleccionar para amplificar
porciones de una secuencia de acido nucleico de interés, tal como una CDR.

La expresion “condiciones de restriccidn elevada”, como se usa aqui, se refiere a parametros con los que esta
familiarizada la técnica. Los parametros de hibridacion de acidos nucleicos se pueden encontrar en referencias que
compilan tales métodos, por ejemplo Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook, et al., eds., Segunda
Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989, o Current Protocols in
Molecular Biology, F.M. Ausubel, et al., eds., John Wiley & Sons, Inc., Nueva York. Un ejemplo de condiciones de
restriccion elevada es la hibridacion a 65°C en tampon de hibridacion (3,5X SSC, 0,02% de Ficoll, 0,02% de
polivinilpirrolidona, 0,02% de seroalbdmina bovina, 2,5 mM de NaH;PO4 (pH 7), 0,5% de SDS, 2 mM de EDTA). SSC
es 0,15 M de cloruro de sodio/0,015 M de citrato de sodio, pH 7; SDS es dodecilsulfato de sodio; y EDTA es acido
etilendiaminotetraacético. Tras la hibridacién, una membrana sobre la que se transfiere el acido nucleico se lava, por
ejemplo, en 2X SSC a temperatura ambiente, y después a 0,1-0,5X SSC/0,1X SDS a temperaturas de hasta 68°C.

Como se usa aqui, el término “anticuerpo” se refiere a una glucoproteina que comprende al menos dos cadenas
pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas mediante enlaces de disulfuro. Cada cadena pesada
comprende una region variable de cadena pesada (abreviada aqui como HCVR o Vy) y una regiéon constante de
cadena pesada. La regiéon constante de cadena pesada comprende tres dominios Cu1, Cy2 y Cn3. Cada cadena
ligera comprende una region variable de cadena ligera (abreviada aqui como LCVR o V|) y una regién constante de
cadena ligera. La regiéon constante de cadena ligera comprende un dominio, C.. Las regiones V4 y V| se pueden
subdividir adicionalmente en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de Ia
complementariedad (CDR), entremezcladas con regiones que estan mas conservadas, denominadas regiones del
marco (FR). Cada V4 y V. esta compuesta de tres CDRs y cuatro frecuencias, dispuestas desde el término amino
hacia el término carboxi en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Las regiones variables de
las cadenas pesada y ligera contienen un dominio de unién que interacciona con un antigeno. Las regiones
constantes de los anticuerpos pueden mediar la unién de la inmunoglobulina a tejidos o factores del hospedante,
incluyendo diversas células del sistema inmunitario (por ejemplo, células efectoras) y el primer componente (C1q)
del sistema del complemento clasico.

La expresion “fragmento de unién a antigeno” de un anticuerpo, como se usa aqui, se refiere a una o mas porciones
de un anticuerpo que retienen la capacidad para unirse especificamente a un antigeno (es decir, PSMA). Se ha
mostrado que la funcién de unién a antigeno de un anticuerpo se puede realizar mediante fragmentos de un
anticuerpo de longitud completa. Los ejemplos de fragmentos de unién englobados en la expresion “fragmento de
union a antigeno” de un anticuerpo incluyen: (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste en los
dominios V|, Vu, CL y Cu1; (ii) un fragmento F(ab’)z, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab
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enlazados mediante un puente de disulfuro en la regién bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste en los dominios
Vu y CH1; (iv) un fragmento Fv que consiste en los dominios V. y V4 de un Unico 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, y en particular las regiones CDR3, y mas
particularmente la CDR3 de cadena pesada, contribuyen a la especificidad del anticuerpo. Debido a que estas
regiones CDR, y en particular la region CDR3, confieren especificidad a antigeno en el anticuerpo, estas regiones se
pueden incorporar en otros anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno para conferir la especificidad a antigeno
idéntica sobre aquel anticuerpo o péptido. Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, V y V4, estan
codificados por genes distintos, se pueden unir, usando métodos recombinantes, mediante un ligador sintético que
permite que se obtengan como una Unica cadena proteica en la que las regiones V. y V4 se emparejan para formar
moléculas monovalentes (conocidas como Fv monocatenario (scFv); véanse, por ejemplo, Bird et al. (1988) Science
242:423-426; y Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad Sci. USA 85:5879-5883). Tales anticuerpos monocatenarios
también pretenden estar englobados dentro de la expresion “fragmento de unién a antigeno” de un anticuerpo. Estos
fragmentos de anticuerpo se obtienen usando procedimientos convencionales, tales como procedimientos de
fragmentacion proteolitica, como se describen en J. Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, p. 98-
118 (N.Y. Academic Press 1983), asi como mediante otras técnicas conocidas por aquellos con pericia en la técnica.
Los fragmentos se seleccionan en busca de la utilidad de la misma manera como se hace con los anticuerpos
intactos.

Los anticuerpos, o sus fragmentos de unidn a antigeno, de los ADCs estan, en algunas realizaciones, aislados.
“Aislados”, como se usa aqui, pretende referirse a un anticuerpo (o su fragmento de unién a antigeno) que esta
sustancialmente libre de otros anticuerpos (o fragmentos de unidon a antigeno) que tienen especificidades
antigénicas diferentes (por ejemplo, un anticuerpo aislado que se une especificamente a PSMA esta
sustancialmente libre de anticuerpos que se unen especificamente a antigenos no relacionados con 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, por ejemplo de otras especies (por ejemplo, homodlogos
de especies de PSMA). Por ejemplo, se han encontrado homdélogos de PSMA en otras especies, tales como el cerdo
(numero de acceso de GenBank 077564 (aminoacido) y rata (numeros de acceso de GenBank U75973 (mRNA) y
AAC53423 (aminoacido)). En algunas realizaciones, los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno
proporcionados aqui se unen especificamente tanto a PSMA humano como a un homélogo de PSMA procedente de
otra especie. En ofras realizaciones, los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno se unen especificamente a
PSMA humano pero no reaccionan de forma cruzada con homoélogos de PSMA procedentes de otras especies.

Ademas, un anticuerpo aislado (o su fragmento de union a antigeno) puede estar sustancialmente libre de otro
material celular y/o sustancias quimicas. La expresion “sustancialmente puro” significa que un anticuerpo (o su
fragmento de unién a antigeno) esta esencialmente libre de otras sustancias con las que se pueden encontrar en la
naturaleza o sistemas in vivo en un grado practico y apropiado para su uso pretendido. Los anticuerpos o sus
fragmentos de unién a antigeno sustancialmente puros se pueden producir mediante técnicas bien conocidas en la
técnica. Debido a que un anticuerpo aislado (o su fragmento de unién a antigeno) se puede mezclar con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable en una preparacion farmacéutica, el anticuerpo (o su fragmento de union a antigeno)
puede comprender solamente un pequefio porcentaje en peso de la preparacion. El anticuerpo (o su fragmento de
union a antigeno) esta no obstante aislado, por cuanto se ha separado de las sustancias con las que puede estar
asociado en sistemas vivos, es decir, aislado de otras proteinas.

Como se usa aqui, “unién especifica” se refiere a la unién de un anticuerpo a un antigeno predeterminado, en este
caso PSMA (por ejemplo, PSMA humano). Tipicamente, el anticuerpo se une con una afinidad que es al menos dos
veces mayor que su afinidad para la unién a un antigeno no especifico (por ejemplo, BSA, caseina), que es un
antigeno distinto de PSMA, una isoforma o variante de PSMA, o un antigeno estrechamente relacionado.

El anticuerpo engloba diversos isotipos de anticuerpo, tales como IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgM, IgA1, IgA2, IgAsec,
IgD, IgE. Como se usa aqui, “isotipo” se refiere a la clase de anticuerpo (por ejemplo, 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 del anticuerpo de I1gG1,
1gG2, IgG3, IgG4, IgM, IgA1, IgA2, IgAsec, IgD o IgE, o podria consistir en un fragmento Fab, un fragmento F(ab’), y
un fragmento Fv.

Los anticuerpos de los ADCs, o a partir de los que derivan los fragmentos de unién a antigeno de los ADCS, son, en
algunas realizaciones, monoclonales. Los anticuerpos se pueden producir mediante una variedad de técnicas bien
conocidas en la técnica. La produccion de anticuerpos monoclonales se puede efectuar mediante técnicas que son
bien conocidas en la técnica. La expresion “anticuerpo monoclonal”’, como se usa aqui, se refiere a una preparacion
de moléculas de anticuerpo de una composicién molecular Unica. Un anticuerpo monoclonal presenta una Unica
especificidad y afinidad de unién por un epitopo particular. El proceso de producciéon de anticuerpos monoclonales
implica obtener células somaticas inmunitarias con el potencial para producir anticuerpo, en particular linfocitos B,
que se han inmunizado previamente con el antigeno de interés ya sea in vivo o in vitro y que son adecuados para la
fusioén con una estirpe de mieloma de células B.

Los linfocitos de mamifero tipicamente se inmunizan mediante inmunizacion in vivo del animal (por ejemplo, un
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ratén) con la proteina o polipéptido deseado. Tales inmunizaciones se repiten segin sea necesario a intervalos de
hasta varias semanas para obtener un titulo suficiente de anticuerpos. Una vez inmunizados, los animales se
pueden usar como una fuente de linfocitos productores de anticuerpos. Tras la ultima revacunacion de antigeno, los
animales se sacrifican y se retiran las células del bazo. Los linfocitos de ratdon dan un mayor porcentaje de fusiones
estables con las estirpes de mieloma de raton descritas aqui. Por ejemplo, de los ratones BALB/c. Sin embargo,
otras razas de ratén, conejo, hamster, ovejas y rana también se pueden usar como hospedantes para preparar
células productoras de anticuerpos. Véase Goding (en Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 22 ed., p. 60-
61, Orlando, Fla., Academic Press, 1986). En particular, se pueden usar razas de ratdon que tienen genes de
inmunoglobulinas humanas insertados en el genoma (y que no pueden producir inmunoglobulinas de ratén). Los
ejemplos incluyen las razas de raton HuMAb producidas por Medarex/GenPharm International, y las razas
XenoMouse producidas por Abgenix. Tales ratones producen moléculas inmunoglobulinicas completamente
humanas en respuesta a la inmunizacién. En algunas realizaciones, por lo tanto, los ADCs comprenden un
anticuerpo monoclonal completamente humano o un fragmento de unién a antigeno del mismo, que se une a PSMA.

Aquellas células productoras de anticuerpos que estan en la etapa de plasmablasto en divisién se fusionan
preferentemente. Las células somaticas se pueden obtener a partir de los ganglios linfaticos, bazos y sangre
periférica de animales sensibilizados con el antigeno, y las células linfaticas de elecciéon dependen en gran medida
de su utilidad empirica en el sistema de fusion particular. Los linfocitos que segregan anticuerpos se fusionan
entonces con células de mieloma de células B (de ratén) o células transformadas, que son capaces de replicarse
indefinidamente en cultivo celular, produciendo de ese modo una estirpe celular inmortal que segrega
inmunoglobulina. Las células fusionadas resultantes, o hibridomas, se cultivan, y las colonias resultantes se
seleccionan en busca de la produccién de los anticuerpos monoclonales deseados. Las colonias productoras de
tales anticuerpos se clonan, y se hacen crecer in vivo o in vitro para producir grandes cantidades de anticuerpo. En
Kohler y Milstein, Nature 256:495 (1975), se expone una descripcion de la base tedrica y metodologia practica de la
fusion.

Como alternativa, las células somaticas humanas capaces de producir anticuerpo, especificamente linfocitos B, son
adecuadas para la fusion con estirpes celulares de mieloma. Aunque se pueden usar linfocitos B de bazos,
amigdalas o ganglios linfaticos de un individuo a los que se les ha realizado una biopsia, también se pueden usar
linfocitos B de sangre periférica mas facilmente accesibles. Los linfocitos pueden derivar de pacientes con
carcinomas de préstata diagnosticados u otro cancer que expresa PSMA. Ademas, las células B humanas se
pueden inmortalizar directamente mediante el virus de Epstein-Barr (Cole et al., 1995, Monoclonal Antibodies and
Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., p. 77-96). En principio, aunque se pueden usar procedimientos de hibridacion de
células somaticas, se pueden emplear otras técnicas para producir anticuerpos monoclonales, tales como la
transformacion virica u oncogénica de linfocitos B.

Las estirpes celulares de mieloma adecuadas para uso en procedimientos de fusién productores de hibridomas
pueden ser no productoras de anticuerpos, pueden tener una elevada eficiencia de fusion, y deficiencias enzimaticas
que las hacen incapaces de crecer en ciertos medios selectivos que apoyan el crecimiento de los hibridomas
deseados. Los ejemplos de tales estirpes celulares de mieloma que se pueden usar para la produccion de estirpes
celulares 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 derivadas de seres humanos (Goding, en
Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 22 ed., p. 65-66, Orlando, Fla., Academic Press, 1986; Campbell, en
Monoclonal Antibody Technology, Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology Vol. 13, Burden and
Von Knippenberg, eds. p. 75-83, Amsterdam, Elseview, 1984).

La fusién con células de mieloma de mamifero u otras parejas de fusién capaces de replicarse indefinidamente en el
cultivo celular se efectia mediante técnicas estandar y bien conocidas, por ejemplo usando 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 a partir de los que derivan los fragmentos de union a antigeno
de los ADCs, son anticuerpos recombinantes. La expresion “anticuerpo recombinante”, como se usa aqui, pretende
incluir anticuerpos que se preparan, expresan, crean o aislan por medios recombinantes, tales como anticuerpos
aislados de un animal (por ejemplo, un ratén) que es transgénico para genes de inmunoglobulinas de otras especies,
anticuerpos expresados usando un vector de expresion recombinante transfectado en una célula hospedante,
anticuerpos aislados de una libreria combinatoria recombinante de anticuerpos, o anticuerpos preparados,
expresados, creados o aislados por cualquier otro medio que implique el ayuste de secuencias génicas de
inmunoglobulinas a otras secuencias de ADN.

En todavia otras realizaciones, los anticuerpos son anticuerpos quiméricos o humanizados. Como se usa aqui, la
expresion “anticuerpo quimérico” se refiere a un anticuerpo que combina las regiones variables o hipervariables
murinas con la regiéon constante humana o regiones de armazén constantes y variables. Como se usa aqui, la
expresion “anticuerpo humanizado” se refiere a un anticuerpo que retiene soélo las CDRs de unién a antigeno del
anticuerpo progenitor en asociacion con regiones de armazon humanas (véase Waldmann, 1991, Science
252:1657). Se espera que tales anticuerpos quiméricos o humanizados que retienen la especificidad de union del
anticuerpo murino tengan inmunogenicidad reducida cuando se administran in vivo como se proporciona aqui.
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Segun una realizacion alternativa, los anticuerpos monoclonales de los ADCs pueden estar en forma de un
anticuerpo biespecifico o un anticuerpo multiespecifico. La expresién “anticuerpo biespecifico” pretende incluir
cualquier agente, por ejemplo una proteina, péptido, o complejo proteico o peptidico, que tiene dos especificidades
de union diferentes que se une a o interacciona con (a) un antigeno de la superficie celular y (b) un receptor de Fc
sobre la superficie de una célula efectora. La expresion “anticuerpo multiespecifico” pretende incluir cualquier
agente, por ejemplo una proteina, péptido, o complejo proteico o peptidico, que tiene mas de dos especificidades de
union diferentes que se une a o interacciona con (a) un antigeno de la superficie celular, (b) un receptor de Fc sobre
la superficie de una célula efectora, y (c) al menos algun otro componente. En consecuencia, los anticuerpos
incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos biespecificos, triespecificos, tetraespecificos, y otros anticuerpos
multiespecificos que estan dirigidos a PSMA o a receptores de Fc en células efectoras. La expresion “anticuerpos
biespecificos” incluye ademas dianticuerpos. Los dianticuerpos son anticuerpos biespecificos, bivalentes, en los que
los dominios Vi y Vi se expresan en una Unica cadena polipeptidica, pero que usan un ligador que es tan corto para
permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena, forzando de ese modo a que los dominios se
emparejen con los dominios complementarios de otra cadena y creando dos sitios de unién a antigeno (véanse, por
ejemplo, 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 puede estar formado de una regién de unién a antigeno especifica para PSMA y una
region de unién a antigeno especifica para una célula efectora que tiene actividad tumoricida o inhibidora de
tumores. Las dos regiones de unioén a antigeno del anticuerpo biespecifico estan enlazadas quimicamente o se
pueden expresar mediante una célula manipulada genéticamente mediante ingenieria para producir el anticuerpo
biespecifico. (Véase generalmente Fanger et al., 1995 Drug News & Perspec. 8(3):133-137). Las células efectoras
adecuadas que tienen actividad tumoricida incluyen, pero no se limitan a, células T citotoxicas (principalmente
células CD8"), células asesinas naturales, etc. Una cantidad eficaz de un anticuerpo biespecifico se puede
administrar a un sujeto con cancer, y el anticuerpo biespecifico extermina y/o inhibe la proliferacion de las células
cancerosas tras la localizacién en sitios de tumores primarios o metastasicos que poseen PSMA.

En ciertas realizaciones, los anticuerpos de los ADCs, o a partir de los que derivan los fragmentos de unién a
antigeno de los ADCs, son anticuerpos humanos. La expresién “anticuerpo humano”, como se usa aqui, pretende
incluir anticuerpos que tienen regiones variables y constantes derivadas de secuencias inmunoglobulinicas de la
estirpe de células germinales humanas. Los anticuerpos humanos pueden incluir restos de aminoacidos no
codificados por secuencias inmunoglobulinicas de la estirpe de células germinales humanas (por ejemplo,
mutaciones introducidas mediante mutagénesis al azar o especifica del sitio in vifro, o mediante mutaciéon somatica
in vivo). Sin embargo, la expresion “anticuerpo humano”, como se usa aqui, no pretende incluir anticuerpos en los
que las secuencias de CDR derivadas de la estirpe de células germinales de otra especie mamifera, tal como un
ratén, se han injertado en secuencias de armazén humanas (denominados aqui como “anticuerpos humanizados”).
Los anticuerpos humanos dirigidos contra PSMA se pueden generar usando ratones transgénicos que poseen
partes del sistema inmunitario humano en vez del sistema del raton. Algunos ejemplos de los cuales se describen
aqui en otra parte.

Los anticuerpos monoclonales completamente humanos también se pueden preparar inmunizando ratones
transgénicos para grandes porciones de los loci de las cadenas pesada y ligera inmunoglobulinicas humanas.
Véanse, por ejemplo, las patentes U.S. 5.591.669, 5.598.369, 5.545.806, 5.545.807, 6.150.584, y referencias citadas
alli. Estos animales se han modificado genéticamente de manera que hay una supresion funcional en la produccion
de anticuerpos endogenos (por ejemplo, murinos). Los animales se modifican ademas para contener todo o una
porcién del locus del gen inmunoglobulinico de la estirpe de células germinales humano, de manera que la
inmunizacién de estos animales da como resultado la produccion de anticuerpos completamente humanos frente al
antigeno de interés. Tras la inmunizacion de estos ratones (por ejemplo, XenoMouse (Abgenix), ratones HUMAb
(Medarex/GenPharm)), los anticuerpos monoclonales se pueden preparar segun técnicas de hibridoma estandar.
Estos anticuerpos monoclonales tienen secuencias de aminoacidos de inmunoglobulinas humanas, y por lo tanto no
provocaran respuestas de anticuerpos humanos anti-raton (HAMA) cuando se administren a seres humanos. En
general, pero sin pretender ser limitantes, los ratones tienen 6-16 semanas con la primera inmunizacion. Por
ejemplo, para inmunizar los ratones intraperitonealmente (IP), se puede usar una preparacion purificada o
enriquecida de antigeno PSMA (por ejemplo, PSMA recombinante o células que expresan PSMA), aunque también
son posibles otras rutas de inmunizacién conocidas por una persona de pericia normal en la técnica. El antigeno
PSMA se puede inyectar en combinacién con un adyuvante, tal como adyuvante de Freund completo, y, en algunas
realizaciones, la inyeccion inicial es seguida de inmunizaciones de recuerdo con antigeno en un adyuvante, tal como
adyuvante incompleto de Freund. La respuesta inmunitaria se puede monitorizar durante el protocolo de
inmunizacién con muestras de plasma obtenidas, por ejemplo, de sangrados retroorbitales. El plasma se puede
seleccionar mediante ELISA, y los ratones con suficientes titulos de inmunoglobulina humana anti-PSMA se pueden
usar para fusiones. Los ratones se pueden revacunar intraperitonealmente con antigeno 3 dias antes del sacrificio y
de la eliminacion del bazo.

El anticuerpo o su fragmento de unidn a antigeno de los ADCs se puede seleccionar, en algunas realizaciones, en
busca de la capacidad para unirse a células vivas que expresan PSMA. A fin de demostrar la unién a células vivas
que expresan PSMA, se puede usar citometria de flujo. Por ejemplo, estirpes celulares que expresan PSMA (que se
hacen crecer en condiciones de crecimiento estandar) o células de cancer de préstata que expresan PSMA se
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pueden mezclar con diversas concentraciones de anticuerpos monoclonales en PBS que contiene 0,1% de Tween
80 y 20% de suero de raton, y se pueden incubar a 37°C durante 1 hora. Tras el lavado, las células se pueden hacer
reaccionar con anticuerpo secundario anti-lgG humana marcado con fluoresceina (si se usaron anticuerpos
humanos anti-PSMA) en las mismas condiciones que la tincién con anticuerpos primarios. Las muestras se pueden
analizar mediante un instrumento clasificador de células activado por fluorescencia (FACS), usando propiedades de
dispersion de la luz y laterales para reunir células individuales. Se puede usar un ensayo alternativo que usa
microscopia de fluorescencia (ademas de o en lugar del ensayo de citometria de flujo). Las células se pueden tefiir y
examinar mediante microscopia de fluorescencia. Este método permite la visualizacién de células individuales, pero
puede tener sensibilidad reducida, dependiendo de la densidad del antigeno. Se concluye que los ADCs, en algunas
realizaciones, se unen a células vivas. Los ADCs, en algunas realizaciones, no requieren por lo tanto la lisis celular
para unirse a PSMA.

En algunas realizaciones, los anticuerpos pueden promover la citolisis de células que expresan PSMA. La citolisis se
puede mediar por el complemento, o puede estar 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. Los ejemplos de
tumores que se pueden seleccionar como dianas con los anticuerpos o sus fragmentos de union a antigeno incluyen
cualquier tumor que exprese PSMA (esto incluye tumores con neovasculatura que expresa PSMA), tal como
tumores de prostata, de vejiga, de mama, de pancreas, de higado, de pulmén (por ejemplo, carcinoma de pulmén no
microcitico), de colon y de rifidn, asi como melanomas y sarcomas. En una realizacién, la célula tumoral es una
célula tumoral de préstata.

El ensayo de la actividad citolitica in vitro mediante ensayo de liberacién de cromo puede proporcionar un cribado
inicial antes del ensayo de los modelos in vivo. Este ensayo se puede llevar a cabo usando ensayos estandar de
liberacion del cromo. De forma breve, células polimorfonucleares (PMN), u otras células efectoras, procedentes de
donantes sanos se pueden purificar mediante centrifugacion por densidad Ficoll Hypaque, seguido de la lisis de
eritrocitos contaminantes. Las PMNs lavadas se pueden suspender en RPMI suplementado con 10% de suero fetal
de ternera inactivado por calor, y se pueden mezclar con células que expresan PSMA marcadas con *1Cr, a diversas
relaciones de células efectoras a células tumorales (células efectoras:células tumorales). Las IgGs anti-PSMA
purificadas se pueden afiadir entonces a diversas concentraciones. La IgG irrelevante se puede usar como un
control negativo. Los ensayos se pueden llevar a cabo durante 0-120 minutos a 37°C. Las muestras se pueden
evaluar para citolisis midiendo la liberacién de ®ICr en el sobrenadante del cultivo. Los anticuerpos monoclonales
anti-PSMA y/o los ADCs se pueden ensayar también en combinaciones entre si para determinar si la citolisis es
potenciada con multiples anticuerpos monoclonales y/o ADCs. Los anticuerpos que se unen a PSMA y/o ADCs
también se pueden ensayar en un modelo in vivo (por ejemplo, en ratones) para determinar su eficacia mediante la
citolisis y exterminando células cancerosas que expresan PSMA, por ejemplo células de tumor prostatico.

Los anticuerpos de los ADCs, o a partir de los que derivan los fragmentos de unién a antigeno de los ADCs, se
pueden seleccionar, por ejemplo, basandose en los siguientes criterios, que no pretenden ser exclusivos:

1) unién a células vivas que expresan PSMA;
2) elevada afinidad de unién a PSMA,;

3) unién a un Unico epitopo en PSMA (es decir, un epitopo no reconocido por un anticuerpo previamente
producido);

4) opsonizacion de células que expresan PSMA,;

5) mediacion de la inhibicion del crecimiento, fagocitosis y/o exterminio de células que expresan PSMA en
presencia de células efectoras;

6) modulacion (inhibicion o potenciacion) de las actividades de NAALADasa, folato hidrolasa, dipeptidil
peptidasa IV y/o y-glutamil hidrolasa;

7) inhibicion del crecimiento, detencion del ciclo celular y/o citotoxicidad en ausencia de células efectoras;
8) internalizacion de PSMA;

9) union a un epitopo conformacional en PSMA,;

10) reactividad cruzada minima con células o tejidos que no expresan PSMA,; y

11) union preferente a formas dimeras de PSMA en vez de a formas monémeras de PSMA.

Los anticuerpos de los ADCs, o a partir de los que derivan los fragmentos de union a antigeno de los ADCs, pueden
satisfacer uno o mas, y posiblemente todos, estos criterios.

En una realizacion, el anticuerpo o su fragmento de unién a antigeno se une a un epitopo conformacional, tal como
un epitopo conformacional en el dominio extracelular de PSMA. Para determinar si un anticuerpo anti-PSMA o su
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fragmento de unién a antigeno se une a epitopos conformacionales, cada anticuerpo se puede evaluar en ensayos
usando proteina nativa (por ejemplo, inmunoprecipitacion no desnaturalizante, analisis de citometria de flujo de la
union a la superficie celular) y proteina desnaturalizada (por ejemplo, transferencia Western, inmunoprecipitacion de
proteinas desnaturalizadas). Una comparacion de los resultados indicara si el anticuerpo o su fragmento de unién a
antigeno se une a un epitopo conformacional. Los anticuerpos o sus fragmentos de unién a antigeno que se unen a
proteina nativa pero no a proteina desnaturalizada son, en algunas realizaciones, aquellos que se unen a epitopos
conformacionales. Se concluye que los ADCs, en algunas realizaciones, se unen a epitopos conformacionales de
PSMA.

En ofra realizacion, el anticuerpo o su fragmento de unién a antigeno se une a un epitopo especifico de dimero en
PSMA (es decir, un epitopo conformacional, especifico de dimero, Unico para la estructura cuaternaria de PSMA
dimero). Generalmente, los anticuerpos o sus fragmentos de unién a antigeno que se unen a un epitopo especifico
de dimero se unen preferentemente al dimero de PSMA en vez de al monémero de PSMA. Para determinar si un
anticuerpo o su fragmento de unién a antigeno se une preferentemente (es decir, selectiva y/o especificamente) a un
dimero de PSMA, el anticuerpo o su fragmento de unién a antigeno se puede evaluar en ensayos (por ejemplo,
inmunoprecipitacion seguida de transferencia Western) usando proteina de PSMA dimera nativa y proteina de
PSMA monodmera disociada. Una comparacion de los resultados indicara si el anticuerpo o su fragmento de union a
antigeno se une preferentemente al dimero. En algunas realizaciones, los anticuerpos o sus fragmentos de unién a
antigeno se unen al dimero de PSMA pero no a la proteina de PSMA monémera. Se concluye que los ADCs, en
algunas realizaciones, se unen a un epitopo especifico de dimero en PSMA.

Los ADCs proporcionados incluyen aquellos que se unen selectivamente a multimeros de PSMA. Como se usa aqui,
particularmente con respecto a la unién de multimeros de PSMA por los ADCs, “se une selectivamente” significa que
un anticuerpo o su fragmento de unién a antigeno de los ADCs se une preferentemente a un multimero de la
proteina de PSMA (por ejemplo, con mayor avidez, mayor afinidad de unién) en vez de a un monémero de la
proteina de PSMA. En algunas realizaciones, los ADCs de la invencién se unen a un multimero de la proteina de
PSMA con una avidez y/o afinidad 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 o0 mas que la exhibida por el
ADC para un mondémero de la proteina de PSMA. En algunas realizaciones, el ADC se puede unir selectivamente a
un multimero de la proteina de PSMA, y no a un monémero de la proteina de PSMA, es decir, se une
exclusivamente a un multimero de la proteina de PSMA. En algunas realizaciones, el ADC se une selectivamente a
un dimero de la proteina de PSMA.

Un multimero de la proteina de PSMA, como se usa aqui, es un complejo proteico de al menos dos proteinas de
PSMA o sus fragmentos. Los multimeros de la proteina de PSMA pueden estar compuestos de diversas
combinaciones de proteinas de PSMA de longitud completa (por ejemplo, SEC ID NO: 1), PSMA soluble
recombinante (rsPSMA, por ejemplo, aminoacidos 44-750 de SEC ID NO: 1) y fragmentos de los anteriores que
forman multimeros (es decir, que retienen el dominio proteico requerido para formar dimeros y/o multimeros de
mayor orden de PSMA). En algunas realizaciones, al menos una de las proteinas de PSMA que forma el multimero
es un polipéptido de PSMA recombinante soluble (rsPSMA). Los multimeros de una 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 cree que los multimeros de la proteina de PSMA citados aqui asumen una
conformacién nativa, y pueden tener tal conformacion. Las proteinas de PSMA, en ciertas realizaciones, estan
unidas juntas de forma no covalente para formar el multimero de la proteina de PSMA. Se ha descubierto que la
proteina de PSMA se asocia de forma no covalente para formar dimeros en condiciones no desnaturalizantes. Los
multimeros de la proteina de PSMA pueden retener las actividades de PSMA. La actividad de PSMA puede ser una
actividad enzimatica, tal como actividad de folato hidrolasa, actividad de NAALADasa, actividad de dipeptidil
peptidasa IV o actividad de y-glutamil hidrolasa. Los métodos para ensayar la actividad de PSMA de los multimeros
son bien conocidos en la técnica (revisado 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 (eds.) Humana Press, Totowa, NJ, 2000, p. 307-326).

El anticuerpo o su fragmento de unién a antigeno de los ADCs se puede unir a y se puede internalizar con PSMA
expresado en células. El mecanismo mediante el cual el anticuerpo o su fragmento de unién a antigeno se
internaliza con PSMA no es critico para la practica de los métodos proporcionados aqui. Por ejemplo, el anticuerpo o
su fragmento de unién a antigeno puede inducir internalizacion de PSMA. Como alternativa, la internalizacion del
anticuerpo o su fragmento de unién a antigeno puede ser el resultado de internalizacion normal del PSMA. Se
concluye que el ADC se puede internalizar con PSMA expresado en células.

Los anticuerpos o sus fragmentos de unién a antigeno, y por lo tanto los ADCs, se pueden unir especificamente, en
algunas realizaciones, a PSMA de la superficie celular y/o a rsPSMA con afinidad subnanomolar. Las afinidades de
unién pueden ser alrededor de 1 X 10° Mo menos, alrededor de 1 X 107 M, o alrededor de 1 X 10" M o menos.
En una realizacion, la afinidad de unién es menor que alrededor de 5 X 107 M.

Los anticuerpos o sus fragmentos de union a antigeno 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
acida enlazada en o N-acetilada (NAALADasa), actividad de folato hidrolasa, actividad de dipeptidil peptidasa IV,
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actividad de y-glutamil hidrolasa, y sus combinaciones, in vitro o in vivo. La modulacién puede ser potenciacion o
inhibicién de al menos una actividad enzimatica de PSMA.

Los niveles tisulares de la actividad de NAALADasa se pueden determinar solubilizando en detergente y
homogeneizando tejidos, peletizando el material insoluble mediante centrifugacion, y midiendo la actividad de
NAALADasa en el sobrenadante que queda. Igualmente, la actividad de NAALADasa en fluidos corporales se puede
medir peletizando en primer lugar el material celular mediante centrifugacion y llevando a cabo un ensayo enzimatico
tipico para actividad de NAALADasa en el sobrenadante. Los ensayos enzimaticos de NAALADasa se han descrito
por Frieden, 1959, J. Biol, Chem., 234:2891. En este ensayo, el producto de reaccion de la enzima NAALADasa es
acido glutamico. Este deriva de la escision de N-acetilaspartilglutamato catalizada por enzimas para producir acido
N-acetilaspartico y acido glutamico. El &cido glutdmico, en una etapa que requiere NAD(P)", produce 2-oxoglutarato
mas NAD(P)H en una reaccion catalizada por glutamato deshidrogenasa. El transcurso de la reaccion se puede
medir facil y convenientemente mediante el cambio de 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 como se describe por
Heston y otros (por ejemplo, Clin. Cancer Res. 2(9): 1445-51,1996; Urology 49(3A Suppl):104-12,1997). Las folato
hidrolasas tales como PSMA eliminan los glutamatos enlazados mediante gamma a partir de folatos poliglutamados.
La actividad de folato hidrolasa se puede medir usando sustratos tales como metotrexato tri-gamma glutamato
(MTXGIu3), metotrexato di-gamma glutamato (MTXGIu2) o pteroilpentaglutamato (PteGlu5), por ejemplo usando
electroforesis capilar (véase Clin. Cancer Res. 2(9):1445-51, 1996). Las incubaciones en el tiempo de PSMA con
sustratos poliglutamados se puede seguir mediante separacion y deteccion de los productos de la hidrdlisis.

Como se menciona anteriormente, se ha encontrado sorprendentemente que los ADCs proporcionados exterminan
células cancerosas que expresan PSMA, resistentes a taxano, y se pueden usar para tratar cancer que expresa
PSMA, resistente a taxano. Por lo tanto, se proporcionan métodos en los que se administra un ADC a un sujeto con
un cancer que expresa PSMA, resistente a taxano. Las células cancerosas del cancer que expresa PSMA, resistente
a taxano, en algunas realizaciones, pueden ser células de un tumor (por ejemplo, tumor maligno primario) o células
de una o mas metastasis.

En algunas realizaciones, los métodos proporcionados dan como resultado el retraso o la inhibicion de la progresion
del cancer en el sujeto. Como se usa aqui, “retraso o inhibicion de la progresion del cancer” pretende referirse a
cualquier ralentizacion o detencién de la progresion del cancer en el sujeto. Una ralentizacion o detencién de la
progresion del cancer incluye una reduccion o estabilizacion en el numero de células cancerosas, el nimero de
tumores, y/o el numero de metastasis en un sujeto. Una ralentizacion o detencidon también pretende incluir una
reduccion o estabilizacion en el tamafio (por ejemplo, longitud o volumen) de tumores y/o tamafio de las metastasis
en un sujeto. Los métodos para evaluar la progresion de cancer en un sujeto seran manifiestos para una persona de
pericia normal en la técnica. Ademas, en algunas realizaciones, el retraso o inhibicion de la progresion del cancer se
puede demostrar mediante un cambio en al menos un biomarcador para metastasis ésea o metabolismo 6seo en
comparacion con un valor de linea base antes del tratamiento con el ADC en el sujeto. En algunas realizaciones, el
biomarcador es N-telopéptido, fosfatasa alcalina oésea, osteocalcina, calcitonina, calcio, piridinilina o
desoxipiridinolina. En realizaciones adicionales, el retraso o inhibicion de la progresion del cancer se demuestra
mediante cambios en la imagen radiografica en la carga tumoral en comparacién con una imagen radiografica de
linea base en el sujeto antes del tratamiento con ADC. Los métodos para evaluar cambios radiograficos incluyen,
por ejemplo, barrido éseo, barrido con tomografia axial computerizada (CT), y formacion de imagenes mediante
resonancia magnética (MRI). Otros métodos seran bien conocidos por los expertos normales en la técnica. En
algunas realizaciones, el retraso o la inhibicion de la progresion se evidencia por un cambio en la imagen
radiografica de al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50% o 60% o mas.

El tratamiento con los ADCs proporcionados también puede dar como resultado el incremento en la supervivencia de
los sujetos con un cancer que expresa PSMA, resistente a taxano. En algunas realizaciones, la supervivencia de tal
sujeto aumenta en 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 24, 28 0 32 semanas 0 mas, en comparacion con la supervivencia
media de los sujetos con el cancer que expresa PSMA, resistente a taxano, a los que no se les administra el ADC.
En otras realizaciones, la supervivencia aumenta 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 24, 28 o 32 semanas 0 mas, en
comparacion con el tiempo de supervivencia esperado para el sujeto antes del tratamiento con el ADC. En otras
realizaciones de cualquiera de las anteriores, la supervivencia del sujeto aumenta en 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 0 24
meses 0 mas segun cualquier comparacion. En una realizacion, el sujeto tratado con un ADC es aquel que tiene
cancer de prostata metastasico progresivo, resistente a la castracion, que ha progresado tras una terapia previa con
taxano, y el incremento en la supervivencia del sujeto es como se compara con la supervivencia media de los
sujetos que tienen cancer de prdstata metastasico progresivo, resistente a la castracion, que ha progresado tras la
terapia previa con taxano, y no ha sido tratado con el ADC. En otra realizacion, el sujeto tratado con un ADC es
aquel que tiene cancer de prostata metastasico progresivo, resistente a la castracion, que ha progresado tras la
terapia previa con taxano, y el incremento en la supervivencia del sujeto es como se compara con el tiempo de
supervivencia esperado para el sujeto antes del tratamiento con el ADC.

En otras realizaciones, el tratamiento con un ADC como se proporciona da como resultado un incremento en la
calidad de vida para el sujeto en comparacion con la calidad de vida experimentada por el sujeto antes del
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tratamiento con el ADC. Como se usa aqui, “un incremento en la calidad de vida” se refiere a cualquier mejora en el
confort del sujeto, nivel de energia y/o capacidad para funcionar en una actividad como resultado de la
administracion de un ADC como se proporciona aqui.

En todavia otras realizaciones, el tratamiento con un ADC puede dar como resultado una disminucién en el nivel
circulante de células tumorales circulantes (CTCs), en comparaciéon con un nivel de linea base. En otras
realizaciones, el tratamiento con un ADC puede dar como resultado una disminucién o estabilizacion (ningun
incremento o disminucion significativo) en un nivel sérico de antigeno especifico de la préstata (PSA) en
comparacion con un nivel de linea base de PSA. Los métodos para evaluar el nivel circulante de CTCs o el nivel
sérico de PSA son bien conocidos por aquellos de pericia normal en la técnica.

También fue sorprendente descubrir que en sujetos con un cancer que expresa PSMA, resistente a taxano, se
puede lograr una reduccién en el volumen tumoral incluso para tumores muy grandes con la administracion de un
ADC. Por lo tanto, en algunas realizaciones, el sujeto tiene un tumor con un volumen tumoral que es al menos 100
mm?, 200 mm®, 300 mm®, 400 mm?, 500 mm?®, 600 mm?, 700 mm®, 800 mm?®, 900 mm?, 1000 mm?, 1100 mm?®, 1200
mm?, 1300 mm®, 1400 mm?, 1500 mm?, 1600 mm? 1700 mm?®, 1800 mm?® 1900 mm® o 2000 mm?®. En algunas
realizaciones, el sujeto tiene un volumen tumoral que es mayor que 700 mm?®. En otras realizaciones, el sujeto tiene
un tumor con una longitud de al menos 5 mm, 6 mm, 7 mm, 8 mm, 9 mm, 10 mm, 11 mm, 12 mm, 13 mm, 14 mm,
15 mm, 16 mm, 17 mm, 18 mm, 19 mm, 20 mm, 21 mm, 22 mm, 23 mm, 24 mm, 25 mm o 30 mm o mas. En otras
realizaciones, el volumen o longitud tumoral se reducen en al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%,
90%, 95%, 97% 0 99% como resultado del tratamiento con un ADC como se proporciona aqui. En una realizacion
adicional, el tumor se erradica. Las técnicas para determinar la presencia de un tumor y para medir su tamafio son
bien conocidas por aquellos de pericia normal en la técnica.

Los ADCs se pueden usar en diversos métodos in vitro e in vivo para efectuar los puntos finales terapéuticos
mencionados anteriormente. Los métodos proporcionados se pueden usar para exterminar células cancerosas que
expresan PSMA, resistentes a taxano, in vitro o in vivo. También se proporcionan métodos para tratar cualquier
cancer que expresa PSMA, resistente a taxano. Tal cancer es, por ejemplo, cancer de préstata. Tal cancer también
puede ser, por ejemplo, un cancer en el que se expresa PSMA en las células de la neovasculatura tumoral. Una lista
ejemplar de tales canceres se proporciona aqui en otra parte.

En algunas realizaciones, dos o mas ADCs diferentes se usan en combinacién. En otra realizacion, uno o mas
anticuerpos anti-PSMA no conjugados, o sus fragmentos de union a antigeno, se pueden combinar con uno o mas
ADCs en una sola terapia para lograr el efecto terapéutico deseado. Como ilustracién, un anticuerpo anti-PSMA no
conjugado que media 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 usar con uno o mas ADCs. En aun otra realizacion,
los ADCs se pueden combinar con uno o mas agentes antitumorales adicionales, tales como corticosteroides, tales
como prednisona o hidrocortisona; agentes inmunoestimulantes; inmunomoduladores, o cualquier combinacion de
los mismos.

Los agentes antitumorales incluyen agentes citotoxicos, agentes quimioterapéuticos y agentes que actian sobre la

neovasculatura tumoral. Los agentes citotoxicos incluyen radionuclidos citotdxicos, toxinas quimicas y toxinas

proteicas. El radionuclido citotdxico o isétopo radioterapéutico puede ser un isétopo que emite particulas alfa, tal

como 225Ac, 211At, mBi, 213'Bi, me, 224Ra 0 #°Ra. Como alternativa, el radionuclido citotéxico puede ser un isétopo

que emite particulas beta, tales como 186Rh, 188Rh, 177Lu, 90Y, 131I, 67Cu, 64Cu, 3Sm o "®®Ho. Ademas, el

;§dionUCIido citotoxico puede emitir electrones Auger y electrones de baja energia, e incluye los isétopos 129 123 o
Br.

Las toxinas quimicas o agentes quimioterapéuticos adecuados incluyen miembros de la familia de moléculas de
enodiinos, tales como calicheamicina y esperamicina. Las toxinas quimicas también se pueden escoger del grupo
que consiste en metotrexato, doxorrubicina, melfalan, clorambucilo, ARA-C, vindesina, mitomicina C, cis-platino,
etopésido, bleomicina y 5-fluorouracilo. Otros agentes antineoplasicos incluyen dolastatinas (patentes U.S. n®®
6.034.065 y 6.239.104) y sus derivados. Las dolastatinas y sus derivados incluyen dolastatina 10 (dolavalina-valina-
dolaisoleuina-dolaproina-dolafenina) y los derivados auristatina PHE (dolavalina-valina-dolaisoleuina-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 también incluyen
lectinas venenosas, toxinas vegetales tales como ricina, abrina, modeccina, botulina y toxinas de la difteria. Otros
agentes quimioterapéuticos son conocidos por los expertos en la técnica.

Los agentes que actdan sobre la vasculatura tumoral incluyen agentes de unién 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 interferon (patente U.S. n® 5.994.292). También se contempla un nimero de otros agentes
antiangiogénicos, e incluyen: 2ME2, angiostatina, angiozima, anti-VEGF RhuMADb, apra (CT-2584), avicina, benefina,
BMS275291, carboxiamidotriazol, CC4047, CC5013, CC7085, CDC801, CGP-41251 (PKC 412), CM101, profarmaco
de combretastatina A-4, EMD 121974, endostatina, flavopiridol, genisteina (GCP), extracto de té verde, IM-862,
ImmTher, interferén alfa, interleucina-12, Iressa (ZD1839), Marimastat, Metastat (Col-3), Neovastat, octreotida,
paclitaxel, penicilamina, fotofrina, fotopoint, PI-88, prinomastat (AG-3340), PTK787 (ZK22584), RO317453,
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solimastat, esqualamina, SU 101, SU 5416, SU-6668, suradista (FCE 26644), suramin (metaret), tetratiomolibdato,
talidomida, TNP-470 y vitaxina. Agentes antiangiogénicos adicionales se describen por 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
inmunitaria, tales como IL-2 y oligonucledtidos inmunoestimulantes (por ejemplo, aquellos que contienen los motivos
de CpG). Los agentes inmunoestimulantes pueden estimular, en algunas realizaciones, brazos especificos del
sistema inmunitario, tales como células asesinas naturales (NK) que median la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC). Los agentes inmunoestimulantes incluyen interleucina-2, a-interferén, y-interferon, factor alfa de
necrosis tumoral (TNFa), oligonucledtidos inmunoestimulantes, o una combinacion de los mismos. Los
inmunomoduladores incluyen citocinas, quimiocinas, adyuvantes, o una combinacién de los mismos. Las
quimiocinas utiles incrementando las respuestas inmunitarias incluyen, pero no se limitan a, SLC, ELC, MIP3aq,
MIP3B, IP-10, MIG, y sus combinaciones.

El otro agente terapéutico también puede ser una vacuna. En algunas realizaciones, la vacuna inmuniza a un sujeto
frente a PSMA. Tales vacunas, en algunas realizaciones, incluyen antigeno, tales como dimeros de PSMA, con,
opcionalmente, uno o mas adyuvantes para inducir o potenciar una respuesta inmunitaria. Un adyuvante es una
sustancia que potencia la respuesta inmunitaria. Se conocen bien en la técnica adyuvantes de muchos tipos. Los
ejemplos especificos de adyuvantes incluyen monofosforil lipido A (MPL, SmithKline Beecham); saponinas que
incluyen QS21 (SmithKline Beecham); oligonucledtidos inmunoestimulantes (por ejemplo, oligonucledtidos 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 vegetales
tales como escualeno y/o tocoferol, Quil A, Ribi Detox, CRL-1005, L-121, y sus combinaciones. También se
contemplan formulaciones, tales como las descritas en la Solicitud U.S. Serie n°® 10/976352, para uso como vacunas
en los métodos proporcionados aqui.

Las vacunas pueden incluir, en algunas realizaciones, uno o mas de los multimeros de la proteina de PSMA aislados
descritos aqui, tales como el dimero de la proteina de PSMA. En algunas realizaciones, una composicion de
multimeros de la proteina de PSMA contiene al menos alrededor de 10% de multimero de la proteina de PSMA (de
la cantidad total de proteina de PSMA en la composicién). En otras realizaciones, la composicion de multimeros de
la proteina de PSMA contiene al menos alrededor de 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
99% 0 99,5% de multimero de la proteina de PSMA. En una realizacion, la composicion de multimeros de la proteina
de PSMA contiene multimero de la proteina de PSMA sustancialmente puro, sin sustancialmente ningiin monémero
de la proteina de PSMA. Se entiende que la lista de porcentajes especificos incluye como referencia todos los
porcentajes no hombrados entre los porcentajes citados.

Las citocinas también se pueden usar en protocolos de vacunacion como resultado de sus propiedades reguladoras
de linfocitos. Muchas citocinas Utiles para tales fines seran conocidos por una persona de pericia normal en la
técnica, incluyendo interleucina-2 (IL-2); IL-4; IL-5; IL-12, que se ha demostrado que potencian los efectos
protectores de las vacunas (véase, por ejemplo Science 268:1432-1434, 1995); GM-CSF; IL-15; IL-18; sus
combinaciones, y similares. De este modo, las citocinas se pueden administrar conjuntamente con antigeno,
quimiocinas y/o adyuvantes para incrementar una respuesta inmunitaria.

Los otros agentes terapéuticos se pueden usar en los métodos proporcionados en forma no conjugada o en forma
conjugada, tal como conjugados a un anticuerpo anti-PSMA o su fragmento de unién a antigeno. El acoplamiento de
una o mas moléculas de toxina al anticuerpo anti-PSMA o a su fragmento de unién a antigeno puede incluir muchos
mecanismos quimicos, por ejemplo unidon covalente, uniéon de afinidad, intercalacion, uniéon de coordinacion y
complejacion.

La union covalente se puede lograr mediante condensacion directa de cadenas laterales existentes o mediante la
incorporacion de moléculas formadoras de puentes externas. Muchos agentes bivalentes o polivalentes son utiles en
el acoplamiento de moléculas proteicas a otras proteinas, péptidos o funciones aminicas, etc. 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 ejemplar de los agentes de acoplamiento mas habituales.

En algunas realizaciones, se contempla que se pueda desear derivatizar en primer lugar el anticuerpo, y después
afadir el agente terapéutico al producto derivatizado. Los agentes de reticulacién 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, las toxinas proteicas se pueden fusionar al anticuerpo anti-PSMA o a su fragmento de unién a antigeno
mediante métodos genéricos para formar una proteina de fusion inmunotoxinica hibrida. Las proteinas de fusion
pueden incluir secuencias peptidicas adicionales, tales como espaciadores peptidicos que unen operativamente, por
ejemplo, el anticuerpo anti-PSMA y la toxina, en tanto que tales secuencias adicionales no afecten apreciablemente
a la seleccion de dianas o a las actividades toxinicas de la proteina de fusién. Las proteinas se pueden unir
mediante un ligador o espaciador peptidico, tal como un péptido espaciador de glicina-serina, o una bisagra
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peptidica, como es bien conocido en la técnica. De este modo, por ejemplo, el término C de un anticuerpo anti-
PSMA o su fragmento de union a antigeno se puede fusionar al término N de la molécula de la toxina proteica para
formar una inmunotoxina que retiene las propiedades de unién del anticuerpo anti-PSMA. Otros montajes de fusion
seran conocidos por un experto de pericia normal en la técnica. Para expresar la inmunotoxina de fusién, se inserta
el acido nucleico que codifica la proteina de fusion en un vector de expresion segun métodos estandar, para la
expresion estable de la proteina de fusiodn, tal como en células de mamifero, tales como células CHO. La proteina de
fusion se puede aislar y purificar de las células o del sobrenadante de cultivo usando metodologia estandar, tal como
una columna de afinidad de PSMA.

Los radionuclidos se acoplan tipicamente a un anticuerpo o a su fragmento de unién a antigeno mediante quelacion.
Por ejemplo, en el caso de radionuclidos metalicos, habitualmente se usa un quelador bifuncional para enlazar el
isétopo al anticuerpo o a otra proteina de interés. Tipicamente, el quelador se une en primer lugar al anticuerpo, y el
conjugado de quelador-anticuerpo se pone en contacto con el radiois6topo metalico. Para este fin, se han
desarrollado  distintos queladores bifuncionales, incluyendo Ila serie de aminoacidos de acido
dietilentriaminopentaacético (DTPA) descrita en las patentes U.S. 5.124.471, 5.286.850 y 5.434.287. Como otro
ejemplo, los agentes quelantes bifuncionales a base de acido hidroxamico se describen en la patente U.S.
5.756.825. Otro ejemplo es el agente quelante denominado p-SCN-Bz-HEHA (acido 1,4,7,10,13,16-
hexaazaciclooctadecano-N,N’,N”",N” ,N"",N”"-hexaacético) (Deal et al., J. Med. Chem. 42:2988, 1999), que es un
quelador eficaz de radiometales tales como 225p¢. AUN 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 usar en un método de dos etapas para el marcaje seguido de la conjugacion.

Otros agentes terapéuticos también incluyen virus selectivos para la replicacion. Los virus competentes para la
replicacién, tales como el mutante di1520 de adenovirus que selecciona la ruta de p53, ONYX-015, extermina
selectivamente a células tumorales (Biederer, C. et al., J. Mol. Med. 80(3):163-175, 2002). En algunas realizaciones,
este virus se puede conjugar a anticuerpos anti-PSMA o a sus fragmentos de unién a antigeno.

Los métodos proporcionados pueden comprender ademas el uso de otras modalidades de tratamiento terapéutico.
Tales otros tratamientos incluyen cirugia, radiacion, criocirugia, termoterapia, tratamiento hormonal, quimioterapia,
vacunas y otras inmunoterapias.

Los ADCs de la invencion, tal como a través de su anticuerpo o su fragmento de unién a antigeno, se pueden
enlazar a un marcador. Los marcadores incluyen, por ejemplo, marcadores fluorescentes, marcadores enzimaticos,
marcadores radioactivos, marcadores activos de resonancia magnética nuclear, marcadores luminiscentes o
marcadores cromoéforos.

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

Las composiciones farmacéuticas se pueden administrar en terapia de combinacion, es decir, se pueden combinar
con otros agentes. Por ejemplo, la terapia de combinacidon puede incluir un ADC con al menos un agente
antitumoral, inmunomodulador, agente inmunoestimulante u otra terapia convencional. El otro agente se puede
conjugar a o se puede formar como una molécula de fusidn recombinante con un anticuerpo anti-PSMA o su
fragmento de unidn a antigeno para dirigir directamente el agente hacia células que expresan PSMA. En otra
realizacion, el otro agente terapéutico puede estar no conjugado. Los agentes terapéuticos adicionales se pueden
administrar o se pueden poner en contacto con células que expresan PSMA a través de la coadministracion.
“Coadministrar’, como se usa aqui, se refiere a administrar simultdneamente dos o mas agentes terapéuticos como
una mezcla en una Unica composicion, o secuencialmente, y suficientemente préxima en el tiempo de manera que
los compuestos pueden ejercer un efecto aditivo o incluso sinérgico. En todavia otras realizaciones, un agente
terapéutico adicional se puede administrar antes, durante o después de la administraciéon de uno o mas ADCs o sus
composiciones.

Como se usa aqui, “vehiculo farmacéuticamente aceptable” o “vehiculo fisioldgicamente aceptable” incluye
cualquiera y todas las sales, disolventes, medios de dispersion, revestimientos, agentes antibacterianos y
antifingicos, agentes isoténicos y agentes que retrasan la absorcion, y similares, que son fisiol6gicamente
compatibles. En algunas realizaciones, el vehiculo es adecuado para la administracion intravenosa, intramuscular,
subcutanea, parenteral, espinal o epidérmica (por ejemplo, mediante inyeccion o infusion). Dependiendo de la via de
administracion, el compuesto activo se puede revestir en un material para proteger el compuesto de la accion de
acidos y otras condiciones naturales que pueden inactivar el compuesto.

Cuando se administran, las composiciones farmacéuticas se aplican en cantidades farmacéuticamente aceptables y
en composiciones farmacéuticamente aceptables. La expresion “farmacéuticamente aceptable” significa un material
no toxico que no interfiere con la eficacia de la actividad bioldgica de los ingredientes activos. Tales preparaciones
pueden contener de forma habitual sales, agentes tamponantes, conservantes, vehiculos compatibles, y
opcionalmente otros agentes terapéuticos, tales como agentes potenciadores inmunitarios suplementarios que
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incluyen adyuvantes, quimiocinas y citocinas. Cuando se usan en medicina, las sales deberian ser
farmacéuticamente aceptables, pero las sales no farmacéuticamente aceptables se pueden usar convenientemente
para preparar sus sales farmacéuticamente aceptables, y no se excluyen del alcance de la invencion.

Una sal retiene la actividad biolégica deseada del compuesto progenitor, y no imparte efectos toxicoldgicos
indeseados (véase, por ejemplo, Berge, S.M., et al. (1977) J. Pharm. Sci. 66: 1-19). Los ejemplos de tales sales
incluyen sales de adicion de acidos y sales de adicion de bases. Las sales de adicién de acidos incluyen las
derivadas de acidos inorganicos no toxicos, tales como clorhidrico, nitrico, fosférico, sulfurico, bromhidrico,
yodhidrico, fosforoso y similar, asi como acidos organicos no toxicos tales como acido mono- y dicarboxilicos
alifaticos, acidos alcanoicos sustituidos con fenilo, acidos hidroxialcanoicos, acidos aromaticos, acidos sulfénicos
alifaticos y aromaticos, y similares. Las sales de adicion de bases incluyen aquellas derivadas de metales alcalino-
térreos, tales como sodio, potasio, magnesio, calcio y similar, asi como de aminas organicas no toxicas, tales como
N,N’-dibenciletilendiamina, 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”, como se usa aqui, significa una o mas cargas sdlidas o liquidas compatibles,
diluyentes o sustancias encapsulantes, que son adecuados para la administracion a un ser humano. El término
“vehiculo” representa un ingrediente organico o inorganico, natural o sintético, con el que se combina el ingrediente
activo para facilitar la aplicacion. Los componentes de las composiciones farmacéuticas también son capaces de ser
comezclados de manera tal que no hay interaccion que alterase sustancialmente la eficacia farmacéutica deseada.

Las composiciones farmacéuticas pueden contener agentes tamponantes adecuados, incluyendo: acido acético en
una sal; acido citrico en una sal; acido bdrico en una sal; y acido fosférico en una sal.

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

Las composiciones farmacéuticas pueden estar presentes convenientemente en forma de dosis unitaria, y se
pueden preparar mediante 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 sélido finamente dividido, 0 ambos, y después, si es necesario, conformando el producto.

Las composiciones adecuadas para la administracién parenteral comprenden convenientemente una preparacion
estéril acuosa o no acuosa de los compuestos, que es, en algunas realizaciones, isoténica con la sangre del
receptor. Esta preparacion se puede formular segun métodos conocidos usando agentes dispersantes o
humectantes y agentes de suspension adecuados. La preparacion inyectable estéril también puede ser una
disolucion o suspension inyectable estéril en un diluyente o disolvente no téxico parenteralmente aceptable, por
ejemplo como una disolucion en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que se pueden emplear
estan el agua, disolucion de Ringer, y disolucién isoténica de cloruro de sodio. Ademas, convencionalmente se
emplean como disolvente o medio de suspension aceites fijos estériles. Para este fin, se puede emplear cualquier
aceite fijo blando, incluyendo mono- o diglicéridos sintéticos. Ademas, los acidos grasos tales como acido oleico se
pueden usar en la preparacion de inyectables. Las formulaciones de vehiculos adecuadas para la administracion
oral, subcutanea, intravenosa, intramuscular, etc., se pueden encontrar en Remington’s Pharmaceutical Sciences,
Mack Publishing Co., Easton, PA.

Los compuestos activos se pueden preparar con vehiculos que protegeran el compuesto frente a la liberacion
rapida, tal como una formulacion de liberacion controlada, incluyendo implantes, parches transdérmicos, y sistemas
de suministro microencapsulados. Se pueden usar polimeros biodegradables, biocompatibles, tales como etileno-
acetato de vinilo, polianhidridos, poliacido glicolico, colageno, poliortoésteres, y poliacido lactico. Muchos métodos
para la preparacion de tales formulaciones estan patentados o se conocen generalmente por los expertos en la
técnica. Véase, por ejemplo, Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R. Robinson, ed., Marcel
Dekker, Inc., Nueva York, 1978.

Las sustancias terapéuticas de la invencion se pueden administrar mediante cualquier via convencional, incluyendo
inyeccion o mediante infusién gradual a lo largo del tiempo (por ejemplo, el ADC en disolucion salina infundida
durante 90 minutos). La administracién puede ser, por ejemplo, oral, intravenosa, intraperitoneal, intramuscular,
intracavidad, intratumoral, o transdérmica. Cuando se usan terapéuticamente compuestos que contienen
anticuerpos, las vias de administracion incluyen la intravenosa y mediante aerosol pulmonar. Las técnicas para
preparar sistemas de suministro de aerosol que contienen anticuerpos son bien conocidas por los expertos en la
técnica. Generalmente, tales sistemas deberian utilizar componentes que no alteraran significativamente las
propiedades biolégicas de los anticuerpos, tales como la capacidad de unién al paratopo (véase, por ejemplo,
Sciarra y Cutie, “Aerosols”, en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 edicién, 1990, p. 1694-1712). Los
expertos en la técnica pueden determinar facilmente los diversos parametros y condiciones para producir aerosoles
de anticuerpos sin recurrir a experimentacién innecesaria.
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Las composiciones de la invencion se administran en cantidades eficaces. Una “cantidad eficaz” es aquella cantidad
de cualquiera de los ADCs proporcionados aqui que solos, o junto con dosis adicionales y/u otros agentes
terapéuticos, produce la respuesta deseada. Esto puede implicar cualquiera de los puntos finales terapéuticos
mencionados aqui. En una realizacién, esto implica solamente ralentizar la progresion de la enfermedad
temporalmente, aunque en algunas realizaciones implica detener la progresion de la enfermedad permanentemente.
En otras realizaciones, implica erradicar la enfermedad completamente. El punto final terapéutico deseado se puede
monitorizar mediante métodos habituales conocidos por aquellos de pericia normal en la técnica. 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 una cantidad de un ADC en combinacién con otro agente que produce el resultado deseado.

Tales cantidades dependeran, por supuesto, del cancer particular que se esté tratando, de la gravedad del cancer,
de los parametros del paciente individual, incluyendo la edad, estado fisico, tamafio y peso, la duracion del
tratamiento, la naturaleza de la terapia concurrente (si la hay), la via especifica de administracion, y factores
similares dentro del conocimiento y experiencia del practicante de la salud. Estos factores son bien conocidos por
aquellos de pericia normal en la técnica, y se pueden abordar con experimentacion no mas alla de la habitual.
Generalmente se prefiere que se use una dosis maxima de los componentes individuales o sus combinaciones, esto
es, la dosis segura mas elevada segun el juicio del médico. Se entendera por los expertos de pericia normal en la
técnica, sin embargo, que un paciente puede insistir en una dosis menor o dosis tolerable por razones médicas,
razones psicoldgicas o por virtualmente cualesquiera otras razones.

Las composiciones farmacéuticas usadas en los métodos pueden ser estériles, y contienen una cantidad eficaz de
un ADC, solo o en combinacién con otro agente, para producir la respuesta deseada en una unidad de peso o
volumen adecuada para la administracion a un paciente. La respuesta se puede medir, por ejemplo, determinando
los efectos fisioldgicos de la composicion de ADC, tal como una reduccion en el volumen tumoral, una reduccion en
el tamafio o numero de metastasis, un incremento en la supervivencia, una mejora en la calidad de vida y/o una
reduccion de los sintomas del cancer, etc. Otros ensayos seran conocidos por aquel de pericia normal en la técnica,
y se pueden emplear para medir el nivel de la respuesta.

Las dosis de los ADCs administradas a un sujeto se pueden escoger segun diferentes parametros, en particular
segun el modo de administracion usado 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 a las dosis iniciales aplicadas, se pueden
emplear mayores dosis (0 dosis eficazmente mayores mediante una via de suministro diferente, mas localizada)
hasta el grado en que lo permita la tolerancia del paciente.

En general, las dosis pueden oscilar desde alrededor de 10 pg/kg hasta alrededor de 100.000 pg/kg. En algunas
realizaciones, las dosis pueden oscilar desde alrededor de 0,1 mg/kg hasta alrededor de 20 mg/kg. En todavia otras
realizaciones, las dosis oscilan desde alrededor de 0,1 mg/kg hasta 5 mg/kg, 0,1 mg/kg hasta 10 mg/kg o 0,1 mg/kg
hasta 15 mg/kg. En todavia otras realizaciones, las dosis oscilan desde alrededor de 1 mg/kg hasta 5 mg/kg, 5
mg/kg hasta 10 mg/kg, 10 mg/kg hasta 15 mg/kg o 15 mg/kg hasta 20 mg/kg. En realizaciones adicionales, la dosis
es alrededor de 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 una realizacion adicional, la dosis es alrededor de 0,4 mg/kg, 0,7
mg/kg. 1,1 mg/kg, 1,8 mg/kg, 2,4 mg/kg, 2,9 mg/kg, 3,0 mg/kg, 3,5 mg/kg o 4,0 mg/kg. En una realizacién adicional,
la dosis es alrededor de 0,6 mg/kg, 0,9 mg/kg, 1,2 mg/kg o 1,5 mg/kg. En ofra realizacién, la dosis es alrededor de 1
mg/kg, 3 mg/kg, 5 mg/kg o 6 mg/kg. Basandose en la composicion, la dosis se puede suministrar de forma continua,
tal como mediante bomba continua, o a intervalos periddicos. En algunas realizaciones, cuando el ADC se
administra intravenosamente, la dosis esta entre 0,1 y 20 mg/kg, o cualquier valor entre ellos. Los intervalos de
tiempo deseados de multiples dosis de una composicién particular se pueden determinar sin experimentacion
innecesaria mediante un experto en la técnica. Otros protocolos para la administracion de las composiciones
proporcionadas seran conocidos por aquel de pericia normal en la técnica, en los que la cantidad de dosis, el
programa de administracion, el sitio o sitios de administracion, el modo de administracion, y similar, varian a partir de
lo anterior. En algunas realizaciones, a los sujetos se les administra el ADC con un régimen de dosis de g4d x 3 o
g4d x 6. En una realizacion, la dosis se administra intravenosamente. En otra realizacion, el régimen de dosis es una
dosis intravenosa individual.

La administracion de un ADC o de una composicion que comprende un ADC a mamiferos distintos de seres
humanos, por ejemplo, para fines de ensayo o fines terapéuticos veterinarios, etc., se lleva a cabo en
sustancialmente las mismas condiciones como se describe anteriormente.

Las composiciones de la presente invencion tienen utilidades terapéuticas in vitro e in vivo. Por ejemplo, estas
moléculas se pueden administrar a células en cultivo, por ejemplo in vitro o ex vivo, o en un sujeto, por ejemplo in
vivo, para tratar una variedad de canceres como se proporciona aqui. Como se usa aqui, el término “sujeto”
pretende incluir seres humanos y animales no humanos. Los animales no humanos incluyen, por ejemplo, perros,
gatos, caballos, vacas, cerdos, ratones y ratas. Los sujetos incluyen un paciente humano que tiene un cancer que
expresa PSMA, resistente a taxano. El sujeto, en una realizacion, tiene cancer de préstata metastasico progresivo,
resistente a la castracion, que se ha tratado con taxano pero que ha progresado. En otra realizacion, el sujeto es
aquel que satisface los criterios de entrada como se definen en los Ejemplos mas abajo (por ejemplo, Ejemplos 5, 7

y 9).
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El uso de los métodos proporcionados tiene un numero de beneficios. Puesto que los ADCs se dirigen
preferentemente hacia PSMA, por ejemplo en células de cancer de préstata, se puede prescindir de otro tejido.
Como resultado, el tratamiento con tales agentes biologicos es mas seguro, particularmente para pacientes mas
ancianos. Se espera que el tratamiento segun la presente invencion sea particularmente eficaz, en algunas
realizaciones, debido a que puede dirigir niveles elevados de ADCs a la médula désea y a los ganglios linfaticos,
donde pueden predominar las metastasis de cancer, tales como metastasis de cancer de prostata. El tratamiento
segun la presente invencion se puede monitorizar eficazmente con parametros clinicos tales como antigeno
especifico de la prostata sérico y/o rasgos patoldgicos de un cancer de paciente, incluyendo etapa, puntuacion de
Gleason, invasion extracapsular, seminal, vesicular o perineural, margenes positivos, ganglios linfaticos implicados,
etc. Como alternativa, estos parametros se pueden usar para indicar cuando tal tratamiento se deberia emplear.

Las composiciones para uso en los métodos proporcionados aqui pueden estar en forma liofilizada, o se pueden
proporcionar en un medio acuoso.

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes Ejemplos.
Ejemplos
Ejemplo 1: Citotoxicidad potente y especifica para células de cancer de prostata que expresan PSMA

Células positivas a PSMA y negativas a PSMA se expusieron a ADC de PSMA en microplacas de 96 pocillos a
diversas concentraciones. Después de 96 horas, se evaluo el porcentaje de supervivencia celular (en comparacion
con células en medio) usando Alamar Blue fluorescente (Fig. 5).

La Fig. 6 presenta una tabla que muestra citotoxicidad a estirpes celulares de cancer de prostata que expresan
PSMA tras la exposicién a ADC de PSMA.

Ejemplo 2: ADC de PSMA es eficaz para tratar tumores grandes y para tratar tumores resistentes a docetaxel

Se evaluo la eficacia terapéutica in vivo de ADC de PSMA en un modelo de xenoinjerto subcutaneo de cancer de
préstata humano. Se implantaron subcutdaneamente a ratones atimicos machos, de 6-8 semanas, obtenidos de
Charles River Laboratories, Inc. (Wilmington, MA), 5 millones de células C4-2 (proporcionadas por Warren D.W.
Heston de The Cleveland Clinic, Cleveland, OH). C4-2 es una estirpe celular de cancer de préstata humana
independiente de andrégenos. En el dia 11, se midi6é el tamafo tumoral de cada ratén, en longitud y anchura en
milimetros, usando un calibre (Mitutoyo, Aurora, IL). El volumen tumoral se calculé usando la siguiente formula:

Volumen (mm®) = [(Longitud) x (Anchura)?}/2

Los animales con un volumen tumoral entre 80-140 mm® se distribuyeron al azar segun el volumen tumoral en dos
grupos para el tratamiento con tampon de PBS (control de vehiculo, n = 15) o ADC de PSMA (n = 15). El tamafio
tumoral medio fue 108,9 y 108,7 mm®, con un valor p de 0,452 (prueba de la t de Student) para los grupos de PBS y
de ADC de PSMA, respectivamente, en la distribucién al azar. Todos los animales recibieron entonces inyecciones
intravenosas de PBS o de ADC de PSMA (Progenics, Tarrytown, NY, lote toxicolégico P10306) a 6 mg/kg en la vena
de la cola en un volumen de 0,1 ml en el dia 12 al 29, dos veces por semana durante tres semanas. Los tamafios
tumorales se midieron dos veces por semana o semanalmente durante 100 dias tras la implantacion del tumor, y el
volumen tumoral medio para los dos grupos se representd graficamente a lo largo del tiempo tras la implantacion del
tumor (Fig. 7).

Se observoé reduccién del tamafo tumoral en los animales tratados con ADC de PSMA. El prlmer animal se sacrifico
en el dia 33 en el grupo de control de vehiculo debido al gran tamafio del tumor (>2000 mm ) eI tamafio tumoral
medio para el grupo de vehiculo y para el grupo tratado con ADC de PSMA fueron 925,7 mm?® y 92,5 mm?® (p =
0,00005, prueba de la t de Student), respectivamente. El experimento se siguié durante 100 dias, y todos los ratones
se sacrificaron excepto 4 animales en el grupo tratado con ADC de PSMA.

Entre los 15 animales en el grupo tratado con ADC de PSMA con un tamafio tumoral medio de 72,5 mm? en el dia
75 como se muestra en la Fig. 7, hubo 4 ratones (raton #8, 11, 12y 14) con tumores que comenzaron a crecer en el
dia 75 (Fig. 8). En el dia 99, el tamario tumoral medio fue 688,7 mm?® (893,8, 445,3, 666,7, 749,0 mm°) para los 4
ratones. Los animales se trataron nuevamente con ADC de PSMA a 6 mg/kg a partir del dia 99, una vez a la semana
durante 13 semanas. La Fig. 8 muestra el volumen tumoral a lo largo de 180 dias para los 4 ratones. Las lineas
discontinuas indican el tratamiento inicial con ADC de PSMA, vy las lineas continuas indican el segundo tratamiento
con ADC de PSMA. La reduccion del tamafio tumoral se observé inmediatamente en los 4 ratones después del
segundo tratamiento con ADC de PSMA, y el volumen tumoral continué contrayéndose mlentras se seguia
dosificando. En el dia 180, el volumen tumoral se redujo a <100 mm?, con un volumen medio de 50 mm®.

Estos resultados muestran que ADC de PSMA es eficaz para tratar tumores de tamafio grande (~900 mm®), y
también se puede usar para tratar tumores recidivantes usando el mismo nivel de dosis de un tratamiento inicial con
ADC de PSMA.
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Un ratén que no se incluyo en el experimento de ADC de PSMA descrito anteriormente tuvo un tamafio tumoral de
~500 mm?® en el dia 21. Se le dieron 12 dosis de docetaxel, IP, a 12 mg/kg semanalmente. Como se muestra en la
Fig. 3 y en la Tabla 2, el animal respondié inicialmente al tratamiento con docetaxel, el volumen tumoral se redujo
hasta ~300 mm?® en el dia 60, pero después progreso hasta ~800 mm?® en el dia 100. El tratamiento de docetaxel se
detuvo, y se administro IV ADC de PSMA a 6 mg/kg durante 12 dosis adicionales, semanalmente. El volumen
tumoral se redujo drasticamente de 800 mm?® a ~50 mm® en el dia 180 cuando se administré ADC de PSMA. ADC de
PSMA puede tratar tumores en los el tratamiento de docetaxel fracasé.

Tabla 2. Medida del tumor a lo largo del tiempo en un animal tratado con 12 dosis de 12 mg/kg de docetaxel seguido
de 12 dosis de 6 mg/kg de ADC de PSMA. El tumor respondio6 inicialmente al tratamiento con docetaxel, y después
recayo. El tratamiento se cambié a ADC de PSMA, y entonces se observé una reduccion significativa del volumen

tumoral.
Dias tras la implantacion Tumor
del tumor
Longitud (mm) Anchura (mm) Volumen (mm°)
21 12,22 9,22 519,4
26 13,07 9,27 561,6
28 12,61 9,11 523,3
39 12,06 9,14 503,7
47 10,89 7,80 331,3
49 11,17 7,67 328,6
56 11,10 8,26 378,7
61 11,16 7,44 308,9
63 10,59 7,84 325,5
67 11,67 7,46 324,7
70 12,48 8,12 411,4
77 13,30 9,77 634,8
84 13,77 10,39 743,3
91 14,09 10,08 715,8
95 14,70 10,30 779,8
99 14,51 10,67 826,0
103 13,62 10,40 736,6
106 14,13 10,14 726,4
110 12,70 8,42 450,2
113 9,61 7,96 304,5
119 8,78 6,77 201,2
126 8,67 6,33 173,7
134 7,12 6,46 148,6
141 6,20 5,70 100,7
148 6,46 5,32 91,4
154 5,65 4,78 64,5
162 5,60 4,30 51,8
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Dias tras la implantacion Tumor
del tumor
Longitud (mm) Anchura (mm) Volumen (mm°)
167 5,70 4,00 45,6
173 5,50 3,80 39,7
180 5,60 4,15 48,2

Ejemplo 3: ADC de PSMA es eficaz para tratar tumores en animales en los que el tratamiento de docetaxel
fracaso

Se disefid un experimento (Fig. 10) para evaluar la eficacia de ADC de PSMA tras el fracaso del tratamiento con
docetaxel. A ratones atimicos machos, 6-8 semanas, obtenidos de Charles River Laboratories, Inc., se les implanté
subcutaneamente 5 millones de células C4-2. En el dia 14, los animales que tienen un volumen tumoral entre 100-
200 mm® se distribuyeron al azar (distribucion al azar #1) en dos brazos de tratamiento: (1) control de vehiculo
(tampodn de PBS, n = 10); (2) docetaxel a 2 mg/kg/lV semanalmente (n = 50) segun el volumen tumoral. El volumen
tumoral medio fue 138,0 y 138,1 mm?® para los grupos de control de vehiculo y de tratamiento con docetaxel,
respectivamente, en el momento de la distribucion al azar.

Todos los animales recibieron entonces inyecciones intravenosas de PBS o docetaxel (Sigma, St. Louis, MO) a 2
mg/kg via la vena de la cola en un volumen de 0,1 ml. Los tamafios tumorales se midieron dos veces por semana
tras la implantacion del tumor, y se representd el volumen tumoral medio para los dos grupos antes de que se
iniciase la segunda distribucion al azar (Fig. 11). En conjunto, el tratamiento con docetaxel redujo el crecimiento
tumoral en comparacion con el control.

Cuando el volumen tumoral de un animal en el grupo de tratamiento con docetaxel superd 400 mm?, este animal se
distribuyd al azar, a una relaciéon 1:1, en uno de los dos subgrupos de tratamiento: un grupo continué recibiendo
docetaxel a 2 mg/kg, y el segundo grupo se cambid al tratamiento con ADC de PSMA a 6 mg/kg/IV semanalmente.
Los animales se distribuyeron al azar en estos dos subgrupos de tratamiento continuamente a lo largo del periodo
de 28 dias hasta 70 dlas tras la implantacion del tumor. Al final del dia 70, hubo 28 ratones cuyo volumen tumoral
habia superado 400 mm?, con 14 ratones distribuidos al azar en el subgrupo de tratamiento con ADC de PSMA
(volumen tumoral medio de 695 mm® y 14 ratones distribuidos al azar en el subgrupo de tratamiento con docetaxel
continuado (volumen tumoral medio de 642 mm?® con un valor p de 0,28 (prueba de la t de Student)).

El efecto del tratamiento con ADC de PSMA sobre el crecimiento tumoral tras el fracaso de docetaxel se evalud
comparando la reduccién tumoral tras la segunda distribucién al azar. Los volimenes tumorales de los animales en
los dos subgrupos se representaron graficamente (Fig. 12). Los resultados muestran que los tumores crecieron
continuamente mientras se encontraban en el tratamiento con docetaxel. Sin embargo, el volumen tumoral se redujo
significativamente cuando se inici6 el tratamiento con ADC de PSMA. Por lo tanto, ADC de PSMA es eficaz tratando
animales con tumores en los que fracaso el tratamiento con docetaxel.

Ejemplo 4: Disefo de estudio in vivo

El disefio de estudio se muestra en la Fig. 13. A ratones atimicos machos, 6-8 semanas, obtenidos de Charles River
Laboratories, Inc., se les implanté subcutaneamente Matrigel en el lado derecho de cada raton con 5 millones de
células C4-2 (estlrpe celular de cancer de prostata humana independiente de andrégeno). En el dia 14, se mIdIO el
tamano tumoral en Iongltud y anchura en mm (milimetro). El volumen se calcul6 usando la férmula: volumen (mm )=
[(longitud) x (anchura) /2. Los animales se distribuyeron al azar en dos grupos con volumen tumoral similar
(aproximadamente 138 mm?®): control de vehiculo y docetaxel a 2 mg/kg. A los animales se les dosifico
semanalmente a través de la vena de la cola.

Cuando el volumen tumoral de un animal en el grupo de tratamiento con docetaxel superd 400 mm?, este animal se
distribuyd al azar, a una relaciéon 1:1, en uno de los dos subgrupos de tratamiento: un grupo continué recibiendo
docetaxel a 2 mg/kg semanalmente (n = 18), y el segundo grupo se cambid a tratamiento con ADC de PSMA a 6
mg/kg/IV semanalmente (n = 18). Los ratones cuyos tumores respondieron duraderamente a docetaxel (<400 mm?®)
continuaron recibiendo docetaxel a 2 mg/kg/lV semanalmente. Los efectos del tratamiento se evaluaron midiendo el
volumen tumoral y la supervivencia global. También se midi6 el peso corporal del animal. Los animales con tamafio
tumoral >2000 mm?® se sacrificaron.

Los volimenes tumorales medios fueron 515 + 103 mm?® y 495 + 80 mm?® para los grupos de ADC de PSMA y de
tratamiento con docetaxel continuado, respectivamente, en la segunda distribucién al azar (p = 0,518) (Fig. 14). A

final del experimento, la tasa de supervivencia fue 100% para animales en eI grupo de tratamiento con ADC de
PSMA (Fig. 17); 94% de estos ratones tuvieron tamafios tumorales <100 mm? (Fig. 16). Por el contrario, la tasa de
supervivencia fue 11% en el grupo de tratamiento con docetaxel continuado. Por lo tanto, el tratamiento con ADC de
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PSMA contrajo significativamente los tumores e incrementé la supervivencia global de los animales en comparacion
con el tratamiento continuado con docetaxel (p < 0,0001). ADC de PSMA fue generalmente bien tolerado en el
animal (Fig. 18). ADC de PSMA demostré una potente actividad antitumoral frente a tumores de prostata grandes
que habian progresado tras el tratamiento con docetaxel. El tratamiento con ADC de PSMA prolongd
significativamente la supervivencia.

Ejemplo 5: Un estudio de aumento de escala de fase 1 de ADC de PSMA en sujetos con cancer de prostata
metastasico progresivo, resistente a la castracion

Se inici6 un estudio de fase 1 de aumento de escala de la dosis, de etiqueta abierta de ADC de PSMA 1V en sujetos
con cancer de préstata metastasico progresivo, resistente a la castracion, que habia progresado tras la terapia
previa con taxano. Los sujetos recibiran 0,4 mg/kg, 0,7 mg/kg, 1,1 mg/kg, 1,8 mg/kg o 2,9 mg/kg mediante infusion
IV durante 90 minutos a velocidad constante de ADC de PSMA en disolucion salina (a las semanas 0, 3, 6 y 9). Los
sujetos adicionales que satisfagan los criterios de inclusion/exclusiéon del estudio entraran en la cohorte de dosis
maxima tolerada (MTD) hasta que esté llena por los criterios mas abajo. La duracion maxima del tratamiento para
cada sujeto sera de 12 semanas.

La toxicidad limitante de la dosis (DLT) se define como cualquier grado de toxicidad > 3 segun el National Cancer
Institute (NCI) Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE, Version 3.0), asi como toxicidad
alérgica/inmunoldgica de grado 2 (excepto fiebre aislada) para la cual no se pueda excluir una relacién causal con el
farmaco del estudio. En este estudio, DLT se determinara tras la primera dosis de cada cohorte. Se empleara un
esquema de aumento de dosis, basado en la DLT. Una vez que se determina una MTD o se observa que la cohorte
con dosis mas elevada es segura, se trataran sujetos adicionales. Estos sujetos se escogeran usando los mismos
criterios de inclusidn/exclusion empleados para el estudio. Si dos 0 mas sujetos en la cohorte de dosis mas baja
experimentan una DLT, se enrolara una cohorte a 0,2 mg/kg de ADC de PSMA.

Se obtendran imagenes radioldgicas en el cribado y en la semana 12. Se obtendran muestras de sangre (5 ml) para
concentraciones de farmaco antes del inicio de la infusion y a los 90 minutos y 4, 6, 24, 48, 96, 168, 336 y 504 horas
tras el inicio de la infusién en las semanas 0 y 6. Las concentraciones séricas del farmaco del estudio (ADC) y
anticuerpo total (PSMA-mAb + ADC) se mediran mediante un método de ELISA completamente validado, y las
concentraciones séricas de toxina libore (MMAE) se mediran mediante un método de cromatografia de
liquidos/espectrometria de masas/espectrometria de masas (LC/MS/MS) completamente validado. La
inmunogenicidad se evaluara mediante un método de ELISA completamente validado para los puntos de tiempo del
dia 1 (predosis) y semana 12.

A todos los sujetos que completaron el estudio de 12 semanas, y que, en opinion del investigador, probablemente se
beneficien del tratamiento continuado con ADC de PSMA, se les ofrecera el enrolamiento en un estudio de
extension.

Diagnéstico y los criterios de inclusion:

1. Hombres, edad > 18 afios (0 edad adulta minima segun se determina por las autoridades normativas
locales)

2. Estado de 0 6 1 del Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG)
3. Confirmacién histolégica de cancer de prostata

4. Un diagnéstico de cancer de préostata metastasico progresivo, resistente a la castracion, basado en
pruebas de enfermedad metastasica en barrido éseo, barrido mediante CT, o MRI en cualquier momento tras
el diagndstico inicial de cancer de prostata

5. Terapia previa de carencia de andrégenos que consiste en orquiectomia o agonistas de la hormona
liberadora de la hormona luteinizante (LHRH), con o sin un antiandrégeno y un nivel de emasculacion de
testosterona sérica (< 50 ng/ml)

6. Terapia previa con taxano

7. Requisitos de laboratorio:

° Recuento de gldbulos blancos (WBC) > 3000/mm?®

° Recuento de neutrdfilos absoluto (ANC) > 1000/mm?®
o Plaquetas (PIt) > 100.000 mm®

° Hemoglobina (Hgb) > 10 g/dI

° Bilirrubina total < 2,0 mg/dI
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° Alanina transferasa sérica/aspartato transaminasa sérica (ALT/AST) < 2 x el limite superior de normal
° Creatinina sérica < 2,0 mg/dl y velocidad de filtracion glomerular (GFR) calculada de > 60 mi/min.
Criterios de exclusion:

1. Neoplasia maligna primaria no prostatica, excepto para cancer de piel no melanémico o carcinoma de
células transicionales papilares de grado bajo de la vejiga en los cinco afios previos

2. Enfermedad cardiaca clinicamente significativa (Clase llIl/IV de la New York Heart Association) o
enfermedad pulmonar debilitante grave

3. Terapia de radiacién o quimioterapia citotdxica en las cuatro semanas previas
4. Enfermedad metastasica del sistema nervioso central (SNC) o epidural activa

5. Una infeccion que requiera tratamiento con antibiéticos en siete dias antes del cribado, y/o tratamiento con
antibidticos iniciado hasta el momento de la primera dosis

6. Neuropatia periférica de grado 2 o superior con cualquier asociacion con terapia con taxano al comienzo
del estudio

7. Cualquier tratamiento previo con cualquier otra terapia dirigida a PSMA
8. Los sujetos no pueden haber participado en ningun otro estudio de investigacion dentro de los 30 dias
9. Terapia previa con mAbs o proteinas de fusion Ig de investigacion o aprobadas
10. Sujetos con QTc > 500 ms
11. Peso >225 libras (102,06 kilos)
Ejemplo 6: Disefio de estudio clinico de dos etapas

Un ensayo clinico de aumento de escala, de etiqueta abierta, de fase 1, incluirda hombres con cancer de préstata
progresivo, refractario a hormonas, y que tuvieron terapia previa con farmacos quimioterapéuticos taxanicos. El
estudio investigara la duracién del beneficio clinico derivado del tratamiento con ADC de PSMA a la vez que también
evaluara la seguridad y tolerabilidad de los farmacos bajo investigacion. El periodo inicial de 12 semanas evaluara
hasta cinco dosis intravenosas de ADC de PSMA, administradas individualmente a intervalos de tres semanas. El
estudio incluira evaluaciones de farmacodinamica, cambios radiograficos en la carga tumoral, y cambios en los
valores de antigeno especifico de la prostata (PSA) y de células tumorales circulantes (CTC), en comparacion con
una linea base.

Tras el periodo de 12 semanas, a los pacientes se les ofrecera, a juicio del médico, la opcion de continuar el
tratamiento durante 39 semanas adicionales con la misma dosis de ADC de PSMA como se administra en su
cohorte inicial. Los sujetos cualificados recibiran hasta 13 dosis adicionales de ADC de PSMA a intervalos de tres
semanas.

Ejemplo 7: Un estudio de aumento de la dosis de fase 1 de ADC de PSMA en sujetos con cancer de préstata
metastasico progresivo, resistente a la castracion

Se inicié un estudio de fase 1 de aumento de la dosis, de etiqueta abierta, de ADC de PSMA IV en sujetos con
cancer de préstata metastasico progresivo, resistente a la castracion, que habia progresado tras terapia previa con
taxano. Los sujetos recibieron 0,4 mg/kg; 0,7 mg/kg, 1,1 mg/kg o 1,8 mg/kg o recibiran 2,4 mg/kg, 3,0 mg/kg, 3,5
mg/kg o 4,0 mg/kg mediante infusion IV a velocidad constante de ADC de PSMA en disolucion salina administrada a
lo largo de aproximadamente 90 minutos (a las semanas 0, 3, 6 y 9). Los sujetos adicionales que satisfacen los
criterios de inclusion/exclusién del estudio entraran en la cohorte de dosis maxima tolerada (MTD) hasta que esté
llena por los criterios mas abajo. La duracién maxima del tratamiento para cada sujeto fue/sera 12 semanas.

La toxicidad limitante de la dosis (DLT) se puede definir como cualquier grado de toxicidad > 3 segun National
Cancer Institute (NCI) Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE, Version 3.0), con la siguiente
excepcion: un recuento absoluto de neutréfilos (ANC) <500 mm?® determinado ocho dias tras la primera infusion de
ADC de PSMA. En esta circunstancia, una DLT se puede definir como un recuento de neutrdéfilos <500 mm?
encontrado tanto en los dias 8 y 15 del estudio tras la primera infusion de ADC de PSMA. Una DLT también se
puede definir como toxicidad alérgica/inmunoldgica de grado >2 (excepto fiebre aislada) para la que no se puede
excluir una relacion causal con el farmaco de estudio. En este estudio, DLT se determiné/determinara tras la primera
dosis de cada cohorte. Se empled/empleara un esquema de aumento de escala, basado en la DLT. Una vez que se
determina una MTD o la cohorte de dosis mas alta es segura, se trataran sujetos adicionales. Estos sujetos se
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escogeran usando los mismos criterios de inclusion/exclusién empleados para el estudio. Si dos 0 mas sujetos en la
cohorte de dosis mas baja experimentan una DLT, una cohorte se enrolara a 0,2 mg/kg de ADC de PSMA.

La formacién de imagenes radiologicas se obtuvo/obtendra antes de la infusién y en siete dias antes de la visita de
la semana 12. Se obtuvieron/obtendran muestras de sangre (5 ml) para las concentraciones de farmaco en los
puntos de tiempo designados en las semanas 0, 3, 6, 9y 12 (en la semana 12, la toma de muestras esta en el dia
85 + un dia del estudio). En la semana 0, se recogieron/recogen muestras antes del inicio de la infusion,
inmediatamente al final de la infusién, y a las cuatro y seis horas tras la infusidon. Las muestras recogidas a las 24,
48, 96, 168, 336 y 504 horas tras el inicio de la infusién se pueden recoger en + dos horas del punto de tiempo
designado. A las semanas 3, 6 y 9 sélo se recogieron/recogen muestras de predosis. Las concentraciones séricas
de farmaco del estudio (ADC) y de anticuerpo total (PSMA-mAb + ADC) se midieron/mediran mediante un método
de ELISA completamente validado, y las concentraciones séricas de toxina libre (MMAE) se midieron/mediran
mediante un método de cromatografia de liquidos/espectrometria de masas/espectrometria de masas (LC/MS/MS)
completamente validado. La inmunogenicidad se evalué/evaluara mediante un método de ELISA completamente
validado para los puntos de tiempo de dia 1 (predosis) y semana 12.

A todos los sujetos que han completado el estudio de 12 semanas, y que, en opiniéon del investigador,
probablemente se beneficiaran del tratamiento continuado con ADC de PSMA, se les ofrecera enrolarse en un
estudio de extension.

Diagnéstico y los criterios de inclusion:

1. Hombres, edad > 18 afios (0 edad adulta minima segun se determina por las autoridades normativas
locales)

2. Estado de 0 6 1 del Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG)
3. Confirmacién histolégica de cancer de prostata

4. Un diagnéstico de cancer de préostata metastasico progresivo, resistente a la castracion, basado en
pruebas de enfermedad metastasica en barrido éseo, barrido mediante CT, o MRI en cualquier momento tras
el diagndstico inicial de cancer de prostata

5. Terapia previa de carencia de andrégenos que consiste en orquiectomia o agonistas de la hormona
liberadora de la hormona luteinizante (LHRH), con o sin un antiandrégeno y un nivel de emasculacion de
testosterona sérica (< 50 ng/ml)

6. Terapia previa con taxano

7. Requisitos de laboratorio:

° Recuento de gldbulos blancos (WBC) > 3000/mm?®

° Recuento de neutrdfilos absoluto (ANC) > 1000/mm?®
o Plaquetas (PIt) > 100.000 mm®

° Hemoglobina (Hgb) > 9,0 g/dI

° Bilirrubina total < 2,0 mg/dI

° Alanina transferasa sérica/aspartato transaminasa sérica (ALT/AST) < 2 x el limite superior de normal
(ULN)
° Creatinina sérica < 2,0 mg/dl y velocidad de filtracion glomerular (GFR) calculada de > 60 mi/min.

Criterios de exclusion:

1. Neoplasia maligna primaria no prostatica, excepto para cancer de piel no melanémico o carcinoma de
células transicionales papilares de grado bajo de la vejiga en los cinco afios previos

2. Enfermedad cardiaca clinicamente significativa (Clase Ill/IV de la New York Heart Association) o
enfermedad pulmonar debilitante grave

3. Terapia de radiacién o quimioterapia citotdxica en las seis semanas previas
4. Enfermedad metastasica del sistema nervioso central (SNC) o epidural activa

5. Pruebas de una infeccidn que requiera terapia con antibiéticos en curso
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6. Neuropatia periférica de grado 2 o superior con cualquier asociacion con terapia con taxano al comienzo
del estudio

7. Cualquier tratamiento previo con cualquier otra terapia dirigida a PSMA

8. Los sujetos no pueden haber participado en ningun otro estudio de investigacion dentro de los 30 dias
9. Terapia previa con mAbs o proteinas de fusion Ig de investigacion o aprobadas

10. Sujetos con QTc > 500 ms

11. Historia de pancreatitis o procedimientos quirdrgicos en el pancreas

12. Historia de abuso de drogas y/o alcohol

13. Cualquier estado médico que en opinion del investigador pueda interferir con una participacion del sujeto
en o con el cumplimiento con el estudio

Ejemplo 8: Disefio de estudio clinico de dos etapas

Un ensayo clinico de aumento de dosis, de etiqueta abierta, de fase 1, incluyd hombres con cancer de prostata
progresivo, refractario a hormonas, y que se sometio a terapia previa con farmacos quimioterapéuticos taxanicos. El
estudio investiga la duracion del beneficio clinico derivado del tratamiento con ADC de PSMA, y evalua la seguridad
y tolerabilidad del farmaco bajo investigacion. Se administré ADC de PSMA a intervalos de tres semanas durante un
periodo de 12 semanas para la evaluacion de al menos cuatro dosis intravenosas de ADC de PSMA. El estudio
incluye evaluaciones de farmacodinamica, cambios radiograficos en la carga tumoral, y cambios en los valores de
antigeno especifico de la prostata (PSA) y de células tumorales circulantes (CTC), en comparacion con una linea
base.

Tras el periodo de 12 semanas, a los pacientes se les ofrecera, a juicio del médico, la opcion de continuar el
tratamiento durante 39 semanas adicionales con la misma dosis de ADC de PSMA segun se administra en su
cohorte inicial. Los sujetos cualificados recibiran hasta 13 dosis adicionales de ADC de PSMA a intervalos de tres
semanas.

Ejemplo 9: Régimen de dosificacion y modo de administracion de ADC de PSMA

Se inicié un estudio de fase 1 de aumento de escala, de etiqueta abierta, de ADC de PSMA administrado IV en
sujetos con cancer de prostata metastasico progresivo, resistente a la castracion, que habia progresado tras la
terapia previa con taxano. Se administraran infusiones intravenosas (IV) de ADC de PSMA a los sujetos en cuatro
ciclos. En las cohortes 1-8, se administraran infusiones IV de ADC de PSMA una vez al comienzo de un ciclo
(duracion 3 semanas o Q3W; semanas 1, 4, 7 y 10) durante un total de 4 dosis (4 ciclos) como ocho grupos de
tratamiento enrolados progresivamente: 0,4 mg/kg, 0,7 mg/kg, 1,1 mg/kg, 1,8 mg/kg, 2,4 mg/kg, 3,0 mg/kg, 3,5
mg/kg o 4,0 mg/kg. En las cohortes 9-12, se administraran infusiones 1V de ADC de PSMA a sujetos una vez cada
semana durante las primeras tres semanas de un ciclo de cuatro semanas durante un total de 12 dosis (4 ciclos o
4QW con una dosis durante la semana 1, 2 y 3 en el ciclo 1; semanas 5, 6 y 7 en el ciclo 2; semanas 9, 10y 11 en el
ciclo 3; y semanas 13, 14 y 15 en el ciclo 4; no se administraran dosis durante las semanas 4, 8, 12 y 16 en los
ciclos 1, 2, 3 y 4, respectivamente) como cuatro grupos de tratamiento enrolados progresivamente: 0,6 mg/kg, 0,9
mg/kg, 1,2 mg/kg y 1,5 mg/kg. Para todos los tratamientos, se administrara ADC de PSMA en disolucion salina
durante aproximadamente 90 minutos. Los sujetos adicionales que satisfagan los criterios de inclusion/exclusion del
estudio entraran en la MTD para cada régimen de dosificacion hasta que esté lleno segun los criterios mas abajo. La
duracién maxima del tratamiento para los sujetos en las cohortes 1-8 sera 13 semanas, y para los sujetos en las
cohortes 9-12, 17 semanas.

La toxicidad limitante de la dosis (DLT) se definira como cualquier grado de toxicidad > 3 segun National Cancer
Institute (NCI) Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE, Version 3.0), con la siguiente excepcion:
un recuento absoluto de neutréfilos (ANC) <500 mm?>. Para todas las cohortes, una DLT se definira como un
recuento de neutréfilos <500 mm?® que persiste con la determinacion repetida 3 a 7 dias tras la administracion de
ADC de PSMA final dentro del primer ciclo. Para las cohortes 9-12, un ANC <500 mm? antes de cualquier dosis en el
primer ciclo es una DLT. Una DLT también se define como toxicidad alérgica/inmunolégica de grado >2 (excepto
fiebre aislada) para la cual no se puede excluir una relacion causal del farmaco bajo estudio. En este estudio, DLT
se determinara tras el primer ciclo de cada cohorte. Se empleara un esquema de aumento de dosis, basado en la
DLT. Las determinaciones de DLT se produciran como una consideracion separada para las cohortes 1-8 y 9-12.
Una determinacién de la DLT para la cohorte 1-8 no influira en el enrolamiento en las cohortes 9-12. Una vez que se
determina una MTD o la cohorte de dosis mas elevada es segura, se trataran sujetos adicionales. Estos sujetos se
escogeran usando los mismos criterios de inclusion/exclusiéon empleados para el estudio.

Para los sujetos en las cohortes 1-8, se obtendran imagenes radioldgicas antes de la infusion y dentro de los siete
dias antes de la visita de la semana 13. Se obtendran muestras de sangre (5 ml) para concentraciones de farmaco
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en los puntos de tiempo en las semanas 0, 1,4, 7, 10 y 13 (en la semana 13, la toma de muestra es en el dia 85 +
un dia del estudio). En la semana 1, las muestras se recogen antes del inicio de la infusidn, inmediatamente al final
de la infusién, y a las cuatro y seis horas después de la infusion. Las muestras recogidas a las 24, 48, 96, 168, 336 y
504 horas tras el inicio de la infusién se pueden recoger en * dos horas del punto de tiempo designado. A las
semanas 4, 7 y 10, solo se recogen muestras de predosis. Para los sujetos en las cohortes 9-12, se obtendran
imagenes radiolégicas antes de la primera infusion (semana 1) y dentro de los siete dias antes de la visita de la
semana 17. Se obtendran muestras de sangre (5 ml) para concentraciones de farmaco en los puntos de tiempo
designados: para la semana 1 (ciclo 1) inmediatamente antes del inicio de la infusién, inmediatamente al final de la
infusion, y a las cuatro y a las seis horas después de la infusion. Las muestras recogidas a las 24, 48 y 96 horas
después del inicio de la infusion se pueden recoger dentro de + dos horas del punto de tiempo designado. Las
muestras recogidas en las semanas 2, 3 y 5 se recogen antes de la infusidon. Las muestras también se han de
obtener en la semana 4. Las concentraciones séricas de farmaco del estudio (ADC) y de anticuerpo total (PSMA-
mAb + ADC) se mediran mediante un método de ELISA completamente validado, y las concentraciones séricas de
toxina libre (MMAE) se mediran mediante un método de cromatografia de liquidos/espectrometria de
masas/espectrometria de masas (LC/MS/MS) completamente validado. La inmunogenicidad se evaluara mediante
un método de ELISA completamente validado para los puntos de tiempo de dia 1 (predosis) y semana 13 para las
cohortes 1-8, y el dia 1 (predosis) y la semana 17 del estudio para las cohortes 9-12.

A todos los sujetos que han completado el estudio de 12 semanas, y que, en opinién del investigador,
probablemente se beneficien del tratamiento continuado con ADC de PSMA, se les ofrecera enrolarse en un estudio
de extension.

Diagnéstico y los criterios de inclusion:

1. Hombres, edad > 18 afios (0 edad adulta minima segun se determina por las autoridades normativas
locales)

2. Estado de 0 6 1 del Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG)
3. Confirmacién histolégica de cancer de prostata

4. Un diagnéstico de cancer de préostata metastasico progresivo, resistente a la castracion, basado en
pruebas de enfermedad metastasica en barrido éseo, barrido mediante CT, o MRI en cualquier momento tras
el diagndstico inicial de cancer de prostata

5. Terapia previa de carencia de andrégenos que consiste en orquiectomia o agonistas de la hormona
liberadora de la hormona luteinizante (LHRH), con o sin un antiandrégeno y un nivel de emasculacion de
testosterona sérica (< 50 ng/ dI)

6. Terapia previa con taxano

7. Requisitos de laboratorio:

° Recuento de glébulos blancos (WBC) > 3000/mm?®

° Recuento de neutrdfilos absoluto (ANC) > 1000/mm?®
o Plaquetas (PIt) > 100.000 mm®

° Hemoglobina (Hgb) > 9,0 g/dI

° Bilirrubina total < 2,0 mg/dI

° Alanina transferasa sérica/aspartato transaminasa sérica (ALT/AST) < 2 x el limite superior de normal
(ULN)
° Creatinina sérica < 2,0 mg/dl y velocidad de filtracion glomerular (GFR) calculada de > 60 ml/min.

Criterios de exclusion:

1. Neoplasia maligna primaria no prostatica, excepto para cancer de piel no melanémico o carcinoma de
células transicionales papilares de grado bajo de la vejiga en los cinco afios previos

2. Enfermedad cardiaca clinicamente significativa (Clase llIl/IV de la New York Heart Association) o
enfermedad pulmonar debilitante grave

3. Terapia de radiacién o quimioterapia citotdxica en las seis semanas previas

4. Enfermedad metastasica del sistema nervioso central (SNC) o epidural activa
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5. Pruebas de una infeccién que requiera terapia con antibiéticos en curso

6. Neuropatia periférica de grado 2 o superior con cualquier asociacion con terapia con taxano al comienzo
del estudio

7. Cualquier tratamiento previo con cualquier otra terapia dirigida a PSMA

8. Los sujetos no pueden haber participado en ningun otro estudio de investigacion dentro de los 30 dias
9. Terapia previa con mAbs o proteinas de fusion Ig de investigacion o aprobadas

10. Sujetos con QTc > 500 ms

11. Historia de pancreatitis o procedimientos quirdrgicos en el pancreas

12. Historia de abuso de drogas y/o alcohol

13. Cualquier estado médico que en opinién del investigador pueda interferir con una participacion del sujeto
en o con el cumplimiento con el estudio
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FPhe

Lys

645

Leu

Asp

Ala

Tyr

Trp

725

ala
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Arg

Ile

Asp

630

Phe

Arg

Pro

Pro

Asp

710

Gly

Ala

Asp

Ser

615

Ser

Ser

Met

Leu

Ser

695

Ala

Glu

Ala

585

Tyr Ala
600

Met Lys

Leu Phe

Glu Arg

Met Asn

665

Gly Leu

680

Ser His

Leu Phe

val Lys

Glu Thr
745

Val

His

Ser

Leu

650

Asp

Pro

Asn

Asp

Arg

730

Len

Val

Preo

Ala

635

Gln

Gln

Asp

Lys

Ile

715

Gln

Ser

Leu

Gln

620

Val

Asp

Leu

Arg

Tyr

700

Glu

Ile

Glu

Arg

605

Glu

Lys

Phe

Met

Pro

&85

Ala

Ser

Tyr

Val

590

Lys

Met

Asn

Asp

Phe

670

Phe

Gly

Lys

Val

Ala
750

Tyr

Lys

Phe

Lys

655

Leu

Tyr

Glu

Val

Ala
735

Ala

Thr

Thr

640

Ser

Glu

Arg

Ser

Asp

720

Ala

gacggatcgg gagatctccc gatcccctat ggtcgactcet cagtacaatce tgectcetgatg

ccgcatagtt aagccagtat ctgctccctg cttgtgtgtt ggaggicgcect gagtagtgcg

cgagcaaaat ttaagctaca acaaggcaag gcttgaccga caattgcatg aagaatctgc

Ly

&0

120

180



ttagggttag
gattattgac
tggagttccg
cecgeccatt
attgacgtca
atcatatgee
atgcccagta
tcgectattac
actecacgggg
aaaatcazacg
gtaggcgtgt
ctgcttactg
ggtaccaage
tttaagaggt
tgggaggtee
gcactgggte
tggaagtaat
ttccaagaac
ttactgtgcyg
ccaagggacc
ggcaccctct
ctacttccece
cacclteceg
gcectecage
caccaaggtg
aageccaggcet
gcaaggcagyg
gggagagggt
acccaggcce
dggaggaccce

tcggacacet

gegttttgeg
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggac
aagtacgecce
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactttcca
acggtgggag

gcttatcgaa

ttggatctca

gtccagtglc
ctgagactct
cgccaggetc
aaatactatg
acgcagtatc
agaggcggtyg
acggtcaceg
agcaagagca
gaaccggtga
gctgtcctac
agcttgygca
gacaagagag
cagcgcotect
cceccgtetge
¢ctoectggett
tgcacacaaa
tgeccectgac

tetctectee
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ctgcttcgcy
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggactttc
cggttttgge
ctccacceca
aaatgtcgta
gtctatatraa
attaatacga
ccatggagtt
aggbgcaatt
cctgtgcage
caggcaaggyg
cagacteegt
tgcaaatgaa
acttcctcecta
tctectcage
cctctggggg
cggtgtcgty
agtcctcagg
cccagaccta
ttggtgagag
gcetggacge
ctcttecaccee
tttecccagg
ggggcaggtyg
ctaagceccac

cagattccag

atgtacggge
ttacggggtc
atggccegec
ttececatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggea
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccge
gragagectct
ctcactatag
gggactgcgc
ggtggagtct
gtctggattc
gctggagtgg
gaagggccga
cagcctgaga
ctactactat
ctccaccaag
cacagcggcc
gaactcaggc
actctactcc
catctgcaac
gccagcacag
atcccggeta
ggaggcctct
ctetgggeag
ctgggctcag
cccaaaggcc

taactcccaa

42

cagatatacg
attagttcat
tggctgaccg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggecc
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagtttyg
cccattgacg
ctggctaact
ggagacccaa
tggggectteo
g99ggaggcg
gccttcagta
gtggcagtta
ttcaccatet
gccgaggaca
tacggtatgy
ggcccatcgg
ctgggctgce
gcoctgaccea
ctcagcageg
gtgaatcaca
ggagggaggy
tgcagtecea
gcccgeoocca
gcacaggcta
acctgccaag
aaactctcca

tcttectectet

cgtigacatt
agcccatata
cccaacgacc
gggactttcc
catcaagtgt
gecctggeatt
gtattagtca
tagcggtttg
ttttggcace
caaatgggcg
agagaaccca
gctggctaga
tcgttgetct
tggtccagce
gatatggcat
tatggtatga
ccagagacaa
cggctgtgta
acgtetgggy
tetteccect
tggtcaagga
gecggegtgea
tggtgaccgt
agcccagcaa
tgtctgctgg
gtccagggea
ctcatgectca
ggtgececta
agccatatcc
ctceccteage

gcagageeca

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

20¢

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

15¢0

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040



aatcttgtga
cctececagete
cegegtgetd
tcagtcttee
gtcacatgey
gtggacggcg
acgtaccgtyg
tacaagtgca
gccaaaggtg
ctetgeectyg
acaggtgtac
ctgectggtc
gccggagaac
ctatagcaag
cgtgatgeat
taaatgagaa
gcettetagt
aggtgeccact
taggtgtcat
agacaatagce
cagctgggge
tgtggtygtt
cgctttcttce
gggecatceet
ttagggtgat
gttggagtec
tatctcggtce
aaatgagctg
gggtgtggaa
ttagtcagca

catgcatcotc

caaaactcac
aaggcgggac
acacgteceac
tctteececace
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagegt
aggtctccaa
ggaccegtgg
agagtgaccg
acccigeoceo
aaaggcttct
aactacaaga
ctcaccgtgg
gaggctctge
ttecectegagt
tgccagecat
cccactgtee
tctattctgg
aggcatgctg
tctagggggt
acgcgeagcg
cettcottte
ttagggttce
ggttcacgta
acgttcttta
tattcttttyg
atttaacaaa
agtcccoccagg
accaggtgtyg

aattagtcag

ES 2438495 T3

acatgccceac
aggtgcccta
ctccatctct
aaaacccaag
cgtgageccac
taatgccaag
cctcaccgte
caaagccctce
ggtgcgaggg
ctgtaccaac
catcccggga
atcccagcga
ccacgcectce
acaagagcag
acaaccacta
ctagaggges
ctgttgtttg
tttcctaata
ggggtggggt
gggatgcggt
atccccacgco
tgaccgctac
tcgecacgtt
gatttagtgc
gtgggccatc
atagtggact
atttataagg
aatttaacgc
ctceccecagge
gaaagtccce

caaccatagt

cgtgcccecagg
gagtagcctg
tectcageac
gacaccctea
gaagacccetg
acaaagccge
ctgcaccagyg
ccagccccca
ccacatggac
ctectygtecct
ggagatgacc
catcgcoccgtyg
cgtgctégac
gtggcagcag
cacgcagaag
cgtttaaacc
cccecteecece
daaltgaggaa
ggggcaggac
gggctctatg
gccctgtage
acttgccage
cgececggettt
tttacggcac
gococtgatag
cttgtteccaa
gattitgggyg
gaattaattce
aggcagaagt
aggctceccca

cecegecccta

43

taagccagece
catccaggga
ctgaactcct
tgatctceeg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
agaggccgge
acagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tccgacgget
gggaacgtct
agcctcteec
cgctgatcag
gtgccttect
attgcatcge
agcaagqgaqgqg
gcttcetgagg
ggcgcattaa
gccctagecge
ccecgtcaag
ctegacceca
acggtttttc
actggaacaa
attteggoet
tgtggaatgt
atgcaaagca
gcaggcagaa

actccgcecca

caggcectcege
caggcecccay
ggdgdgaccy
gaccccectgag
caactggtac
gtacaacagc
tggcaaggag
catctccaaa
tcggeccacce
cccgagaace
tcagecectgac
gcaatgggca
ccttettect
tctcatgetce
tgtcteeggg
cctegactgt
tgaccectgga
attgtctgag
aggattggga
cggaaagaac
gcgcggegygy
ccgcteecttt
ctctaaatcyg
aaaaacttga
gccctttgac
cactcaacce
attggttaaa
gtgtcagtta
tgcatctcaa
gtatgcaaaqg

tceccgeecect

2100

2160

2220

2280

2340

24¢G0

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300



aactccgecce
agaggeogayg
aggcctagge
gcacgtgaty
gttcgacage
cttegatgta
caaagatecgt
tgacattggg
cacgttgeaa
catggatgcyg
gcaaggaatc
tgtgtatcac
cgatgagctg
tttcggectec
cgaggcgatg
gttggettgt
atcgecgegg
ggttgacggce
atccggageo
cgatggctgt
ggcaaaggaa
gggcttegga
gctggagttc
caatagcatc
gtccaaactc
ggcegtaatea
caacatacga
cacattaatt
gcattaatga
ttectegete

ctcaaaggcg

agttccgece
geegectetly
ttttgcaaaa
aaaaagecctg
gtctecgace
ggagggegty
tatgtttatc
gaattcagcg
gacctgeoctyg
atcgctgcgg
ggtcaataca
tggcaaactyg
atgctitggg
aacaatgtcc
ttcggggatt
atggagcage
ctcecgggegt
aatttcgatg
gggactgtcg
gtagaagtac
tagcacgtge
atcgttitee
ttcgececace
acaaatttca
atcaatgtat
tggtcatage
gcecggaagcea
gcgttgecget
atcggccaac
actgactcge

gtaatacggt
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attctccgece
ccbctgaget
agctceceggg
aactcaccgce
tgatgcaget
gatatgteet
ggcactttgce
agagecctgac
aaaccgaact
ccgatctiag
ctacatggcg
tgatggacga
ccgaggactyg
tgacggacaa
cccaatacga
agacgecgceta
atatgctceqg
atgcagcttyg
ggcgtacaca
tcgecgatag
tacgagattt
gggacgccgg
ccaacttgtt
caaataaagc
cttatcatgc
tgtttectgt
taaagtgtaa
cactgcccgce
gegcggggag
tgcgeteggt

tatccacaga

ccatggctga
attccagaag
agcttgtata
gacgtctate
ctecggaggge
gegggtaaat
atcggeccgeg
ctattgcate
gcecegetgtt
ccagacgagge
tgatttcata
caccgtcagt
ccccgaagtc
Lggccgcecata
ggtegeccaac
cttcgagegg
cattggtctt
ggcgeagggt
aatcgcecge
tggaaaccga
cgatteccace
ctggatgatc
tattgcagct
atttttttca
ctgtataccg
gtgaaattgt
agcctggggt
tttecagteg
aggcggtttg
cgtteggety

atcaggggat

44

ctaatttttt
tagtgaggag
tccattitcyg
gagaagtttc
gaagaatctce
agectygcgecyg
ctcecegatte
tececgeegtg
ctgcagocygyg
gggttcggcee
tgcgcgattg
gcgtcocgteg
cggcacckcg
acagcggtca
atcttcttet
aggcatccgg
gaccaactct
cgatgcgacyg
agaagcgegg
cgcccecagca
gccgeccttet
cteccagecgcey
tataatggtt
ctgecatteta
tcgacetceta
tatccgetcea
gcctaatgag
ggaaacctgt
cgtattgggce
cggcgagegg

aacgcaggaa

ttatttatgc
gettttetgg
gatctgatca
tgatcgaaaa
gtactttcag
atggttteta
cggaagtgct
cacagggtgt
tcgoggagge
cattcggacc
ctgatceccea
cgcaggctct
tgcacgcgga
ttgactggag
ggaggeegtyg
agcttgecagg
atcagagctt
caatcgtcceg
ccgtectggac
ctecgtecgag
atgaaaggtt
gggatctcat
acaaataaag
gttgtggttt
gctagagctt
caattccaca
tgagctaact
cgtgccaget
gctcttececge
tatcagctca

agaacatgtg

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

51060

510

5220

5280

5340

54006

5460

5520

5580

5640

5700

5760



<210>3

agcaaaadggc
taggctcege
cccgacagga
tgttccgace
gettteteaa
gggctgtgtg
tecttgagtee
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttctacgggyg
attatcaaaa
ctaaagtata
tatctcagcg
aactacgata
acgcteaceqg
aagtggtecct
agtaagtagt
ggtgtcacgc
agttacatga
tgtcagaagt
tcttactgte
attctgagaa
taccgegeea
aaaactctca
caactgatct
gcaaaatgecc
ccttttteaa
tgaatgtatt

acctgacgtc

cagcaaaagq
cceectgacy
ctataaagat
ctgccgetta
tgcteacget
cacgaaccoe
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaaggacag
ggtagctctt
cagcagatta
tctgacgcetce
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtectat
cgggagggcet
gctecagatt
gcaactttat
tcgecagtta
tcgtegtttyg
tcececatgt
aagttggccg
atgccateey
tagtgtatge
catagcagaa
aggatcttac
tcagcatctt
gcaaaaaagqg
tattattgaa

tagaaaaata
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ccaggaaccy
agcatcacaa
accaggcgtt
ccggatacct
gtaggtatct
cegttecages
gacacgactt
taggcggtge
tatttggtat
gatccggcaa
cgcgecagaaa
agtggaacga
cctagatcct
cttggtctga
titcgttcatc
taccatectgg
tatcagcaat
ccgectecat
atagtttgceg
gtatggcttc
tgtgcaaaaa
cagtgttatc
taagatgett
ggcgaccgayg
ctttazaagt
cgctgttgag
ttactttecac
gaataaggge
gcatttateca

aacaaataqgg

taaaaaggcc
aaatcgacgc
tcccectgga
gteegecttt
cagtteggty
cgacegetge
atecgecactg
tacagagttc
ctgcgctcetg
acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgcc
ccccagtget
aaaccagccea
ccagtctatt
caacgttgtt
attcagctcce
agceggttage
actcatggtt
ttectgtgact
ttgcﬁcttgc
getcatcatt
atccagtteg
cagegtitet
gacacggaaa
gggttattgt

ggttccgege

45

gegttgetygg
tcaagtcaga
agctccctcg
ctcecticgyg
taggtcgtte
gecttateeg
gcagcageca
ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggtageg
caagaagatc
taagggattt
azatgaagtt
tgcttaatca
tgactcececg
gcaatgatac
gccggaaggg
aattgttgeo
geccattgeta
ggtteeccaac
tcecticggle
atggcagcac
cggtgagtact
ccggegtcaa
ggaaaacqgtt
atgtaaccca
gggtgagcaa
tgttgaatac
ctcatgagceg

acatttcecceoe

cgtttttecca
ggtggcgaaa
tgcgctctec
gaagegtggc
gctccaaget
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttegg
gtggtttttt
ctttgatctt
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcacc
tcgtgtagat
cgcgagacce
ccgagegeag
gggaagctag
caggcatcgt
gatcaaggcy
ctcegategt
tgcataattc
caaccaagtc
tacgggataa
ctteoggggey
ctegtgeace
daacaggaay
tcatactctt
gatacatatt

gaaaagtgce

2820

<880

3940

€000

€060

6120

6180

€600

6660

6720

6780

6840

7440

7500

7560

7570



<211>
<212>

7597
ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>
<400>

Plasmido

3

gacggatcgg
ccgecatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
tggagttceg
cccgeceatt
attgacgtca
atcatatgcc
atgcccagta
tegetattac
actcacgggg
daaatcaacg
gtaggegtgt
ctgcttactyg
ggtaccaagc
gcgectgggtt
gtctggggga
attcacctte
gtgggtggca
ccgattcace
gagagecgag
ccactactac

caccaaggge

gagatctcce
aagccagtat
ttaagctaca
gegttttgeg
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggac
aagtacgccc
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactttcca
acggtgggag
gcttatcgaa
ttggatctca
ctectegttg
ggegtggtee
agtaactatg
attatatggt
atctccagag
gacacggcety
ggtatggacy

ccatcggtcet
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gatcccectat
ctgcteecty
acaaggcaag
ctgecttegeyg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggactttc
cggttttgge
cteccacccca
aaatgtecgta
gtctatataa
attaatacga
ccatggggtc
ctettttaag
agcetggygag
tcatgecactg
atgatggaag
acaattccaa
tgtattactg
tetggggeca

tcecececctgge

ggtcgactct
cttgtgtgtt
gcttgaccga
atgtacggge
ttacggggtc
atggcccgec
ttcccatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactcege
gcagagctcet
ctecactatag
aaccgccatc
aggtétccag
gteectgaga
ggtocgecag
taataaatac
gaacacgcty
tgcgggtgga
agggaccacyg

accctetage

46

cagtacaatc
ggaggteget
caattgcatg
cagatatacyg
attagttcat
tggctgaceg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggccc
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagtttg
cccattgacg
ctggctaact
ggagacccaa
ctcaccatgg
tgtcaggtgc
ctcteetgty
gctccaggea
tatgcagact
tatctgcaaa
tataactygga
gtcaccgtct

aagagcaccht

tgctectgatyg
gagtagtgeyg
aagaatctgc
cgttgacatt
agcccatata
cccaacgacc
gggactttcc
catcaagtgt
gcctggecatt
gtattagtca
tagcggtttg
ttttggcace
caaatgggcg
agagaaccca
gctggcetaga
agttgggget
agctggtgga
cagcgtectgyg
aggggctgga
ccgtgaaggg
tgaacagcct
actacgagta

cctcagectc

ctgggggcac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



agecggeecty
ctcaggcgece
ctactcccte
ctgcaacgtyg
agecacaggga
ccggctatge
ggeetetgee
tgggcaggea
ggctcagacc
aaaggccaaa
cteccaatct
gcccaggtaa
tagcctgeat
tcagcaccty
acccteatga
gaccctgagg
aagccgedagyg
caccaggact
gcccccateg
catggacaga
tgtecctaca
gatgaccaag
cgccgtggeg
gctggactce
gcagcagggy
gcagaagagc
ttaaacccge
cteococeceegtyg
tgaggaaatt
gcaggacagc

ctctatgget

ggctgectgg
ctgaccagcg
agcagegtgg
aatcacaagce
gg9gagggtgt
agtccragtce
cgecccacte
caggctaggt
tgccaagage
ctctccactec
tctetetgca
gccagoooad
ccagggacag
aactcctgygg
teteccggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
ggecggcteyg
gggcagcccc
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctocet
aacqgocttect
ctcrLececetgt
tgatcagoct
ccttecttga
gcatcgcatt
aagggggagqg

tctgaggecygy
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tcaaggacta
gcgtgcacac
tgaccgtygee
cecagcaacac
ctgctggaag
cagggcagcea
atgctcaggy
gcecctaace
catatccggg
cctcageteg
gagcccaaat
gcectogecet
gccccagcecg
gggaccgtca
cectgaggtc
ctggtacgtyg
caacagcacyg
caaggagtac
ctccaaagcec
gecceacccte
gagaaccaca
gcctgacctyg
atgggcagcce
tcttectcota
catgctccgt
ctcegggtaa
cgactgtgce
ccectggaagyg
gtctgagtag
attgggaaga

aaagaaccag

cticecccygaa
ctteecgget
ctecageage
caaggtggac
ccaggctcag
aggcaggcec
agagggtett
caggcecctge
aggaccctgc
gacaccttet
cttgtgacaa
ccagctcaag
ggtgctgaca
gtcttectet
acatgegtgy
gacggcgtgg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaaggtggga
tgcectgaga
ggtgtacacc
cctggtcaaa
ggagaacaac
tagcaagctc
gatgcatgag
atgagaattc
ttetagttge
tgececactcee
gtgtcattct
caatagcagqg

ctggggctct

47

ccyggtgacdg
gtectacagt
ttgggcacce
aagagagttyg
cgeteoctges
cgtctgceccte
ctggettttt
acacaaaggg
ccctgaccta
ctcctceocag
aactcacaca
gcgggacagg
cgtccacecte
tcecccocaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagegtect
tctccaacaa
ccegtggggt
gtgaccgetyg
ctgccceocat
ggecttctatce
tacaagacca
accgtggaca
gctctgcaca
ctcgagtcta
cagceatcotg
actgtcectit
attctgggag
catgctgggg

agggggtatc

tgtcgtggaa
cctcaggact
agacctacat
gtgagaggcee
tggacgcate
ttcaccegga
ccecaggete
gcaggtygctg
agcccacecec
attccagtaa
tgcccaccgt
tgccctagag
catctcttcc
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtectyg
agccctccca
gcgagggceca
taccaacctce
cccgggagyga
ccagcgacat
cgecectecegt
agagcaggtg
accactacac
gagggccegt
ttgtttgcee
cctaataaaa
gtggggtggyg
atgcggtggyg

cccacgcgcc

1500

1560

le20

1¢80

1740

1800

1860

1920

1980

29040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

3000

3060

3120

3180

3240

3300



ctgtagcggc
tgccagegcece
cggetitccce
acggcaccte
ctgatagacqg
gttecaaact
tttggggatt
ttaattctgt
cagaagtatg
ctoceocagea
gcccctaact
tggctgacta
ccagaagtag
ttgtatatcc
gtctgtcgag
ggagggcgaa
ggtaaatage
ggccgegcetce
ttgcatctec
cgctgttctg
gacgageggy
tttcatatge
cgtcagtgeg
cgaagtcoccgg
ccgcataaca
cgccaacate
cgagcggagg
tggtcttgac
gcagggtega
cgcccgcaga

adaaccgacgc

gcattaagcg
ctagcgceeeg
cgtcaagctc
gaccccaaaa
gtttttegee
ggaacaacac
tcggectatt
ggaatgtgtg
caaagcatgc
ggcagaagta
ccgeccatee
atttttttta
tgaggaggct
attttcggat
aagtttctga
gaatctcgtg
tgegecgatyg
ccgatteegg
cgccgtgcac
cagccggteg
Lteggceeat
gcgattgctg
Lcegtegege
cacctcegtge
gcyggtcattyg
ttecttctgga
catccggage
caactctatc
tgcgacgcaa
agcgeggecyg

cccagecacte

ES 2438495 T3

cgdcgggtygt
ctecetttege
taaatcyggyy
aacttgatta
ctttgacgtt
tcaaccetat
ggttaaaaaa
tcagttaggg
atctcaatta
tgcaaagcat
cgccecctaac
tttatgcaga
tttttggagg
ctgatcagca
tcgaaaagtt
ctttcagcett
gtttctacaa
aagtgcttga
agggtgtcac
cggaggccat
tcggaccgca
atccccatgt
aggctctcga
acgcggattt
actggagcga
ggccgtggit
ttgcaggatc
agagcttggt
tcgteegate

tctggacecga

gtcegagggce

ggtggttacg
tttctteect
catcecttta
gggtgatggt
ggagtccacyg
cteggtetat
tgagctgatt
tgtggaaagt
gtcagcaacc
gcatctcaat
tccgoccagt
ggccgaggeo
cctaggcttt
cgtgatgaaa
cgacagcgtce
cgatgtagga
agatcgttat
cattggggaa
gttgcaagac
ggatgcgatc
aggaatcggt
gtatcactgg
tgagetgatyg
cggctccaac
ggcgatgttc
ggcttgtatg
geegeggete
tgacggcaat
cggagecggy
tggetgtgta

aaaggaatag

48

cgcagegtga
tectttcteg
gaggttcecgat
tcacgtagtyg
ttectttaata
tetcttgatt
taacaaaaat
ccccaggetco
aggtgtggaa
tagtcagcaa
tcecgeccatt
gcctetgect
tgcaaaaagc
aagcctgaac
tcecgacctga
gggcgtggat
gtttatcgge
ttcagcgaga
ctgcctgaaa
gctgeggeey
caatacacta
caaactgtga
ctttgggeccy
aatgtcctga
ggggattcec
gagcagcaga
cgggegtata
ttcgatgatg
actgtcggge
gaagtactcg

cacgtgctac

cecgcetacact
ccacgttcgc
ttagtgcttt
ggccategee
gtggactett
tataagggat
ttaacgcgaa
cccaggcagg
agtccccagg
ccatagtece
ctcegeocceca
ctgagctatt
tceccgggage
tcaccgecgac
tgcagctctc
atgtcctgeg
actttgeatc
gcctgaccta
ccgaactgec
atcttagcca
catggegtga
tggacgacac
aggactygccece
cggacaatgg
aatacgaggt
cgcgctactt
tgctecegeat
cagcttggge
gtacacaaat
ccgatagtgg

gagatttcga

3360

342¢

348¢

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4024

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

474(Q

4800

48860

4820

4980

5040

5100

51¢&0



ttccacecgece
gatgatcctc
tgcagcttat
tttttcacty
tataccgteg
aaattgttat
ctggggtgec
ccagtcggga
cggtttgegt
tcggetgegg
aggggataac
aaaggccgcg
tcgacgctca
ccctggaagce
cgectttete
tteggtgtag
cegetgegeco
gcractggca
agagttcttg
cgetctgetg
aaccaccgct
aggatctcaa
ctcacgttaa
aaattaaaaa
ttaccaatgce
agttgcctga
cagtgctgca
ccagccagcec
gtctattaat
cgttgttgec

cagctocggt

gecttctatg
cagegegyggy
aatggttaca
cattctagtt
acctetaget
cecgetecacaa
taatgagtga
aacctgtegt
attgggeget
cgagcggtat
gcaggaaaga
ttgctggcgt
agtcagaggt
tecectegtge
ccttegggaa
gtegtteget
ttatcecggta
gcagccactyg
aagtggtggce
aagccagtta
ggtageggty
gaagatcctt
gggatttigy
tgaagtttta
ttaatcagtyg
ctececeogteg
atgataccgc
ggaagggccyg
tgttgccggg
attgctacag

tceccaacgat

ES 2438495 T3

aaaggttggyg
atctcatgcet
aataaagcaa
gtggtttgte
agagcttgge
ttccacacaa
gctaactcac
gccagectgca
cttecgette
cagctcacte
acatgtgagc
ttttccatag
ggcgaaaccc
gctctecctgt
gegtggeget
ccaagetggy
actatcgtct
gtaacaggat
ctaactacgg
cctteggaaa
gtttttttgt
tgatctttte
tcatgagatt
aatcaateta
aggcacctat
tgtagataac
gagacccacg
agcgcagaag
aagctagagt
gcatcgtggt

caaggcgagt

cttcggaatc
ggagttcttc
tagcatcaca
caaactcatc
gtaatcatgg
catacgagcec
attaattgcg
ttaatgaatc
ctegeteact
aaaggcggta
aaaaggccag
gctccgccceco
gacaggacta
teccgaccctg
ttctcaatge
ctgtgtgeac
tgagtccaac
tagcagagcg
ctacactaga
aagagttggt
ttgcaagcag
tacggggtct
atcaaaaagqg
aagtatatat
ctecagegate
tacgatacgg
ctecacegget
tggtecctgea
aagtagtteg
gtcacgctcg

tacatgatcc

49

gttttceggg
gcocacceca
aatttcacaa
aatgtatctt
tecatagetgt
ggaagcataa
ttgcgcecteac
ggccaacgcg
gactecgetge
atacggttat
caaaaggcca
cctgacgagce
taaagatacc
ccocgecttaccg
tcacgctgta
gaacceceeg
ccggtaagac
aggtatgtag
aggacagtat
agctcttgat
cagattacgce
gacgctcagt
atcttcacct
gagtaaactt
tgtctattte
gagggcttac
ccagatttat
actttatccg
ccagttaata
tcgtttggta

cccatgttgt

acgccggetg
acttgtttat
ataaagcatt
atcatgtety
tteetgtgtyg
agtgtaaagc
tgccegettt
cggggagagg
gcteggtegt
ccacagaatc
ggaaccgtaa
atcacaaaaa
aggcgtttee
gatacctgtc
ggtatcticag
ttcageccga
acgacttatc
geggtgectac
ttggtatctg
ccggcaaaca
gcagaaaaaa
ggaacgaaaa
agatccitlLt
ggtctgacag
gitcatceat
catctggece
cagcaataaa
cctceoatcca
gtttgcgcaa
tggecttcatt

gcaaaaaagc

5220

5280

5340

5400

5464

55290

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5340

600C

60¢eC

6120

6180

6240

6300

6360

642C

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

€900

6960

7020



ggttagctcc
catggttatg
tgtgactggt
ctecttgeccyg
catcattgga
cagttcgatg
cgtttetggg
acggaaatgt
ttattgtete

tcegegeaca

<210> 4

<211> 7579

<212> ADN

ttcggtccte
gcagcactge
gagtactcaa
gcgtcaatac
aaacgttett
taacccactc
tgagcaaaaa
tgaatactca
atgagcggat

tttececcecgaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Plasmido

<400> 4

gacggatcgg
ccgecatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
tggagttccg
ccecgeccatt
attgacgtca
atcatatgcc
atgcccagta
tcgetattac
actcacgggg

aaaatcaacg

gtraggcgtgt

gagatctccc
aagccagtat
ttaagctaca
gegttttgeg
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggac
aagtacgccc
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt

ggactttcca

acggtgggag

ES 2438495 T3

cgatcgttgt
ataattctet
ccaagtcatt
gggataatac
cggggegaaa
gtgcacccaa
caggaaggca
tactcttect
acatatttga

aagtgccacc

gatcccctat
ctgctceetyg
acaaggcaag
ctgcttegeg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacyg
tgggacittc
cggttttgoc
ctccacccca
aaatgtcgta

gtctatataa

cagaagtaag
tactgtcatg
ctgagaatag
cgcgcecacat
actctcaagg
ctgatcttca
aaatgccgea
ttttecaatat
atgtatttag

tgacgtc

ggtcgactct
cttgtgtgtt
gcttgaccga
atgtacgggc
ttacggggtc
atggcccgee
ttcececatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggceca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaacteccgc

gcagagctct

50

ttggecgeag
ccatcegtaa
tgtatgcgge
agcagaactt
atcttaccgce
gcatctttta
aaaaagggaa
tattgaagca

aaaaataaac

cagtacaatc
ggaggtcygct
caattgcatg
cagatatacg
attagttcat
tggctgaccg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggeccce
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagtitg
cccattgacg

ctggctaact

tgttatcact
gatgetttte
gaccgagttg
taaaagtgct
tgttgagatc
ctttcaccag
taagggcgac
tttatecaggg

aaataggggt

tgctctgatyg
gagtagtgcg
aagaatctgc
cgttgacatt
agceccatata
cccaacgace
gggactttce
catcaagtgt
gcetggeatt
gtattagtca
tagcggtttyg
ttttggcacc
caaatgggcg

agagaaccca

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7597

60

120

180

240

300

360

429

480

540

600

660

720

780

840



ctgcttactg
ggtaccaagc
tttaagaggt
tgggaggtce
gcactgggte
tggaagtaat
ttccaagaag
ttactgtgeg
cgtetgggge
ctteeceetyg
ggtcaaggac
cggegtgeac
ggtgaccgty
gececageaac
gtctgetgga
tccagggeag
tcatgcteag
gtgceectaa
gccatatccg
tcecectecaget
cagagccocaa
aggcctcgeco
aggceccocagce
gggggacegt
acccctgagg
aactggtacg
tacaacageca
ggcaaggagt
atctccaaaq
cggcccaccec

ccgagaacca

gcttatcgaa
ttggatctca
gtcecagtgte
ctgagactct
cgccaggete
aaatactatg
acgctgtace
agagcttggyg
caagggacca
gcaccctcta
tactteccrey
accttcccgg
cccteccagca
accaaggltgyg
agccaggetce
caaggcagge
ggagagggtc
cceaggeeoct
ggaggaccct
cggacacctt
atcttgtgac
ctccagctca
cgggtgctga
cagtcttect
tcacatgegt
tggacggcgt
cgtacegtgt
acaagtgcaa
ccaaaggtygg
tetgcectga

caggtgtaca

ES 2438495 T3

attaatacga
ccatggagtt
aggtecaget
cctgtgcage
caggcaaggg
cagacteegt
tgcaaatgaa
cctatgacta
cggtcaccgt
gcaagagceac
aaccyggtgac
ctgtcctaca
gecttgggceac
acaagagagt
agegceteetyg
ccegtetgea
tretggette
gcacacaaaq
gcccctgace
ctetectece
aaaactcaca
aggcgggaca
cacgtccacc
cttcceecea
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagegtc
ggtctccaac
gaccegtggy
gagtgaccge

ccctgeeece

ctecactatag
gggacttage
ggtggagtcet
gtetggatte
gctggactgg
gaagggccga
cagtttgaga
cggtgactat
ctecctcagee
ctetggggge
gytgtegtogg
gtcctcagga
ccagacctac
Lggtgagagg
cctggacgea
tcttcaceeg
ttccccagge
gggcaggtgc
taagcccacc
agattccagt
catgccceacce
ggtgccctag
tccatctett
aaacccaagy
gtgagccacg
aatgeccaaga
ctecaccgtee
aaagccctec
gtgcgaggge
tgtaccaacc

atcccgggag

51

ggagacccaa
tgggttttcc
g999gagycyg
accttcagta
gtggcaatta
ttcacecatet
gccgaggaca
gaatactact
tccaccaagy
acagcggecc
aactcaggcyg
ctctactcceo
atctgcaacg
ccagcacagg
tecegygetat
gaggectcetyg
tctgggcagg
tgggctcaga
ccaaaggcca
aactcccaat
gtgcccaggt
agtagecctge
cctcagecacc
acaccctecat
aagaccctga
caaagccgcyg
tgcaccagga
cagcceccat
cacatggaca
tctgtceccta

gagatgacca

gctggctaga
tegttgctcet
tggtccagce
gctatggcat
tttggcatga
ccagagacaa
cggctgtgta
tcggtatgga
geccateggt
tgggcetgect
ccctgaccag
tcagcagcgt
tgaatcacaa
gagggagggt
gcagtececag
ccegeeccac
cacaggctag
cctgccaaga
aactctccac
cttctctetg
aagccagcee
atccagggac
tgaactcctg
gatctcecegg
ggtcaagtte
ggaggagcag
ctggctgaat
cgagaaaace
gaggccggot
cagggcagcce

agaaccaggt

900

260
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
2520
2580
2640

2700



cagcctgacce
caatgggcag
cttcttecte
ctcatgctece
gtcteccgggt
ctegactgtg
gaccctggaa
ttgtctgagt
ggattgggaa
ggaaagaacc
cgcggegggt
cgctecttte
tctaaatcgg
aaaacttgat
ccctttgacg
actcaaccct
ttggttaaaa
tgtcagttag
gcatctcaat
tatgcaaagc
ccecgeceota
tatttatgca
cttLtttgga
atctgatcag
gatcgaaaaqg
tgcttteage
tggtttctac
ggaagtgett
acagggtgtc
cgcggaggac

attcggacceg

tgcctggtca
ccggagaaca
tatagcaagc
gtgatgcatg
aaatgagaat
cectictagtt
ggtgccactc
aggtgtcatt
gacaatagca
agctgggget
gtggtggtta
gctttetteco
ggcatccctt
tagggtgatyg
ttggagtcca
atcteggtet
aatgagctga
ggtgrggaas
tagtcagcaa
atgcatctca
actccgeccca
Jgaggccgagyg
ggcctaggct
cacgtgatga
ttegacagey
ttcgatgtag
aaagatcgtt
gacattgyggg
acgttgcaag
atggatgcga

caaggaatcg

ES 2438495 T3

daggcticta
actacaagac
tcaccgtgga
aggctctgca
tcctegagtce
gccagecate
ccactgteet
ctattctggg
ggcatgetgg
ctagggggta
cgcgeagegt
ctteetttet
tagggttccg
gttcacgtag
cgttctttaa
attcttttga
tttaacaaaa
gtceeccagge
ccaggtgtgg
attagtcagc
gttccgeeeca
ccgectetgce
tttgcaaaaa
aaaagcctga
tecteegacet
gagggcgtgg
atgtttatecg
aattcagcga
acctgectga
tcgectgegge

gtcaatacac

tceccagegac
cacgcchtcee
caagagcaygyg
caaccactac
tagagggecc
tgttgtttge
ttectaataa
gggtggggtyg
ggatgcggty
teeccacgey
gaccgctaca
cgecacgttre
atttagtgct
tgggccatcg
tagtggactc
tttataaggg
atttaacgcyg
tececaggea
aaagtecccea
aaccatagte
ttcteecgeee
ctctgagcta
gctcecggga
actcaccgeg
gatgcagcte
atatgtectg
gcactttgeca
gagcctgacc
aaccgaactg
cgatcttage

tacatggcgt

52

atcgoegtog
gtgctggact
Lygcageagy
acgcagaaga
gtttaaaccc
cccteecceey
aatgaggaaa
gggcaggaca
ggctctatygg
ccetgtageg
cttgccageg
gccggcettte
ttacggcacc
ccctgataga
ttgticcazaa
attttgggga
aattaattct
ggcagaagta
ggctccccag
ccgceccctaa
catggctgac
ttccagaagt
gcttgtatat
acgtctgtcg
tcggagggcy
cgggtaaata
tcggeegegce
tattgcatct
cceogetgtte
cagacgagceg

gatttcatat

agtgggagag
ccgacggctc
ggaacgtctLt
gcctetecet
gctgatcagce
tgecttectt
ttgcategea
gcaaggggga
cttetgagge
gcgcattaag
ccctagegeco
cccgtcaage
tcgacccecaa
cggtttttcyg
clggaacaac
ttteggecta
gtggaatgtg
tgcaaagcat
caggcagaag
ctccgeccat
taattttttt
agtgaggaagg
ccattttcgg
agaagtttct
aagaatctceg
gctgcgeecga
tceecgattec
cecegeegtge
tgcagceegygt
ggttcggcec

gcgcgattge

27€0

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3960

4020

4080

4140

4200

4264

4320

4380

4440

4500

4560



tgatcceccat
gcaggctctc
gcacgcggat
tgactggagce
gaggeegtgy
gcttgcagga
tcagagcttg
aatcgtccga
cgtetggace
tegtecgagy
tgaaaggttg
ggatctcatyg
caaataaagc
ttgtggttityg
ctagagcttg
aattccacac
gagctaactc
gtgccagectg
ctctteceget
atcagctcac
gaacatgtga
gtttttecat
gtggcgaaac
gogctcteet
aagcgtggceg
ctccaagetg
taactatcgt
tggtaacaqgg
gcctaactac
taccttcgga

tggttttttt

gtgtatcact
gatgagctga
ttcggcteca
gaggcgatgt
ttggcttgta
tegeegegge
gttgacggea
tcecggagecyg
gatggcetgtyg
gcaaaggaat
ggcttcggaa
ctggagttct
aatagcatca
tccaaactca
gcgtaatcat
aacatacgaqg
acattaattg
cattaatgaa
tcctecgetea
tcaaaggcgg
gcaaaaggec
aggcteegee
ccgacaggac
gttecgaccee
ctttctcaat
ggctgtgtge
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg

gtttgcaagc

ES 2438495 T3

ggcaaactgt
tgctttgggce
acaatgtect
tcggggatte
tggagcagca
tccgggegta
atttcgatga
ggactgtcgg
tagaagtact
agcacgtgcet
tcgttttecg
tcgeccacec
caaatttcac
tcaatgtatc
ggtcatagct
ccggaagceat
cgttgegetce
tcggccaacy
ctgactcget
taatacggtt
agcaaaaqgc
ceccctgacga
tataaagata
tgccgettac
getecacgety
acgaacceec
acccggtaag
cgaggtatgt
gaaggacagt
gtagctecttg

agcagattac

gatggacgac
cgaggactgce
gacggacaat
ccaatacgag
gacgcgctac
tatgctcecge
tgcagcttgg
gcgtacacaa
cgecgatagt
acgagattte
ggacgccegge
caacttgttt
aaataaagca
ttatcatgtc
gtttectgtyg
aaagtgtaaa
actgcceget
cgcggggaga
gegeteggtce
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggegtit
cggatacctyg
taggtatetc
cgttecagecce
acacgactta
aggcggtget
atttggtatc
atccggeaaa

gogeagaaaa
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accgtcagtg
cccgaagtce
ggccgcataa
gtcgecaaca
ttegageygga
attggtetty
gegeagggte
atcgccecgea
ggaaaccgac
gattcecacey
tggatgatcc
attgcagctt
tttttttecac
tgtataccgt
tgaaattgtt
gcectggggatyg
tteccagtegyg
ggcggtitge
gttcggctge
tcaggggata
aaaaaggccyg
aatcgacgcet
cecectggaa
tcegecttic
agtteggtgt
gaccgctgeg
tcgccactgg
acagagttct
tgcgetctge
caaaccaceq

aaaggatctc

cgtcegtege
ggcacctegt
cagceggteat
tcttettety
ggcateegga
accaactcta
gatgcgacge
gaagcgegge
gceccageac
cecgectteta
tccagcgegg
ataatggtta
tgcattctag
cgacctctag
atccgcetceac
cctaatgagt

gaaacctgte

gtattgggcg
ggcgageggt
acgcaggaaa
cgttgctggc
caagtcagag
gctoectegt
tcectteggg
aggtcgtteg
ccttateegg
cagcagccac
tgaagtggtyg
tgaagccagt
ctggtagcegg

aagaagatcc

4620

4680

4774Q

4800

4860

4920

4980

5040

2100

5160

5220

5280

534¢

5400

5460

5520

5580

5640

5706

57760

582¢

588¢

594(Q

6000

€060

6120

€180

6240

6300

6360

6420



<210>
<211>
<212>

tttgatcttt
ggtcatgaga
taaatcaatc
tgaggcacct
cgtgtagata
gcgagaceca
cgagcgcaga
ggaagctaga
aggcategtyg
atcaaggcga
tcegatecgtt
gcataattct
aaccaagtca
acgggataat
ttcggggega
tegtgeaccc
aacaggaagg
catactctte
atacatattt

aaaagtgcca
5

7558

ADN

tctacggggt
ttatcaaaaa
taaagtatat
atctcagcga
actacgatac
cgctcaccgg
agtggtecctg
gtaagtagtt
gtgtcacgcet
gttacatgat
gtcagaagta
cttactgtca
ttctgagaat
accgcgccac
aaactctcaa
aactgatctt
caaaatgccg
ctttttcaat
gaatgtattt

cctgacgtc

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>
<400>

Plasmido

5

gacggatcgg gagatctece

cegecatagtt aagcecagtat

cgagcaaaat ttaagctaca

ttagggttag gcgttttgeg
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ctgacgctca
ggatcttcac
atgagtaaac
tctgtctatt
gggagggert
ctccagattt
caactttate
cgccagttaa
cgtegtttyy
cccccatgtt
agttggccge
tgccatccgt
agtgtatgcg
atagcagaac
ggatcttacc
cagcatcttt
caaaaaaggg
attattgaag

agaaaaataa

gatcceoctat
ctygctecetg
acaaggcaag

ctgcttcgeg

gtggaacgaa
ctagatcectt
ttggtctgac
tcgttcatce
accatctggc
atcagcaata
cgcctecate
tagtttgege
tatggcttca
gtgcaaaaaa
agtgttatca
aagatgcttt
gcgaccgagt
tttaaaagtg
gctgttgaga
tactttcacce
aataagggeg
catttatcag

acaaataggy

ggtcgactcet
cttgtgtgtt
gcttgaccga

atgtacgggce

54

aactcacgtt
ttaaattaaa
agttaccaat
atagttgcct
cccagtgetyg
aaccagccag
cagtctatta
aacgttgttg
tteagcteey
gcggttaget
ctcatggtta
tctgtgactg
tgctettgcce
ctcatcattg
tccagttcega
agcgtttetg
acacggaaat
ggttattgtc

gttccgcegea

cagtacaatc
ggaggtegcet
caattgcatg

cagatatacg

aagggatttt
aatgaagttt
gettaatcayg
gactcececegt
caatgatacc
ccggaagggce
attgttgeey
ccattgctac
gttcccaacg
ccttecggtcee
tggcagcact
gtgagtactc
cggcgtcaat
gaaaacgttc
tgtaacccac
ggtgagcaaa
gttgaatact
tcatgagegyg

catttcceceg

tgctectgatg
gagtagtgcy
aagaatctgc

cgttgacatt

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

0900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

1560

7579

60

120

180

240



gattattgac
tggagttccg
ccegeccatt
attgacgtca
atcatatgec
atgcccagta
tcgectattac
actcacgggyg
daaatcaacg
gtaggcgtgt
ctgcttactg
ggtaccaagc
tctccaagga
cggggagtet
cggetgggty
tgactctgat
gtccatcagc
ttactgtgcg
ggtcaccgtc
caagagcacc
aceggtgacy
tgtectacag
cttgggcace
caagagagtt
gcgetectge
ccgtetgect
tectggetttt
cacacaaagg
cceetgacet
tctectecca

aaactcacac

tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggac
aagtacgccce
catgacctta
catggtgatg
atttecaagt
ggactttcca
acggtgggag
gcttatcgaa
ttggatccca
gtctgtgccyg
ctgaagatct
cgeccagatge
accagataca
accgectace
agacggatgg
tcctecagect
tctgggggea
gtgtcgtgga
tcctcaggac
cagacctaca
ggtgagaggc
ctggacgcecat
cttcaccegyg
tceccagyget
ggcaggtygct
aagecceacee
gattccagta

atgcecaccg
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tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggactttc
cggttttgge
ctecacccca
daatgtcgta
gtctatataa
attaatacga
ccatggggtc
aggtgcagct
cctgtaaggg
ccgggaaagyg
geeegteett
tgcagtggag
cagragctygg
ccaccaagqgg
cagcggecect
actcaggegs
tctactcecct
tctgcaacgt
cagcacaggg
ccecggetatg
aggcctctge
ctgggeagge
gggctcagac
caaaggccaa
actcccaatce

tgcccaggta

ttacggggtc
atggcccecgeo
ttcecatagt
aaactgecea
tcaatgacgy
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccgce
gcagagctct
ctcactatag
aaccgtcatc
ggtgcagtcet
ttctggatac
cetggagtgy
ccaaggccag
cagcctgaag
cccetttgac
ccecatoggte
gggectgectg
cctgaccage
cagcagcgtyg
gaatcacaag
agggagggty
cagtceccagt
cegceccact
acaggctagg
ctgccazagag
actctccact
ttcteoctetge

agcrcagccca

55

attagttcat
tggctgaccg
aacgeccaata
cttggeagta
taaatggcece
gtacatetac
tgggegtygga
tgggagtttg
cccattgacg
ctggctaaﬁt
ggagacccaa
ctcgeectec
ggagcagagyg
agctttacca
atggggatca
gtcaccatct
gecoreggaca
tactggggcc
ttecceooctay
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtge
cccagcaaca
tctactggaa
ccagggcage
catgctecagy
tgcecctaac
ccatatccgyg
ccctecagetce
agagcccaaa

ggectegecce

agcccatata
cccaacgace
gggactttec
catcaagtgt
gcetggeatt
gtattagtca
tageggttty
ttttggecacc
caaatgggcyg
agagaaccca
gectggctaga
tcctggcetgt
tgaaaaagcc
gttactggat
tctatectgg
cagccgacaa
ccgeceatgta
agggaaccct
cacectctag
acttcceccga
ccttcecegge
cctecageag
ccaaggtgga
gccaggetea
aaggcaggcc
gagagggtct
ccaggcectyg
gaggacccty
ggacaccttc
tettgtgaca

Lcecagcecteaa

300

360

420

48Q

540

600

660

720

780

840

960

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

15¢0

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1220

13980

2040

2100



ggcgggacag
acgtecacct
ttcecococccaa
gtggtggacy
gaggtgecata
gtcagecgtece
gtctccaaca
acccgtgagg
agtgaccgct
cctgcccceca
aggcttctat
ctacaagacc
caccgtggac
ggctectgcac
ccteogagtct
ccagccatct
cactgtcett
tattctgggg
gcatgctggg
tagggggtat
gegcagegty
ttectttete
agggticega
ttcacgtagt
gttctttaat
ttcttttgat
ttaacaaaaa
Lececcagget
caggtgtgga
ttagtcageca

ttecgeccecat

gtgecectaga
ccatctette
aacccaagga
tgagecacga
atgeccaagac
tcaccgtect
aagecccecteee
tgcgagggec
gtaccaacct
tcecegggagy
cccagegaca
acgccteoccg
aagagcaggt
aaccactaca
agagggeccy
gttgtttgece
tectaataaa
agtggggtag
gatgcggtgy
ccccacgegce
accgctacac
geccacgttcg
tttagtgctt
gggecatcge
agtggactet
ttataaggga
tttaacgcga
ccccaggcag
aagtccccag
accatagtcc

tctccgeecce

ES 2438495 T3

gtagcctgeca
ctcageacct
caccctcatg
agacecctgag
aaagccgegg
gcaccaggac
agcececceate
acatggacag
ctgtccctac
agatgaccaa
tcgecgtgga
tgctggactc
ggcagcaggg
cgcagaagag
tttaaacccg
cctececceegt
atgaggaaat
ggcaggacag
gctctatggc
cetgtageygyg
ttgccagege
ccggetttce
tacggecacet
cetgatagac
tgttccaaac
tttiggggat
attaattctyg
gcagaagtat
gectececage
cgccecctaac

atggctgact

tccagggaca
gaactcctgg
atctececgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
aggeeggctc
agggcagccc
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggctcc
gaacgtcttc
ccteteectyg
ctgatcagcec
gcctteettg
tgcategeat
caagggggag
ttctgaggcey
cgecattaage
cctagogeoce
ccegtcaagct
cgaccccaaa
gagtttttege
tggaacaaca
ttcggectat
tggaatgtgt
gcaaagcatg
aggcagaagt
tcegececate

aatttttttt

56

ggcecccagcec
ggggaccgtc
ceectgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctecaaage
ggccecacect
cgagaaccac
agcctgacct
aatgggcagc
ttcttcctct
tcatgctceg
tctcegggta
tcgactgtge
accctggaaqg
tgtctgagta
gattgggaag
gaaagaacca
gcggcggagty
gcteettteg
ctaaatcggg
aaacttgatt
cctttgacgt
ctcaacceta
tggtitaaaaa
gtcagttagg
catctcaatt
atgcaaagca
ccgcccctaa

atttatgcag

gggtgctgac
agtcttecte
cacatgcgtyg
ggacggcgtg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaaggtggg
ctgecctgag
aggtgtacac
gcctggtcaa
cggagaacaa
atagcaagct
tgatgcatga
aatgagaatt
cttctagttg
gtgccactcc
ggtgtcatte
acaatagcag
gctggggcte
tggtggttac
ctttectteeco
gcatceoctit
aggytgatgy
tggagtccac
teteggteta
atgagctgat
gtgtygaaag
agtcagcaac
tgcatctcaa
ctcecgececag

aggccgaggco

2160

2220

2280

2340

2400

24¢e0

2520

2580

2640

2700

27¢e0

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960



cgcectetgee
ttgcaaaaaqg
aaagcctgaa
ctcocgacctg
agggcgtgga
tgtttategg
attcagcgag
cctgectgaa
cgctgeggee
tcaatacact
gcaaactgtg
gotttgggoee
caatgtcctg
cggggattcce
ggagcagcag
ccgggegtat
tticgatgat
gactgtcggg
agaagtactc
gcacgtgcta
cgttttecag
Cgeooacecoc
aaatttcaca
caatgtatct
gtcatagecty
cggaagcata
gttgcgectea
cggccaacgc
tgactcgetg
aatacggtta

gcaaaaggcc

tctgagetat
ctecegggag
cicaccgega
atgcagctct
tatgteccectge
cactttgcat
agcctgacct
accgaactge
gatcttagec
dacatggcgtg
dtggacgaca
gaggactgcc
acggacaatg
caatacgagg
acgcgctact
atgctcecgea
gcagettggg
cgtacacaaa
gcegatagty
cgagatitcg
gacgccgget
aacttgitta
aataaagcat
tatcatgtct
tttectgtye
aagtgtaaag
ctgccecgett
gcggggagad
cgctcggteg
tccacagaat

aggaaccgta
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tccagaagta
cttgtatatc
cgtctgtega
cggagggcga
gggtaaatag
cggecegeget
attgcatctc
ceogetgttet
agacgagcgg
atttcatatg
ccgtcagtgce
ccgaagtccg
gccgecataac
tcgecaacat
tcgagcggag
ttggtcttga
cgcagggtcg
tcgccegeag
gaaaccgacg
attccaccge
ggatgatcct
ttgcagctta
ttitttecact
gtataccgtc
gaaattgtta
cctggggtge
tccagteggy
gecggtttgcyg
ttcggetgeg
caggggataa

aaaaggccge

gtgaggaggc
cattttcgga
gaagtttctyg
agaatctegt
ctgcgecgat
ccocgatteeg
ccgecgtgea
gcagccggtce
gtteggecca
cgcgattget
gtcecgtegeg
gcacctcgtg
agcggtcatt
cttetictgg
gcatccggag
ccaactectat
atgcgacgca
aagcgcggceco
ccecagcact
cgccttctat
ccagegcggyg
taatggttac
gcattctagt
gacctctage
tcegctcaca
ctaatgagtg
aaacctgteg
tattgggcge
gcgagcggta
cgcaggaaaq

gttgctggeg

57

ttttttggag
tctgatcagc
atcgaaaagt
getttcoaget
ggtttctaca
gaagtgcttg
cagggtgtca
gcggaggcea
ttcggaccge
gatccccatg
caggcteteg
cacgcggatt
gactggagcy
aggcegtggt
cttgcaggat
cagagcttgyg
atecgtecgat
gtctggacca
cgtccgagygg
gaaaggttgg
gatctcatgc
aaataaagca
tgtggtitgt
tagagcttgg
attccacaca
agctaactca
tgccagctge
tcttecegett
tcagctcact
aacatgtgag

tttttccata

gcctaggett
acgtgatgaa
tcgacagegt
tcgatgtagg
aagatcgtta
acattgggga
cgttgcaaga
tggatgcgat
aaggaatcgyg
tgtatcactg
atgagctgat
tcggctccaa
aggcgatgtt
tggcttgtat
cgcegegget
ttgacggcaa
ccggagecegyg
atggctgtgt
caaaggaata
gctteggaat
tggagttctt
atagcatcac
ccaaactcat
cgtaatcatg
acatacgagc
cattaattgc
attaatgaat
cctcgctecac
caaaggcggt
caaaaggcca

ggctcoegeee

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
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ccctgacgag catcacaaaa atcgacgctc aagtcagagg tggcgaaacc cgacaggact 5880
ataaagatac caggcgtttc cccctggaag ctccctcgtg‘cgctctcctg ttecegacect 5940
gccgcttace ggatacctgt cegectttct ccctteggga agegtggege ttictcaatg 6000
ctcacgetgt aggtatcteca gtteggtgta ggtcgttcoge teccaagetgg gotgtgtgcea 6060
cgaaccccece gttcagcececg accgctgege cttatccggt aactatcgtc ttgagtccaa 6120
cccggtaaga cacgacttat cgccactggce agcagecact ggtaacagga ttagcagage 6180
gaggtatgta ggcggtgcta cagagttctt gaagtggtgg cctaactacg gctacactag 6240
aaggacagta tttggtatct gcgctctgct gaagccagtt accttcggaa aaagagttgg 6300
tagctcttga tccggcaaac azaccaccgce tggtageggt ggtttttttg tttgcaagea 6360
gcagattacg cgcagaaaaa aaggatctca agaagatccet ttgatctttt ctacggggte 6420
tgacgctcag tggaacgaaa actcacgtta agggattttg gtcatgagat tatcaaaaag 6480
gatcttcace tagatccttt taaattaaaa atgaagtttt aaatcaatet aaagtatata 6540
tgagtaaact tggtctgaca gttaccaatg cttaatcagt gaggcaccta tctcagcgat 6600
ctgtectattt cgttcatcca tagttgectyg actcccegte gtgtagataa ctacgatacg 6660
ggagggctta ccatctggec ccagtgetge aatgataccg cgagacccac gctcaccggce 6720
tccagattta tecagceaataa accagecage cggaagggcec gagcgcagaa gtggtcectge 6780
aactttatcc gcctceccatec agtctattaa ttgttgccgg gaagctagag taagtagttc 6840
gccagttaat agtttgcgeca acgttgttge cattgctaca ggcategtgg tgtcacgcte 63200
gtegtttggt atggecttcat tcagetcecgg ttcccaacga tcaaggcgag ttacatgatc 6960
ccececatgtig tgcaaaaaayg cggttagete ctteggtect ccgategttyg tcagaagtaa 7020
gttggcegea gtgttatcac tcatggttat ggcagcactg cataattcte ttactgtcat 7080
gccatccgta agatgetttt ctgtgactgg tgagtactca accaagtcat tctgagaata 7140
gtgtatgcgé cgaccgagtt gectcttgeceoc ggcgtcaata cgggataata ccgcgccaca T200
tagcagaact ttaaaagigc tcatcattgg aaaacgttct tcggggcgaa aactctcaag 7260
gatcttaccg ctgttgagat ccagttcgat gtaacccact cgtgcaccca actgatcette 7320
agcatctttt actttcacca gcgtttctgg gtgagcaaaa acdggaaggce aaaatgccgce 7380
aaazdaaggga ataagggcga cacggaaatg ttgaatactc atactcttcc tttttcaata 7440
ttattgaagec atttatcagg gttattgtct catgagcgga tacatatttg aatgtattta 7500
gaaaaataaa caaatagggg ttccgegcac atttccccga aaagtgecac ctgacgte 7558
<210> 6
<211> 7576

58
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Plasmido

59

<400> 6
gacggatcgg gagatctcce gatcecctat ggtcgactct cagtacaatc tgctctgatg 60
ccgcatagtt aagccagtat ctgctcecctyg cttgigtgtt ggaggtcgect gagtagtgceg 120
cgagcaaaat ttaagctaca acaaggcaag gcecttgaccga caattgcatg aagaatctge 180
ttagggttag gcgttttgecg ctgcttecgeg atgtacggge cagatatacg cgttgacatt 240
gattattgac tagttattaa tagtaatcaa ttacggggtc attagttcat agcccatata 300
tggagttccg cgttacataa cttacggtaa atggeccgce tggctgaccg cccaacgacce 360
ccecgeccatt gacgtcaata atgacgtatyg tteccatagt aacgccaata gggactttcce 420
attgacgtca atgggtggac tatttacggt aaactgccca cttggcagta catcaagtgt 480
atcatatgcc aagtacgccc cctattgacg tcaatgacgg taaatggcecce gcctggcatt 540
atgcccagta catgacctta tgggactttc ctacttggca gtacatctac gtattagtca 600
tcgctattac catggtgatg cggttttgge agtacatcaa tgggcgtgga tagcggtttg 660
actcacgggg atttccaagt ctccacccca ttgacgtcaa tgggagtttg ttttggcace 720
aaaatcaacg ggactttcca aaatgtcgta acaactccge cccattgacg caaatgggeg 780
gtaggcgtgt acggtgggag gtctatataa gcagagctct ctggctaact agagaaccca 840
ctgcttactg gcttatcgaa attaatacga ctcactatag ggagacccaa gctggctaga 200
ggtaccaagc ttggatctca ccatggagtt tgggctgtge tggattttce tcgttgetct 960
tttaagaggt gtccagtygtce aggtgcaget ggtggagtct gggggaggey tggtcecageco 1020
tgggaggtcc ctgagactct cctgtgcage ctctggattc accttcatta gctatggcat 1080
gcactgggtc cgccaggctc caggcaaggg gctggagtgg gtggcagtta tatcatatga 1140
tggaagtaat aaatactatg cagactccgt gaagggccga ttcaccatct ccagagacaa 1200
Ltccaagaac acgctgtatc tgcaaatgaa cagcctgaga gctgaggaca cggctgtgta 1260
ttactgtgcg agagtattag tgggagcttt atattattat aactactacyg ggatggacgt 1320
ctggggccaa gggaccacgg tcaccgtctc ctcagcctec accaagggcc catcggtcett 1380
ccececetggea ccctetageoa agagcaccte tgggggcaca geggccctgg geotgcocetggt 1440
caaggactac ttccccgaac cggtgacggt gtegtggaac tcaggcgccc tgaccagegg 1500
cgtgcacace ttcccggetyg tectacagte ctcecaggacte tactecctca gcagegtggt 1560



gaccgtgecce
cagcaacace
tgciggaage
agggcagcaa
tgctcaggga
cccctaaccee
atatccggga
ctcagctegg
ageccaaate
cctegecctce
ccccagccgg
ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaagecea
cccaccctet
agaaccacag
cctgacctge
tgggcagccg
cttcctctat
atgctccgtg
tcogggtaaa
gactgtgcct
cctggaaggt
tetgagtagg
ttgggaagac
aagaaccagc
ggcgggtgtyg

teottteget

tccageaget
aaggtggaca
caggctcagc
ggcaggccco
gagggtctte
aggeectgea
ggaccctgee
acaccttcte
ttgtgacaaa
cagctcaagg
gtgctgacac
tcttcctett
catgcgtggt
acggcgtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt
aaggtgggac
gccctgagag
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca
atgcatgagg
tgagaattcc
tctagttgce
gccactceeca
tgtcattcta
aatagcaggc
tggggctcta
gtggttacgc

ttettceoett
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tgggcaccca
agagagttgy
gcrectgect
gtctgectet
tggcttttte
cacaaagqgyqg
cctgacctaa
tcecteccaga
actcacacat
cgggacaggt
gtccacctce
ccccccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtecte
ctccaacaaa
ccgtggyggtg
tgaccgctgt
tgcecececate
gcttctatce
acaagaccac
ccgtggacaa
ctctgcacaa
tcgagtctag
agccatctgt
ctgtccttte
ttetggggyy
atgctgggga
gggggtatcc
gcagcgtgac

cctttetege

gacctacatc
tgagaggcca
ggacgcatce
tcacceggay
cceaggetet
caggtgetgy
gcceacecea
ttcecagtaac
gceocaccgtyg
gccctagagt
atctcttcct
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgbcctge
gcccteccag
cgagggccac
accaacctcet
c€cgggaggag
cagcgacatc
gcctocccgtg
gagcaggtgg
ccactacacg
agggcccegtt
tgtttgecece
ctaataaaat
tggggtgggyg
tgcggtggge
ccacgcgcce
cgctacactt

cacgttegeco

60

tgcaacgtga
gcacagggag
cggctatgca
geetectgece
gggcaggcac
geteagaccet
aaggccaaac
tccecaatectt
cccaggtaag
agccrgcatc
cagcacctga
cecctcatgat
accctgaggt
agccgcggga
accaggactg
ccceccatega
atggacagag
gtccctacag
atgaccaaga
gccecgtggagt
ctggactccg
cagcagggga
cagaagagcc
taaacccget
tccececogtge
gaggaaattg
caggacagca
tetatggett
tgtagcggceg
gccagogceece

ggcttteoee

atcacaagcc
ggagggtgte
gtcccagtee
gecccactca
aggctaggtyg
gccaagaqec
tctecactee
ctctetgeag
ccagececagyg
cagggacagg
actcctgggg
ctccecggace
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatggce
gaaaaccatc
gcecggetogg
ggcagceccg
accaggtcag
gggagagcaa
acggctectt
acgtcttcte
tctccectgte
gatcagcctce
ctteccttgac
catcgcattg
agggggagga
ctgaggcgga
cattaagecgc
tagcgoccge

gtcaagctet

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1280

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420



aaatcggggc
acttgattag
tttgacgttyg
caaccctate
gttaaaaaat
cagttagggt
tctcaattag
gcaaagcatg
gcecectaact
ttatgcagag
ttttggaggc
tgatcagcac
cgaaaagttc
tttecagcttc
tttctacaaa
agtgcttgac
gggtgtcacyg
ggaggccaty
cggaccgcaa
tcecececatgtg
ggctctegat
cgeggattte
ctggagcgag
geegtggttg
tgcaggatcg
gagcttggtt
cgtccgatcece
ctggaccgat
tccgagggca
aaggttgggc

tctcatgctg

atccctttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
tcggtectatt
gagctgattt
gtggaaagte
tcagcaacca
catctcaatt
ccgeecagtt
gccgaggocg
ctaggectttt
gtgatgaaaa
gacagcgtet
gatgtaggag
gatcgttaty
attggggaat
ttgcaagacc
gatgegatey
ggaatcggtce
tatcactggce
gagctgatge
ggctccaaca
gegatgitoy
gcttgtatgg
ccgoggctec
gacggcaatt
ggagccggga
ggctgtgtag
aaggaatagc
ttcggaatcg

gagttcttcg
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ggttccgatt
cacgtagtyg
tctttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
ccrcaggctee
ggtgtggaaa
agtcagcaac
ccgcccattc
cctctgcecte
gcaaaaagct
agcctgaact
ccgacctgat
ggcgtggata
tttatcggea
tcagegagag
tgcctgaaac
ctygecggcecga
aatacactac
aaactgtgat
tttgggeccga
atgtcctgac
gggattccca
agcagcagac
gggegtatac
tegatgatge
ctgtcgggceg
aagtactcgce
acgtgctacyg
ttttccggga

cccaccccaa

tagtgcttta
gccategece
tggactcttg
ataagggatt
taacgcgaat
ccaggeagqge
gtccccagge
catagtcceg
tcegeeccat
tgagctattc
cccgggaget
caccgcgacyg
gcagchtcteg
tgtcectgecgg
ctttgcatcg
cctgacctat
cgaactgecec
tcttagccag
atggegtgat
ggacgacacc
ggactgccce
ggacaatggc
atacgaggtc
gcgctactte
gctccgeatt
agcttgggeg
tacacaaatc
cgatagtgga
agatttcgat
cgceggetag

cttgtttatt

61

cggcacctcg
tgatagacgg
ttccaaacty
ttggggattt
taattctgtyg
agaagtatgce
tccecageag
cceetaacte
ggctgactaa
cagaagtagt
tgtatatcca
tctgtcgaga
gagggcgaag
gtaaatagct
gcegegetece
tgcatcteee
gctgttctge
acgagcgggt
ttecatatgeg
gtcagtgegt
gaagtccgge
cgcataacag
gccaacatct
gagcggagye
ggtcttgace
cagggtegat
gcccgceagaa
aaccgacgce
tccacegeeyg
atgatcctee

gcagettata

accccaaaaa
tttttegece
gaacaacact
cggectattyg
gaatgtgtgt
aaagcatgca
gcagaagtat
cgcccatcee
ttttttttat
gaggaggctt
tttteggate
agtttctgat
aatctcgtge
gcgccgatag
cgattccgga
gcecgtgcaca
aéccggtcgc
tcggeccatt
cgattgctga
cegtegegea
acctocgtgca
cggtcattga
tecttectggag
atccggaget
dactctatca
gcgacgeaat
gcgeggeogt
ccagcacteqg
cettetatga
agcgogggga

atggttacaa

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

1800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280



ataaagcaat
tggttigtcc
gagcttggeg
tecacacaac
ctaactcaca
ccagctgecat
tteegettee
agctcactca
catgtgagca
tttccatagg
gcgaaaccceg
ctcteectgtt
cgiggegett
caagctggge
ctatcgtcett
taacaggatt
taactacggc
cttcggaaaa
tttttttgtt
gatcttttct
catgagatta
atcaatctaa
ggcacctatce
gtagataact
agaccecacgc
gcgeagaagt
agctagagta
catcgtggtg
aaggcgagtt
gatcgttgte

faattctctt

agcatcacaa
aaactcatca
taatcatggt
atacgagecy
ttaattgegt
taatgaatcg
tcgeteacty
aaggcggtaa
adaggecagce
ctccgecece
acaggactat
ccgaccctyge
tctcaatget
tgtgtgcacg
gagtccaacc
agcagagcga
tacactagaa
agagttggta
tgcaagcagc
acggggtctg
tcaaaaagga
agtatatatg
tcagcgatcet
acgatacggg
tecacecggete
ggtcctgcaa
agtagttcge
tcacgctegt
acatgatcce
agaagtaagt

actgtcatgc
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atttcacaaa
atgtatctta
catagctgtt
gaagcataaa
tgecgetcact
gccaacgcege
actegetgey
tacggttate
adaaggccag
ctgacgagca
aaagatacca
cgcttacegg
cacgctgtag
aacceccocgt
cggtaagaca
ggtatgtagg
ggacagtatt
gctcttgatce
agattacgcg
acgctcagtg
tcttecaccta
agtaaactig
gtctattteg
agggcttacc
cagatttate
ctttatcege
cagttaatag
cgtttogtat
ccatgttctyg
tggccgecagt

catcecgtaag

taaagcattt
tcatgtctgt
tcectgtgtga
gtgtaaagec
gecegettte
ggggagaggc
cteggtegtt
cacagaatca
gaaccgtaaa
tcacaaaaat
ggegtttecce
atacctgtce
gtatctcagt
tcagcecgac
cgacttatcg
cggtgctaca
tggtatctgce
cggcaaacaa
cagaaaaaaa
gaacgaaaac
gatcctttta
gtctgacagt
ttcatccata
atctggeocecce
agecaataaac
ctccatecag
tttgcgcaac
ggcttcatte
caaaaaagcyg
gttatcactc

atgctittct

62

tttteactge
ataccgtcga
aattgttatc
tggggtgcet
cagtcgggaa
ggtttgegta
cggctgegge
ggggataacg
aaggcegegt
cgacgctcaa
cctggaaget
gcctttetee
tcggtgtagg
cgctgcgect
ccactggcag
gagttcttga
gctetactga
accaccgctg
ggatctcaaqg
tcacgttaag
aattaaaaat
taccaatgcet
gttgcctgac
agtgctgcaa
cagccagecyg
tctattaatt
gttgttgcca
agctccggtt
gttagctecct
atggttatgg

gtgactggtg

attctagttyg
cehetageta
cgctcacaat
aatgagtgag
acctgtegty
ttgggcgete
gageggtate
caggaaagaa
tgctggegtt
gtcagaggtg
ccctegtgeg
cttcgggaag
tegttegetce
tatccggtaa
cagccactgg
agtggtggee
agcecagttac
gtagcggtgg
aagatccttt
ggattttggt
gaadgttitaa
taatcagtga
teccegtegt
tgataccgcg
gaagggccga
gttgccggga
ttgctacagy
cccaacgatc
tcggtecctce
cagcactgca

agtactcaac

5340

5400

5460

5520

558¢C

5640

5700

5760

5820

3880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

€660

€720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140



caagtcattc
ggataatacc
gggdgcgaaaa
tgcacccaac
aggaaggcaa
actcttectt
catatttgaa

agtgccacct

<210>7

<211> 7561

<212> ADN

tgagaatagt
gcgecacata
ctctcaagga
tgatcttcag
aatgccgcaa
tttcaatatt
tgtatttaga

gacgtc

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Plasmido

<400> 7

gacggatcgg

ccgcatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
tggagttecy
cecegeccatt
attgacgtca
atcatatgcc
atgccecagta
tcgctattac
actcacgggg
aaaatcaacqg
gtaggcgtgt
ctgecttactg

ggtaccggat

gagatctccc
aagccagtat
ttaagctaca
gcgttttgeg
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggac
aagtacgcce
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggacttteca
acggtgggag
gcttatcgaa

ctcaccatgg

ES 2438495 T3

gtatgcggeg
gcagaacttt
tettaceget
catcttttac
aaaagggaat
attgaagcat

aaaataaaca

gatcccctat
ctgctcectg
acaaggcaag
ctgcttegeg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacy
tgggactttce
cggttttgge
ctccaccecea
aaatgtcgta
gtetatataa

attaatacga

agttggggct

accgagttgce
aaaagtgctc
gttgagatce
tttcaccagc
aagggcgaca
ttatcagggt

aataggggtt

ggtcgactct
cttgtgtgtt
gcttgaccga
atgtacgggce
ttacggggte
atggcccgee
ttcccatagt
aaactgccca
tcaatgacgyg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccgce
gcagagctect
ctcactatag

gagectgggtt
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tcttgeecegg
atcattggaa
agttcgatgt
gtttctgggt
cggaaatgtt
tattgtctca

ccgegeacat

cagtacaatc
ggaggtcget
caattgcatg
cagatatacg
attagttcat
tggctgacecg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggccc
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagtttg
cecattgacy
ctggctaact
ggagacccaa

ttcctcgityg

cgtcaatacg
aacgttctte
aacccactcg
gagcaaaaac
gaatactcat
tgagcggata

ttccccgaaa

tgctetgatyg
gagtagtgcg
aagaatctgce
cgttgacatt
agccecatata
cccaacgace
gggactttcc
catcaagtgt
gectggeatt
gtattagtca
tagcggtttg
ttttggecace
caaatgggcg
agagaaccca
gctggectaga

ctcttttaag

7200

7260

7320

7380

7440

7500

75860

7576

60

120

180

249

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

%60



aggtgtccag
gteccctgaga
ggtccgecag
taataaatac
gaacacgctg
tgcgagagga
agggaccacg
accctetage
cttececgaa
cttccegget
ctccageagce
caaggtggac
ccaggctecag
aggcaggcece
agagggtctt
caggecctge
aggaccctge
gacaccttet
cttgtgacaa
ccagctcaag
aggtgctgaca
gtettoctet
acatgcgtgg
gacggegtag
taccgtgtgg
aagtgcaagyg
aaaggtggga
tgcectgaga
ggtgtacacc
cctggtecaaa

ggagaacaac

tgtcaggagc
ctetectgtyg
gctecaggea
tatgcagact
tatctgcaaa
ggagtgggag
gtcaccgtct
aagagcacct
ceggtgacgg
gtcctacagt
ttgggcacce
aagagagttyg
cgctectgee
cgtetgecte
ctggettttt
acacaaagqgg
ccctgaceta
ctectcecag
aactcacaca
gcgggacagyg
cgtccacctc
tccecccaaa
togtggacgt
aggtgcataa
tcagcgtect
teteccaacaa
cccgtggggt
gtgaccgchtg
ctgcccccecat
ggcttctatc

tacaagacca
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agctyggtgga
cagcgtctgg
aggggctgga
cegtgaagyy
tgaacagcet
caacttacta
cctcageccte
ctgggggcac
tgtcgtggaa
cctecaggact
agacctacat
gtgagaggce
tggacgcatc
ttcacccgga
ccccaggekc
gcaggtgctg
agcceacceco
attccagtaa
tgcocacegt
tgccectagag
catctcttec
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtcetg
agccetecea
gcgagggceca
taccaacctce
cccgggagga
ccagcgacat

cgcctcocecgt

gtctggggga
attcacctte
gtgggtggea
cecgattecace
gagagccgag
ctactactac
caccaagggc
agcggecctg
ctecaggegee
ctactecccte
ctgcaacgtg
agcacaggga
ccggctatgce
ggcctetgece
tgggcaggca
ggctcagacc
aaaggccaaa
ctcccaatct
gcccaggtaa
tagcctgeat
tcagcacctg
acccteatga
gaccctgagyg
aagcecgcggg
caccaggact
geeecccatcy
catggacaga
tgtccctaca
gatgaccaag
cgccgtggag

gctggactecc

64

ggcgtyggtee
agtacctaty
gttacatggc
atctccagag
gacacggctyg
ggtatggacy
ccatcggtcet
ggctgectgg
ctgaccageg
agcagcgtgg
aatcacaagc
gggagggtygt
agtcccagtc
cgceccacte
caggctaggt
tgeccaagage
ctetecactce
tctectetgea
gccagcocag
ccagggacag
aactcctggg
tctcoccoceoggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
dagaaaaccat
ggcecggcetcoyg
gggcagccce
aaccaggtea
tgggagagca

gacggctect

agcetgggag
gcatgcacty
atgatggaag
acaactccaa
tgtattactyg
tetggggeoca
tcceecectggo
tcaaggacta
gcgtgcacac
tgaccgtgcce
ccagcaacac
ctgctggaag
cagggcagca
atgctcaggg
gcccctaacce
catatceggy
cctcageteg
gagcccaaat
gceltecgeecect
gcceccagecy
gggaccgtca
ccectgaggtce
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagece
gcceaccecete
gagaaccaca
gectgacctig
atgggcagcec

tecttectcta

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

14490

1300

1560

1620

1680

17440

1800

1860

1920

1980

2040

2100

21¢0

2220

2280

2340

24090

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820



tagcaagctc
gatgcatgag
atgactcgag
ttgccageca
teccecactgte
tictattectg
caggcatget
ctctaggggg
tacgcgcagce
cecttecttt
tttagggttc
tggttcacgt
cacgttcttt
ctattctttt
gatttaacaa
aagtccccag
aaccaggtgt
caattagtca
cagttccgee
ggccgectet
cttttgcaaa
gaaaaagcct
cgtectecgac
aggagggcgt
ttatgtttat
ggaattcage
agacctgcct
gatcgetgeg
cggtcaatac
ctggcaaact

gatgetttgg

accgtggaca
gctctgcaca
tetagaggge
tetgttgttt

ctttectaat

g9999tgggg
ggggatgcgg
tatcceccacg
gtgaccgcta
ctecgecacgt
cgatttagtg
agtgggccat
aatagtggac
gatttataag
aaatttaacyg
gctceecagg
ggaaagtccc
gcaaccatag
cattcteccge
geetectgage
aagctccogg
gaactcaccg
ctgatgcage
ggatatgtcc
cggeacitty
gagagcctga
gaaaccgaac
gccgatctta
actacatggc
gtgatggacg

gcegaggact
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agagcaggtyg
accactacac
ccgtttaaac
gceecetecec
aaaatgagga
tggggcagga
tgggectctat
cgccctgtag
cacttgccag
tegecggett
ctttacggca
cgccctgata
tecttgttcea
ggattttggg
cgaattaatt
caggcagaag
caggctcecec
tccegecect
cccatggetg
tattccagaa
gagcttgtat
cgacgtctgt
tecteggaggy
tgcgggtaaa
catcggeege
cctattgeat
tgecegetgt
gccagacgag
gtgatttcat
acaccgtcag

gccccgaagt

gcagcagggy
geagaagagce
ccgetgateca
cgtgecttcee
aattgcatcg
cagcaagggyg
ggcttctgayg
cggogcatta
cgccctagcg
tccececgtcaa
ccteogaccoe
gacggttttt
aactggaaca
gatttcggece
ctgtggaatyg
tatgcaaagc
agcaggcaga
aactccgccc
actaattttt
gtagtgagga
atccattttc
cgagaagttt
cgaagaatct
tagctgecgece
gctcecegatt
cteccocgeegt
tetgecagecg
cgggttcgge
atgcgegatt
tgcgtcecegte

ccggeaccte
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aacgtcttct
ctcteocecotgt
gccteogactyg
ttgaccctgg
cattgtctga
gaggattggg
gcggaaagaa
agcgeggegy
ccegaetectt
gctctazatc
aaaaaacttqg
cgccctitga
acactcaacc
tattggttaa
tgtgtcagtt
atgcatctca
agtatgcaaa
atcccgeeee
tttatttatg
ggctttbttg
ggatctgatc
ctgatcgaaa
cgtgctttca
gatggtttet
ccggaagtgc
gcacagggtg
gtegeggagg
ccattcggac
gctgatccec
gcgcaggcete

gtgcacgcgg

catgctcegt
ctcecgggtaa
tgccttctag
aaggtgccac
gtaggtgtca
aagacaatag
ccagctgggg
gtgtggtggt
tcgetitett
ggggcatccce
attagggtga
cgttggagtc
ctatcteggt
aaaatgaget
agggtgtygga
attagtecage
geatgcatct
taactecgee
cagaggccga
gaggcctagg
agcacgtgat
agttcgacag
gcttecgatgt
acaaagatcy
ttgacattgg
tcacgttgca
ccatggatgc
cgcaaggaat
atgtgtatca
tcgatgaget

atttcggcetce

2880

2940

3000

3060

312¢

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

384¢

3300

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680



caacaatgtce
gttcggggat
tatggagcag
gcteegggeg
caatttcgat
cgggactgte
tgtagaagta
atagcacgtyg
aatcgttttc
cttcgeccac
cacaaatttc
catcaatgta
atggtcatag
agccggaage
tgcgttygcge
aateggecaa
cactgactcg
ggtaatacgg
ccagcaaaaqg
ccececctgac
actataaaga
cctgecgcett
atgctcacge
gcacgaaccc
caacccggta
agcgaggtat
tagaaggaca
tggtagctct
gcagcagatt
gtctgacgect

aaggatctte

ctgacggaca
tcceaatacy
cagacycgct
tatatgctce
gatgcagctt
gggecgtacac
ctecgecgata
ctacgagatt
cgggacgcey
cccaactigt
acaaataaag
tcttatcaté
ctgtttcctg
ataaagtgta
tcactgeeeg
cgegcegggga
ctgegetegyg
ttateccacag
gccaggaacc
gagcatcaca
taccaggcgt
accggatacc
Lgtaggtatc
ccecgtteage
agacacgact
gtaggeggtyg
gtatttggta
tgateccggcea
acgcgcagaa
cagtggaacyg

acctagatcce
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atggccgeat
aggtcgeccaa
acttcgagey
gcattggtcet
gggcgcagygy
aaatcgeccyg
gtggaaaccg
tcgattccac
gctggatgat
ttattgcagc
cattttttte
tctgtatacc
tgtgaaattg
aagcctgggg
ctttecagte
gaggcggttt
tcgttegget
aatcagggga
gtaaaaaggc
aaaatcgacg
ttececcecctygy
tgiccgectt
tcagttcggt
ccgaccgcty
tategecact
ctacagagtt
tetgegetcet
aacaaaccac
aaaaaggatc
asaactcacq

ttttaaatta

aacagcggte
catcttottce
gaggcatccg
tgaccaactc
tecgatgegac
cagaagcgeg
acgccccage
cgccgectte
ccteccagege
ttataatggt
actgcattct
gtcgacctet
ttatccgete
tgcctaatga
gggaaacctyg
gcgtattggg
gcggegaged
Laacgcagga
cgegttgetg
ctcaagtcaqg
aagcteccete
fctcectteg
gtaggtcgtt
cgccttatee
ggcagcagee
cttgaagtgyg
gctgaageca
cgctggtage
tcaagaagat
ttaagggatt

aaaatgaagt
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attgactgga
tygaggooat
gagcttgcag
tatcagagct
gcaatcgtecc
geegtetygga
actcgtecga
tatgaaaggt
ggggatctca
tacaaataaa
agttgtggtt
agctagagct
acaattccac
gtgagctaac
tcgtgccage
cgetetteeg
gtatcagctce
aagaacatgt
gegtttttee
aggtggcgaa
gtgcgetetre
ggaagcgtag
cgeteccaagce
ggtaactatce
actggtaaca
tggcctaact
gttacctteg
ggtggttttt
ccrttgatcet
trggtcatga

tttaaatcaa

gcgaggcgat
ggttyggcltg
gatcgoeogcy
tggttgacgy
gatceggage
ccgatggety
gggcaaagga
tgggcttegyg
tgectggagtt
gcaatagcat
tgtccaaact
tggcgtaatc
acaacatacyg
fcacattaat
tgcattaatg
cttecteget
actcaaaggc
gagcaaaagyg
ataggctceg
acccgacagqg
ctgtteegac
cgctttectea
tgggctgtgt
gtcttgagtc
ggattagcag
acggctacac
gaaaaagagt
ttgtttgcaa
tttctacggg
gattatcaaa

tctaaagtat

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

54¢0

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

€000

6060

6120

180

6240

6300

6360

6420

6480

6540



<210>

atatgagtaa
gatctgtcta
acgggagggc
ggctccagat
tgcaacttta
ttcgeccagtt
ctegtegttt
atcccccatg
taagttggcce
catgccatcc
atagtgtatg
acatagcaga
aaggatctta
ttcagcatct
cgcaaaaaadg
atattattga
ttagaaaaat
c

8

<211> 6082

<212> ADN

acttggtctg
tttecgtteat
ttaccatctyg
ttatcagcaa
tcegecteea
aatagtttgc
ggtatggctt
ttgtgcaaaa
gcagtgttat
gtaagatgct
cggcgaccga
actttaaaag
ccgctgttga
Lttactttea
ggaataaggg
agcatttatc

daacaaatag

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>
<400>

Plasmido

8

Jacggategy
ccgcatagte
cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac

tggagttceg

gagatctcec
aagccagtat
ttaagctaca
gegttttgeg
tagttattaa

cgttacataa

ES 2438495 T3

acagttacca
ccatagttge
gcecccagtge
taaaccagcc
tccagtetat
gcaacgttgt
cattcagctc
aagcggttag
cactcatggt
tttetgtgac
gttgctcttg
tgetecateat
gatccagttc
ccagcgtttc
cgacacggaa
agggttattg

gggttecegeyg

gatcecctat
ctgctececetyg
acaaggcaag
ctgcttegeg
tagtaatcaa

cttacggtaa

atgcttaate
ctgactcecce
tgcaatgata
agccggaagg
taattgttgc
tgccattget
cggttcccaa
ctecectteggt
tatggcagca
tggtgagtac
cceggegtca
tggaaaacgt
gatgtaacce
tgggtgagca
atgttgaata
tctcatgagc

cacatttecce

ggtcgactct
cttgtgtgtt
gcttgaccga
atgtacgggc
ttacggggtc

atggcccgee

67

agtgaggcac
gtcgtgtaga
ccgcgagacce
gccgagcegcea
cgggaagceta
acaggcatcy
cgatcaaggc
cctecgateyg
ctgcataatt
tcaaccaagt
atacgggata
tettocgggge
actcgtgceac
aaaacaggaa
ctcatactct
ggatacatat

cgaaaaqgtge

cagtacaatc
ggaggtcget
caattgcatg
cagatatacg
attagttecat

tggctgaceg

ctatctcage
taactacgat
cacgctcace
gaagtggtce
gagtaagtag
tggtgtcacy
gagttacatg
ttgtcagaag
ctcttactgt
cattctgaga
ataccgcgcc
gaaaactctc
ccaactgate
ggcaaaatgc
tecetttttea
ttgaatgtat

cacctgacgt

tgctctgatg
gagtagtgeyg
aagaatctgce
cgttgacatt
agcecatata

cccaacgace

6€00

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7029

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7449

7500

7560

7561

60

120

180

240

300

360



cecgeccatt
attgacgtca
atcatatgcc
atgcccagta
tegectattac
actcacgggg
aaaatcaacg
gtaggecgtgt
ctgctracty
aagcttggat
cceagatace
aggagacaga
gtatcagcag
atcaggggtc
cagcagecty
attcactttc
ctteatette
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc
agtcacccat
ggaattcgeg
tgeccttctag
aaggtgccac
gtaggtgtca
aagacaatag
ccagetgggy
gtgtggtggt
tegetttett
ggggcatccc

attagggtga

gacgtcaata
atgggiggac
aagtacgccee
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactitcea
acggtgggag
gcttatcgaa
ctcaccatga
agatgtgaca
gtcaccatca
aaaacaggga
ccatctecggt
cagecctgaag
ggcecctggyga
cegecatetg
ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgctga
cagggcctga
gececgetegag
ttgccagceca
tcceackgte
tterattetg
caggcatgct
ctctaggggg
tacgcgeage
cccttecttt
tttagggtte

tggttcacgt
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atgacgtatyg
tatttacggt
¢cctattgacy
tgggactttc
cggttttgge
ctccaccceca
aaatgtcgta
gtectatataa
attaatacga
gggtecctge
tccagatgac
cttgccggge
aagttcectaa
tcagtggegg
atgttgcaac
ccaaagtgqga
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga
gctcgecoegt
tctagagggc
tctgttgttt
ctftcectaat
99999tgggyg

ggggatgcgg

tatcccecacyg
gtgaccgcta
ctegeccacgt
cgatttagtyg

agtgggeccat

ttccecatagt
aaactgccca
tcaatgacgy
ctacttggcea
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactcecge
gcagagctct
ctcactatag
tcagctecectg
ccagtctceca
gagtcagggc
gtteetgate
tggatctagg
ttattactgt
fatcaaacga
gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa
cacaaagagc
ccgtttaaac
gccccteace
aaaatgagga
tggggcagga
tgggctctat
cgccctgtag
cacttgccag
tcgeceggett
ctttacggca

cgccctgata

68

aacgccaata
cttggcagta
taaatggcce
gtacatctac
tgggegtgga
tgggagtttg
cccattgacy
ctggctaact
ggagacccaa
ggactcctge
tceteccectgtl
attagcaatt
tatgaagcat
acagatttca
caaaattata
actgtggctg
actgctageg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct
ttcaacaggg
ccgectgatca
cgtgccttcc
aattgcatcyg
cagcaagggg
ggcttctgag
cggcgratta
cgecctageyg
tcecegtcaa
cctecgaccce

gacggttttt

gggactttec
catcaagtgt
gectggeatt
gtattagtea
tagcggtttg
ttttggcacc
caaatgggeg
agagaacceca
gctggctaga
tgctetgget
ctgcatctgt
atttagcctg
ccactttgca
ctctcaccat
acagtgccce
caccctetgt
ttgtgtgecct
acgcecctcca
cctacagcct
acgcctgega
gagagtgtta
gcctogactg
ttgaccctgg
cattgtcetga
gaggattggg
gcggaaagaa
agcgceggcgg
ceegetectt
gctctaaatce
aaaaaacttg

cgcectttga

420

480

240

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

12€0

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

18¢0

1520

1980

2040

2100

2160

2220



cgttggagtc
ctatctcggt
aaaatgaget
agggtgtgga
attagtecage
gecatgcatct
taactcegee
cagaggccga
gaggcctagg
aagagacagg
cggeegetty
ctgatgcege
acctgtecgg
cgacgggegt
tgctattggg
aagtatccat
cattcgacca
ttgtcgatca
ccaggctcaa
gcttgecegaa
tgggtgtgge
ttggcggcga
agegeatege
aatgaccgac
ctatgaaagg
cggggatcte
ttacaaataa
tagttgtggt
tagctagagce
cacaattcca

agtgagctaa

cacgttcttt
ctattcttet
gatttaacaa
aagtceccag
aaccaggtat
caattagtca
cagtteegee
ggcegectet
cttttgcaaa
atgaggatcg
ggtggagagy
cgtgttecgg
tgcectgaat
tcettgcgea
cgaagtgccg
catggectgat
ccaagegaaa
ggatgatctg
ggcgcgcatg
tatcatggtyg
ggaccgctat
atgggctgac
cttctatcge
caagcgacge
ttgggctteg
atgctggagt
agcaatagca
ttgtccaaac
ttggcgtaat
cacaacatac

ctcacattaa
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aatagtggac
gatttataag
aaatttaacy
gctececagq
ggaaagtcce
graaccatag
cattctecge
gecoctetgagce
aagctcccgg
tttcgcatga
ctattcegget
ctgtcagcge
gaactgcagg
gctgtgctcg
gggcaggatc
gcaatgcggce
catcgcateg
gacgaagagc
cccgacggeg
gaaaatggcec
caggacatag
cgcttecteg
cttcttgacg
ccaacetgee
gaatcgtttt
tcttegeccea
tcacaaattt
tcatcaatgt
catggtcata
gagccggaag

trgegttgeg

tcttgttcea
ggattttagg
cgaattaatt
caggcagaay
caggectocee
tcecegeccect
cccatggerg
tattccagaa
gagcttgtat
ttgaacaaga
atgactgggc
aggggegecec
acgaggcage

acgttgtcac

tcctgtcatce.

ggctgcatcac
agcgagcacg
atcaggggcﬁ
aggatctcgt
gcttttetgy
cgttggctac
tgctttacgg
agttcttctyg
atcacgagat
ccgggacgcee
ccccaacttyg
cacaaataaa
atcttatcat
gctgtttect
cataaagtgt

ctcactgcecece

69

aactggaaca
gatttcggcce
ctgtggaaty
tatgcaaaqgce
agcaggcaga
aactcecgeece
actaattttt
gtagtgagga
atccatttte
tggattgcac
acaacagaca
ggttcttttt
gcggctateg
tgaagcggga
tcaccttgct
gcttgatceeqg
tactcggatyg
cgcgeceagec
cgtgacccat
attcatcgac
ccgtgatatt
tatcgeeget
agcgggactce
ttcgatteea
ggctggatga
tttattgcag
geattttite
gtctgtatac
gtgtgaaatt
aaagcctggyg

gctttccagt

acactcaacc
tattggttaa
tgtgtcagtt
atgcatctea
agtatgcaaa
atcecegeeccee
tttatttatg
ggctttitty
ggatctgatc
gcaggttctc
atcggctget
gtcaagaccyg
tggctggeca
agggactggc
cctgecgaga
gctacctgee
gaagceggte
gaactgtteg
ggcgatgect
tgtggecgyc
gctgaagagc
cocegattege
tggggttega
ccgocgeott
tcetecagey
cttataatgyg
cactgeatte
cgtcgaccte
gttatccget
gtgcctaaty

cgggaaacct

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

27¢0

2820

2880

2540

3000

30€0

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

358€0

3960

4020

4080



gtcgtgeccag
gegetcettcee
ggtatcagect
aaagaacatg
ggcgtttttc
gaggtggcga
cgtgcgetet
gggaagcgtg
tegetecaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggcctaac
agttaccttec
cggtggtttt
tcectttgatc
tttggteaty
ttttaaatca
cagtgaggca
cgtcgtgtag
accgcgagac
ggccgagcege
ccgggaagct
tacaggcatc
acgatcaagyg
tectecgate
actgcataat
ctcaaccaag
aatacgggat
ttecttcgggg
cactcgtgca

aaaaacagga

ctgcattaat
gcttecectege
cactcaaagg
tgagcaaaag
cataggctcc
aacccgacag
cctgttccga
gegetttete
ctgggetgtyg
cgtcttgagt
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagag
tttgtttgca
ttitctacygg
agattatcaa
atctaaagta
cctatecteayg
ataactacga
ccacgctcac
agaagtggtc
agagtaagta
gtggtgtcac
cgagttacat
gttgtcagaa
tctcttactg
tcattctgag
aataccgege
cgaaaactct
cccaactgat

aggcaaaatg

ES 2438495 T3

gaatcggcca
tcactgactc
cggtaatacyg
geceagcaaaa
gccccectga
gactataaag
ccctgecocget
aatgecteacg
tgcacgaacc
ccaacccggt
gagecgaggta
ctagaaggac
ttggtagectc
agcagcagat
ggtctgacgc
aaaggatctt
tatatgagta
cgatctgtet
tacgggaggyg
cggcteccaga
ctgcaacttt
gttcgccagt
gctcgtegtt
gatcccecat
gtaagttggce
tcatgecate
aatagtgtat
cacatagcag
caaggatctt
cttecageatc

CCgCaaadasa

acgcgcegggd
gectgegeteg
gttatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggcyg
taccggatac
ctgtaggtat
ccecgttcag
aagacacgac
tgtaggcggt
agtatttggt
ttgatccgge
tacgegcaga
tcagtggaac
cacctagatc
aacttggtcet
atttegttca
cttaccatct
tttatcagca
atccgoctec
taatagtttyg
tggtatggct
gttgtgcaaa
cgcagtgtta
cgtaagatyge
gcggecgaceg
aactttaaaa
accgctgttg
ttitactttc

gggaataagg

70

agaggcggtt
gtegttegace
gaatcaggyy
cgtaaaaagq
aaaaatcgac
tttcccectyg
ctgtccgect
ctcagttcygg
cccgaccgcet
ttatcgccac
gctacagagt
atctgegete
aaacaaacca
aaaaaaggat
gaaaactcac
cttttaaatt
gacagttacc
tccatagttyg
ggececagoyg
ataaaccagc
atccagtcta
cgcaacattyg
tcattcagct
aaagcggtta
tcactcatgg
ttttctgtga
agttgctett
gtgctcatca
agatccagtt
accagcgttt

gcgacacgga

tgegtattgy
tgcggcgagce
ataacgcaqgqg
ccgcgttget
gctcaagtca
gaagctcecet
ttctecette
tgtaggtcgt
gcgccttatc
tggcagcage
tcttgaagty
tgctgaagece
ccgctggtag
ctcaagaaga
gttaagggat
aaaaatgaaq
aatgcttaat
cctgactcce
ctgcaatgat
cagccggaag
ttaattgttg
ttgccattygc
ccggttceca
getectteyy
ttatggcage
ctggtgagta
geceggegtc
ttggaaaacy
cgatgtaacc
ctgggtgage

aatgttgaat

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

57073

5760

5820

5880

5940



<210>
<211>
<212>
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actcatactc ttecctttttc aatattattyg asagcatttat cagggttatt gtctcatgag

cggatacata tttgaatgta tttagaaaaa taaacaaata ggggttccgc gcacatttec

ccgaaaagtg ccacctgacg te

9
6082
ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>
<400>

Plasmido

9

gacggatcgg
ccgeatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
tggagttccg
cccgeccatt
attgacgtca
atcatatgcce
atgcccagta
tcgetattac
actcacgggg
aaaatcaacg
gtaggegtgt
ctgcttactg
aagcttggat
cccaggtgec
aggagacaga
gtttcagcag
aagtggggtce

cagcagcctg

gagatctcecc
aagccagtat
ttaagctaca
gegttttgeg
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggac
aagtacgccc
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactttcca
acggtgggag
gcttatcgaa
ctcaccatga
agatgtgaca
gtcaccatca
aaacecaggga
ccatcaaagt

cagcctgaag

gatceccctat
ctgctecectg
acaaggcaag
ctgcttegeg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacagt
cctattgacg
tgggactttc
cggttttgge
ctccacccca
aaatgtcgta
gtctatataa
attaatacga
gggtceccecege
tccagatgac
cttgtegygge
aagcccctaa
tcagcggcag

attttgcaac

ggtcgactct
cttgtgtgtt
gcttgaccga
atgtacgggce
ttacggggtc
atggcccgec
ttccecatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccgc
gcagagectct
ctcactatag
tcagctectg
ccagtctcca
gagtcagggce
gtcccttatce
tggatctggyg

ttattactge

71

cagtacaatc
ggaggtcgct
caattgcatg
cagatatacg
attagttcat
tggctgaccg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggccc
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagtttg
cccattgacg
ctggctaact
ggagacccaa
gggctectge
tccteactgt
attaccaatt
tatgctgcat
acagatttca

caacagtata

tgctetgaty
gagtagtgcg
aagaatctgce
cgttgacatt
agcccatata
cccaacgacce
gggactttce
catcaagtgt
gcctggeatt
gtattagtca
tagcggtttg
ttttggcacc
caaatgggcy
agagaaccca
gctggctaga
tgctctgttt
ctgecatctgt
atttagecty
ccagtttgca
gtctcaccat

atagttaccc

6000

6060

0082

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



gatcacctte
cticatcttc
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcace
agtcacccat
ggaattcgceg
tgecttetag
aaggtgccac
gtaggtgtca
aagacaatag
ccagetgggyg
gtgtggtggt
tegetttett
gyggcatcee
attagggtga
cgttggagte
ctatcteggt
aaaatgagcet
agggtgtgga
attagtcage
gcatgcatet
taactccgee
cagaggccga
gaggcetagyg
aagagacaqgqg
cggecgettyg
ctgatgcecge
acctgtcegyg
cgacgggegt

tgctattggy

ggccaaggga
ccgccatectyg
ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgectga
cagggcctga
gececgetegay
ttgccageca
teccactgte
ttctattety
caggcatgct
ctectaggggy
tacgcgcagce
ccecttecttt
tttagggttc
tggttcacgt
cacgttettt
ctattctttt
gatttaacaa
aagtccccag
aaccaggtgt
caattagtca
cagttcegec
ggccgectct
cttttgcaaa
atgaggatcg
ggtggagagg
cgtgttcegyg
tgcectgaat
tccttgegea

cgaagtgccg
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cacgactgga
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga
gctegeeegt
tctagaggge
tetgttgttt
ctttectaat
99999tgggg
ggggatgcgg
tatccecacy
gtgaccgcta
ctcgecacgt
cgatttagtyg
agtgggecat
aatagtggac
gatttataag
aaatttaacyg
gctceccagg
ggaaagtccce
gcaaccataqg
cattctocge
gcctetgage
aagcteecgg
tttcgecatga
ctattcgget
ctgtcagcgce
gaactgcaqgy
gctgtgctcg

gggcaggatc

gattaaacga
gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacage
ctacgagaaa
cacaaagagc
ccgtttaaac
goceceetecce
aaaatgagga
tggggcagga
tgggctctat
cgccctgtag
cacttgccag
tcgececggett
ctttacggea
cgecetgata
tettgtteca
ggatttiggg
cgaattaatt
caggcagaag
caggcteece
tceogeccecet
cceatggetyg
tattccagaa
gagcttgtat
ttgaacaaga
atgactgggce
aggggegecec
acgaggcagc
acgttgtcac

tcctgtecatce

72

actgtggctg
actgctagcyg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct
ttcaacaggg
ccgctgatea
cgtgccttec
aattgecateg
cagcaagggyg
ggcttctgag
cggcgcatta
cgccctagcyg
tceccegtcaa
cctegaceee
gacggttttt
aactggaaca
gatttcggcc
ctgtggaatg
tatgcaaagc
agcaggcaga
aactcegeec
actaattttt
gtagtgagga
atcecatttte
tggattgeac
acaacagaca
ggttctbttt
gcggctateyg
tgaagcggga

tcaccttgct

caccatctgt
ttgtgtgcct
acgcccteca
cctacagect
acgcctgcga
gagagtgtta
gcctegactg
ttgaccectgg
cattgtctga
gaggattggqg
gcggaaagaa
dgcgcggcgyg
ccecgetectt
gctctaaatc
@aaaaacttyg
cgecetttga
acactcaacc
tattggttaa
tgtgtcagtt
atgcatctca
agtatgcaaa
atccegeccee
tttatttatyg
ggectttttty
ggatctgatec
gcaggttete
atcggectget
gtcaagaccg
tggctggc;a
agggactggc

Cctgccgaga

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

2940

3000

3060

3120



aagtatccat
cattcgacca
ttgtcgatca
ccaggctcaa
gcttgecgaa
tgggtgtgge
ttggcyggega
agcgcatcge
aatgaccgac
ctatgaaagg
cggggatctc
ttacaaataa
tagttgtggt
tagctagage
cacaattcca
agtgagctaa
gtegtgecag
gegetettee
ggtatcagct
aaagaacatg
ggcgtttttce
gaggtggcga
cgtgegetet
gggaagcgtyg
tcgetecaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggectaac
agttacctte
cggtggtttt

tcetttgate

catggctgat
ccaagcgaaa
ggatgatctyg
ggcgegeaty
tatcatggtyg
ggaccgctat
atgggctgac
cttetatege
caagcgacgce
ttgggctticg
atgctggagi
agcaatagca
ttgtccaaac
ttggcgtaat
cacaacatac
ctcacattaa
ctgcattaat
gcticetege
cactcaaagy
tgagcaaaag
cataggctec
aacccgacag
cectgttecga
gecgetttcecte
ctgggetgtyg
cgtcttgagt
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagaqg
tttgtttgca

ttitctacgy
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gcaatgcggce
catcgeateg
gacgaagagc
cccgacgygceg
gaaaatggcce
caggacatag
cgetteeteg
cttettgacg
ccaacctgcc
gaatcgtttt
tcttegecca
tcacaaattt
tcatcaatgt
catggtcata
gagecggaay
ttgcgttgeg
gaatecggcecea
tcactgactc
cggtaatacy
gccagcaaaa
gececectga
gactataaag
ccetgeeget
aatgctcacy
tgcacgaacce
ccaacceggt
gagcgaggta
ctagaaggac
ttggtagctc
agcagcagat

ggtctgacge

ggctgcatac
agcgagcacg
atcaggggcet
aggatctegt
gecttttetgg
cgttggetac
tgctttacgg
agttcttctg
atcacgagat
cegggacgec
ccccaacttg
cacaaataaa
atcttatcat
getgtttect
cataaagtgt
ctecactgeeco
acgcgcgggy
gctgegeoteg
gttatccaca
ggccaggaac
cgageatceac
ataccaggcg
taccggatac
ctgtaggtat
ceccgtteay
aagacacgac
tgtaggcggt
agtatttggt
ttgatccgge
ftacgcgcaga

tcagtggaac
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gcttgatecyg
tactcggatg
cgcgccagco
cgtgacccat
attcatcgac
ccgtgatatt
tategececget
agcgggactco
ttcgattcca
ggctggatga
tttattgcag
gecattttttt
gtctgtatac
gtgtgaaatt
aaagcctggg
gcttteocagt
agaggeggtt
gtcgttcgge
gaatcagggg
cgtaaaaagyg
aaaaatcgac
tttececeectyg
ctgtecogect
ctcagttcgg
ceegaceget
ttatcgecac
gctacagagt
atctgcgctc
aaacaaacca
aaaaaaggat

gaaaactcac

gctacctgce
gazagceggte
gaactgttcg
ggcgatgect
tgtggccgyge
gctgaagage
ccegattege
tggggtticga
ccgececgectt
tectecagey
cttataatgg
cactgcattc
cgtecgacctce
gttatccgcet
gtgcétaatg
cgggaaacct
tgcgtattog
tgcggcgage
ataacgcagg
cegegttget
gctcaagtca
gaagctcect
ttctecectte
tgtaggtcgt
gegecttate
tggcagcagce
tcttgaagtyg
tgctgaagcc
ccgetggtag
ctcaagaaga

gttaagggat

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

39¢0

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

44440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980



<210>
<211>
<212>

tttggtcatg
ttttaaatca
cagtgaggca
cgtegtgtag
accgcgagac
ggccgagege
ccgggaagcet
tacaggcatc
acgatcaagg
tectecgate
actgcataat
ctcaaccaag
aatacgggat
ttcttcgggg
cactcgtgca
aaaaacagga
actcatactc
cggatacata
ccgaaaagtyg
10

6082
ADN

agattatcaa
atctaaagta
cctatctcag
ataactacga
ccacgctcac
agaagtggtc
agagtaagta
gtggtgtcac
cgagttacat
gttgtcagaa
tctcttactg
tcattctgag
aataccgcgco
cgaaaactct
cccaactgat
aggcaaaatg
ttecttttte
tttgaatgta

ccacctgacy

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>
<400>

Plasmido

10

gacggatcgg gagatctcce

cecgecatagtt aagccagtat

cgagcaaaat ttaagctaca

ttagggttag gegttttgey

gattattgac tagttattaa

ES 2438495 T3

aaaggatctt
tatatgagta
cgatctgtct
tacgggaggg
cggctccaga
ctgcaacttt
gttecgecagt
gectegtegtt
gatcccceat
gtaagttggce
tcatgccatc
aatagtgtat
cacatagcag
caaggatctt
cttcagcatc
ccgcaaaaaa
aatattattg
tttagaaaaa

te

gatccecctat
ctgcteectg
acaaggcaag
ctgettegey

tagtaatcaa

cacctagate
aacttggtct
atttecgttca
cttaccatct
tttatcagca
atccgectece
taatagtttg
tggtatggcect
gttgtgcaaa
cgcagtgtta
cgtaagatgc
gcggcgaceg
aactttaaaa
accgctgttg
ttitacttte

gggaataagqg

aagcatttat

taaacaaata

ggtcgactet
cttgtgtgtt
gcttgacega
atgtacgyge

ttacggggtc
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cttttaaatt
gacagttacec
tccatagttg
ggccccagtg
ataaaccagc
atccagtcta
cgcaacgttyg
tcattcaget
aaagcggtta
tcactcatgy
ttttctgtga
agttgctctt
gtgctcatca
agatccagtt
accagcgttt
gcgacacgga
cagggttatt

ggggtteege

cagtacaatc
ggaggteget
caattgecatyg
cagatatacg

attagttcat

aaaaatgaag
aatgcttaat
cctgactccece
ctgcaatgat
cagccggaag
ttaattgttg
ttgccattgc
ccggttecca
gctecttegg
ttatggcagce
ctggtgagta
gceceggegte
ttggaaaacg
cgatgtaacc
ctgggtgage
aatgttgaat
gtctcatgag

gcacatttec

tgctctgatg
gagtagtgcyg
aagaatctge
cgttgacatt

agceccatata

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

G082

60

120

18¢

240

300



tggagttceg
ccegecceatt
attgacgtca
atcatatgce
atgcccagta
tcgectattac
actcacgggg
aaaatcaacg
gtaggcgtgt
ctgcttactg
aagcttggat
cccaggtgece
aggagacaga
gtttcagcag
aagtggggte
cagcagcecta
gctcacttte
cttcatette
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc
agtcacccat
ggaattcygcg
tgcettetag
aaggtgecac
gtaggtgteca
aagacaatag
ccagetgggg
gtgtggtggt
tegetttett

ggggcatcce

cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggac
aagtacgecec
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactttcca
acggtgggag
gcttatcgaa
ctcaccatga
agatgtgaca
gtcaccatca
aaaccaggga
ccatcaaagt
cageetgaag
ggcggaggga
cegecatctg
ttctatcceca
Lceccaggaga
ctgacgctga
cagggoctga
gccgoctcgayg
ttgcecageea
tceccactgte
ttectattetg
caggcatgct
ctetaggggg
tacgcgcagce
cecettecttt

tttagggttc
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cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacy
tgggactttc
cggtttiggce
ctccacceca
aaatgtegta
gtctatataa
attaatacga
gggtccectge
tccagatgac
cttgtcgggce
aagcccctaa
tcageggcay
attttgcaac
ccaaggtgga
atgagcagte
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga
gctegeecygt
tctagagggce
tetgttgttt
ctttectaat
gggggtggyy
ggggatgcgg
tatcceccacy
gtgaccgcta
ctcgccacgt

cgatttagtg

atggeeegec
ttceccatagt
aaactgecca
tcaatgacgg
ctacttggea
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccge
gcagagctct
ctcactatag
tcagctcectg
ccagtctcca
gagtcaggge
gtccctgatce
tggatctyygy
ttattactge
gatcaaacga
gaaatctgga
agtacagtqgqg
gcaggaceagc
ctacgagaaa
cacaaagagc
ccgtttaaac
geaccteacee
aaaatgagga
tggggcagga
tgggctectat
cgecctgtag
cacttgccag
tcgeccggett

ctttacggca
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tggctgaccg
aacgecaata
cttggcagta
taaatggcce
gtacatctac
tgggecgtgga
tgggagtttg
ceccattgacy
ctggctaact
ggagacccaa
gggecicctge
tcectecactgt
attagccatt
tatgctgecat
acagatttca
caacagtata
actgtggetyg
actgctageqg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct
ticaacaggyg
ccgctgatca
cgtgecttee
aattgcatcg
cagcaagggg
ggcttctgag
cggcgeatta
cgccctageg
tceccecgtcaa

cectcgaccce

cccaacgacc
gggactttec
catcaagtigt
gecotggeatt
gtattagtca
tagcggtttyg
ttttggcacc
caaatgggeg
agagaaccca
gctggctaga
tgctetgttt
ctgecatctgt
atttagcetg
ccagtttgca
ctctcaccat
atagtttece
caccatctgt
ttgtgtgect
acgcccteca
ccltacagcecct
acgcctgcga
gagagtgtta
gcctecgactyg
ttgacecetyg
cattgtctga
gaggattggyg
gcggaaagaa
agcgcggegg
ccegeteett
gctctaaatc

aaazaacttg

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

174Q

1800

1860

1920

19860

2040

2100

2160



attagggiga
cgttggagte
ctatctcggt
aaaatgaget
agggtgtgga
attagtcagc
gcatgecatct
taactecegee
cagaggccga
gaggcctagg
aagagacagqg
cggcegettg
ctgatgccge
acctgtcecgg
cgacgggegt
tgetattggy
aagtatccat
cattcgacca
ttgtcgatca
ccaggctcaa
gcttgcégaa
tgggtgtgge
ttggeggega
agcgcatcge
aatgaccgac
ctatgaaagqg
cggggatcte
ttacaaataa
tagttgtggt
tagctagagc

cacaattcca

tggttcacgt
cacgticttt
ctattctttt
gatttaacaa
aagtcecccag
aaccaggtgt
caattagteca
cagttcegec
ggccgectet
cttitgcaaa
atgaggatcg
ggtggagagy
cgtgttccgg
tgcectgaat
teettygegea
cgaagtgceg
catggctgat
ccaagcgaaa
ggatgatctg
ggcgcegeatg
tatcatggtg
ggaccgctat
atgggctgac
cttctatcge
caagogacgco
ttgggeticyg
atgctggagt
agcaatagea
ttgtccaaac
ttggcgtaat

cacaacatac
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agtgggccat
aatagtggac
gatttataag
aaatttaacy
gctccocccagg
ggaaagtece
gcaaccatag
cattcteege
gcctctgagc
aagcteecgg
tttcgecatga
ctattecgget
ctgtcagcge
gaactgcagq
gectgtgecteg
gggcaggatc
gcaatgegge
catcgcatcg
gacgaagagc
cccgacggcy
gaaaatggce
caggacatag
cgcttcctcg
cttcttgacy
ccaacctgeo
gaatcgtttt
tcttcgececa
tcacaaattt
tcatcaatgt
catggtcata

gagccggaag

cgccctgata
tettgttceca
ggattttygy
cgaattaatt
caggcagaag
caggcteecee
tececegecect
cccatggetg
tattccagaa
gagcttgtat
ttgaacaaga
atgactgggc
aggggcgcecc
acgaggcage
acgttgtcac
tcoctgteatce
ggctgcatac
agcgagcacg
atcagggaoct
aggatctcgt
gettttctygg
cgttggetac
tgctttacgg
agttcttetyg
atcacgagat
©Cgggacgcc
cceccaacttg
cacaaataaa
atcttatcat
gctgtttect

cataaagtgt
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gacggttttt
aactggaaca
gatttcggce
ctgtggaatyg
tatgcaaage
agcaggcaga
aactccgeec
actaattttt
gtagtgagga
atccatttte
tggattgcac
acaacagaca
ggttcttttt
geggctateyg
tgaagcggga
tcaccttgcect
gcttgatecy
tactcggatg
cgcgccagec
cgtgacccat
attcatcgac
cegrgatatt
tatcgcocget
agcgggacte
ttcgattecca
ggctggatga
tttattgcag
gecattbtttt
gtctgtatacg
gtgtgaaatt

aaagcctggg

cgecctttga
acactcaacc
tattggttaa
tgtagtcagtt
atgcatctca
agtatgcaaa
ateccegeece
tttatttatg
ggcttttttg
ggatctgatc
gcaggttcte
atcggctgct
gtcaagaccyg
tggctggeca
agggactygygc
cctgecgaga
gctacctgcee
gaageceggte
gaactgttcg
ggcgatgcect
tgtggccecgge
gctgaagagc
ccagattege
tggggttega
ccgecegectt
tecectecageg
cttataatgqg
cactgcattec
cgtecgaccte
gttatccget

gtgectaatyg

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

354G

3600

366G

3720

3780

3840

3200

3260

4020



agtgagctaa
gtcgtgccag
gegetecttce
ggtatcagct
adaagaacatg
ggcgttttte
gaggtggcga
cgtgegetcet
gggaagcgtg
tcgctccaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggecctaac
agttacctte
cggtggtttt
tectttgatce
tttggtecaty
ttttaaatca
cagtgaggca
cgtcgtgtag
accgcgagac
ggccgagoege
ccgggaagcet
tacaggcatc
acgatcaagy
tcetecgate
actgcataat
ctcaaccaag
aatacgggat
ttecttcgggg

cactcgtgca

ctcacattaa
ctgcattaat
gcttectege
cactcaaagg
tgagcaaaag
cataggctcc
aaccegacag
cctgttecga
gecgectttete
ctgggctgty
cgtcttgagt
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagaqg
tttgtttgca
ttttctacqgyg
agattatcaa
atctaaagta
cctateteag
ataactacga
ccacgctcac
agaagtggtc
agagtaagta
gtggtgtcac
cgagttacat
gttgtcagaa
tctcttactg
tcattctgag
aataccgegce
cgaaaactct

cccaactgat
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ttgcgtigeg
gaatcggeca
tcactgactc
cggtaatacg
gccagcaaaa
gcceccctga
gactataaag
cocetgecget
aatgctcacg
tgcacgaacc
ccaacccogt
gagcgaggta
ctagaaggac
ttggtagcte
agcagcagat
ggtctgacge
aaaggatett
tatatgagta
cgatctgtet
tacgggaggg
cggctccaga
ctgcaacttt
gttecgeccagt
gctegteogtt
gatcecccat
gtaagttgge
tcatgccatc
aatagtgtat
cacatagcag
caaggatctt

cttcagcatc

ctcactgcce
acgecgegygygg
getgegeteg
gttatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggeg
taccggatac
ctgtaggtat
cccecgttcag
aagacacgac
tgteggcggt
agtattiggt
ttgatccgge
tacgcycaga
tcagtggaac
cacctagatc
aacttggtet
atttcgtteca
cttaccatct
tttatcagca
atccgectee
taatagtittg
tggtatggct
gttgtgcaaa
cgcagtgtta
cgtaagatgce
gcggcgacecy
aactttazaa
accgetgttyg

ttttactttc

77

gctttccagt
agaggcggtt
gtcgttegge
gaatcagggg
cgtaaaaagg
aaaaatcgac
ttteececcty
ctgtecegect
ctcagttcgg
cccgaccget
ttatcgecac
gctacagagt
atctgcgctc
aaacaaacca
daaaaaaggat
gaaaactcac
cttttaaatt
gacagttace
tccatagttg
ggccccactyg
ataaaccagc
atccagtcta
cgcaacgttg
tcattcaget
aaagcggtta
tcactcatgg
ttttctgtga
agttgctett
gtgctcatca
agatccagtt

accagcgttt

cgggaaacct
tgcgtattgg
tgcggcgage
ataacgcagg
cocgegttyget
gctcaagtca
gaagctcect
ttcteectte
tgtaggtcgt
gcgccttate
tLggcagcagc
tcttgaagtyg
tgctgaagce
ccgelggtag
cicaagaaga
gttaagggat
aaaaatgaag
aatgettaat
cctgactecece
ctgcaatgat
cagccggaag
ttaattgtig
ttgccattge
ceggttceca
gctccttogg
ttatggcage
ctggtgagta
gceceggegte
ttggaaaacy

cgatgtaacc

ctgggtgagc

4080C

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4360

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

3220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880



<210> 11

aaaaacagga
actcatactc
cggatacata

ccgaaaagtg

<211> 6085

<212> ADN

aggcaaaatg
tteccttitte
tttgaatgta

ccacctgacg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Plasmido

<400> 11
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ccgcaaaaaa gggaataagg gagacacgga aatgttgaat

aatattatty aagcatttat cagggttatt gtctcatgag

tttagaaaaa taaacaaata ggggttccge gcacatttcce

tc

gacggatcgy
ccgecatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
tggagttccg
ccegeccatt
attgacgtca
atcatatgcc
atgcccagta
tcgectattac
actcacgggg
daaatcaacg
gtaggegtgt
ctgcttactyg
aagcttggat
cccagatacce
aggggaaaga
gtaccaacag

cactggtatc

gagatctcec
aagccagtat
ttaagctaca
gegttttgeg
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggac
aagtacgccc
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactttcca
acggrgggag
gcttatcgaa
ctcaccatga
actggaggaa
gccaccctct
aaacctggcc

ccagceaggt

gatcccetat
ctgctececetyg
acaaggcaag
ctgcttecgeg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggactttc
cggtittgge
cteccacccca
aaatgtcgta
gtctatataa
attaatacga
gggtceceecge
tagtgatgac
cctgcaggac
aggctcccag

tcagtggcag

ggtcgactct
cttgtgtgtt
gcttgaccga
atgtacggge
ttacggggtc
atggcccgec
ttcccatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactecgce
gcagagcktct
ctcactatag
tcagcttctc
gcagtctcca
cagtcagagt
gctccteatce

tgggtetggg

78

cagtacaatc
ggaggtcget
caattgcatg
cagatatacg
attagttcat
tggctgacey
aacgccaata
cttggcagta
taaatggccc
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagttty
ccecattgacg
ctggctaact
ggagacccaa
ttccttcectge
gccaccctgt
attggctgga
tatggtgcat

acagagttca

tgctctgatg
gagtagtgeg
aagaatctgce
cgttgacatt
agcececatata
cccaacgace
gggactttce
catcaagtgt
gcctggeatt
gtattagtca
tagcggtttg
ttttggcacc
caaatgggcg
agagaaccca
gctggctaga
tactctggct
ctgtgtctce
acttagcctg
cttccaggac

ctctcaccat

5940

6000

6060

6082

60

120

180

240

300

3el

420

480

540

600

660

720

780

240

500

960

1020

1080

1140

1200



cagcageety
catgtgcagt
tgtcttcate
cctgetgaat
ccaatcgggt
ccteageage
cgaagtcacec
ttaggaattc
ctgtgcectte
tggaaggtgc
tgagtaggtg
gggaagacaa
gaaccagctg
cgggtgtgygt
ctttegettt
atcggggcat
ttgattaggyg
tgacgttgga
accctatctc
taaaaaatga
gttagggtgt
tcaattagtc
aaagcatgca
cccetaactec
atgcagaggc
ttggaggcct
atcaagagac
ctccggocge
gctetgatge
ccqacctgte

ccacgacgqgyg

cagtctgaag
tttggcecagy
ttccegecat
aacttctate
aactcccagg
accetgacge
catcagggcec
gcggcegete
tagttgeccag
cactceccact
tcattctatt
tagcaggcat
gggctctagy
ggttacgege
cttcecttee
ccctttaggg
tgatggtteca
gtccacgtic
ggtctattct
gctgatttaa
ggaaagtcce
agcaaccaqgq
tctcaattag
gccecagttee
cgaggccgcc
aggcttttge
aggatgagga
ttgggtggag
cgcegtgtitc
cggtgecctyg

cgttecttge
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attctgcagt
ggaccgagct
ctgatgagca
ccagagaggc
agagtgtcac
tgagcaaagce
tgagctegee
gagtctagag
ccatctgttg
gtcectttect
ctggggggtyg
gctggyggaty
gggtatcccce
agegtgaceg
tttctegeca
ttccgattta
cgtagtggge
tttaatagtg
tttgatttat
cagaaattta
caggctcccce
tgtggaaagt
t.cagcaacca
gececattete
tctgectetg
aaaaagctcc
tegtttegea
aggctattcyg
cggctgtcag
aatgaactge

gcagctgtge

ttattactgt
ggagatcaaa
gttgaaatect
caaagtacag
agagcaggac
agactacgag
cgtcacaaag
ggeceegttta
tttgecceete
aataaaatga
gggtggggca
cggtgggere
acgcgceccty
ctacacttge
cgttcgecegy
gtgctttacg
catecgeeetyg
gactcttgtt
aagggatttt
acgcgaatta
aggcaggcag
ccccaggcte
tagtccegee
cgccceatgy
agctattcca
cgggagcttyg
tgattgaaca
gctatgactg
cgcaggggcy
aggacgaggc

tcgacgttgt

79

cagcattatyg
cgaactgtgg
ggaactgcta
tggaagytay
agcaaggaca
aaacacaaayg
agcttcaaca
aaccecgetga
cececegtgect
ggaaattgca
ggacagcaaqg
tatggcttct
tagcggcegca
cagegeecta
ctttceceegt
gcacctegac
atagacggtt
ccaaactgga
ggggatttcg
attctgtgga
aagtatgcaa
tcocageagge
cctaactecg
ctgactaatt
gaagtagtga
tatatccatt
agatggattg
ggcacaacag
cccggttctt
agcgcggcta

cactgaagcg

ataactggec
ctgcaccatc
gegttgtgty
ataacgccct
gcacctacag
tectacgecty
ggggagagtg
tcagcctega
tececttgaced
Lcgeatigte
ggggaggatt
gaggcggaaa
ttaagcgcgyg
gegececgcete
caagctctaa
CCCAAA’AAn
tttegecett
acaacactcea
gcctattggt
atgtgtgtca
agcatgcatc
agaagtatgc
cccatecoege
tttettatte
ggaggcttte
ttcggatetg
cacgcaggtt
acaatcggct
tttgtcaaga
tcgtggctagg

ggaagggact

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1980

2040

2100

21a0

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

27¢0

2820

2880

25940

3000

3060



ggcetgectatt
agaaagtatc
gcecattega
gtcttgtega
tcgececaggcet
cctgettgce
ggctgggtge
agcttggcgg
cgcagcgeat
cgaaatgacc
cttctatgaa
gcgeggggat
tggttacaaa
ttctagtigt
ctetagetag
gctcacaatt
atgagtgagce
cctgtegtge
tgggcgcectct
agcggtatca
aggaaagaac
gctggegttt
tcagaggtgg
cctegtgege
ttcgggaage
cgttegetec
atccggtaac
agccactygqt
gtggtggeet
gccagttace

tagcggtggt

gggcgaagtyg
catcatggct
ccaccaageyg
tcaggatgat
caaggcgcege
gaatatcatg
ggcggaccgce
cgaatgggcet
cgeccttetat
gaccaagcga
aggttgggct
ctcatgctgg
faaagcaata
ggtttgtcca
agcttggegt
ccacacaaca
taactcacat
cagctgcatt
teccgettect
gcltcactcaa
atgtgagcaa
ttccatagyge
cgaaacccga
tctcctgttce
gtggegettt
aagctggget
tatcgtettg
aacaggatta
aactacggct
ttcggaaaaa

LLttttgttt

ES 2438495 T3

ccgggdgcadyg
gatgcaatgc
aaacatcgea
ctggacgaag
atgcccgacg
gtggaaaatg
tatcaggaca
gaccgcttcc
cgcettettg
cgcccaacct
tcggaatcegt
agttcttcge
gcatcacaaa
aactcatcaa
aatcatggtce
tacgageccgg
taattgegtt
aatgaatcgg
cgctcactga
aggcggtaat
aaggccagca
tccgececeee
caggactata
cgacectgee
ctcaatgctc
gtgtgcacga
agtccaacce
gcagagcgag
acactagaaqg
gagttggtag

gcaagcagca

atctcctgte
ggcdgctgca
tcgagegage
agcatcaggg
gcgaggatcet
gcegetttte
tagcgttgge
tcgtgettta
acgagttett
gccatcacga
tttecgggac
ccacccgaac
tttcacaaat
tgtatcttat
atagectgttt
aagcataaag
gecgetecacty
ccaacgcgcg
ctcgetgege
acggttatcc
aaaggccagyg
tgacgagcat
aagataccag
gecttaccgga
acgctgtagy
accccecegtt
ggtaagacac
gtatgtagge
gacagtattt
ctettgatec

gattacgcgc

80

atctcacctt
tacgcttgat
acgtacteqgy
gctegegeca
cgtcgtgace
tggattcatc
taccecgtgat
cggtatcgece
ctgagcggga
gatttcgatt
gccggctgga
ttgtttattg
aaagcatttt
catgtetgta
cetgtgtgaa
tgtaaagecet
cecegetttec
gggagaggceg
teggtegtte
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gcgtttcece
tacctygtecy
tatctcagtt
cageccgace
gacttatege
ggtgctacag
ggtatctgeg
ggcaaacaaa

dagaaaaaaag

gctectgeceg
ccggcetacet
atggaagccey
gcegaactygt
catggcgaty
gactgtggcc
attgctygaag
gctccogatt
ctctggggtt
ccaccgccge
tgatcctcceca
cagcttataa
tttcactgca
taccgtegac
attottatcece
ggggrtgeceta
agtcgggaaa
gtttgcgtat
ggetgeggceg
gggataacgc
aggccgcgtt
gacgctcaag
ctggaagcte
cetttetcee
cggtgtaggt
gctgegectt
cactggcage
agttcttgaa
ctetgctgaa
ccaccdctgg

gatctcaaga

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3200

3260

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

45Q0

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920



<210>
<211>

agatcctttyg
gattttggte
aagttttaaa
aatcagtgag
ccececgtegtg
gataccgcga
aagggccegag
ttgcecgggaa
tgctacaggc
ccaacgatca
cggtccteeg
agcactgcat
gtactcaacc
gtcaatacgqg
acgttcttcg
acccactcgt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
tcceoegaaaa

12
6097

<212> ADN

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

atcttttcta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatct
tagataacta
gacccacgct
cgcagaagtyg
gctagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtca
aattctctta
aagtcattct
gataataccqg
gggcgaaaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ctcttecttt
atatttgaat

gtgccacctg

Secuencia artificial

Plasmido

12

gacggatcgg gagatctcce

cecgeatagtt aagecagtat

cgagcaaaat ttaagctaca

ttagggttag gcgttttgcg
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¢ggggtctga
caaaaaggat
gtatatatga
cagegatcety
cgatacggga
caccggctcc
gtectgeaac
gtagticgcc
cacgctcgte
catgatccce
gaagtaagtt
ctgtcatgcc
gagaatagtg
cgccacatag
tctcaaggat
gatcttcagc
atgcecgcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa

acgtc

gatccecctat
ctgetecctg
acaaggcaag

ctgcttegeg

cgctcagtgg
cttcacctag
gtaaacttgg
tctattticot
gggcttacca
agattrtatca
Lttatccgee
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtgce
ggccgcagtg
atccgtaaga
tatgcggcga
cagaacttta
cttaccgectg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagecatt

aaataaacaa

ggtecgactct
cttgtgtgtt
gcttgaccga

atgtacgggc

81

aacgaaaact
atccttttaa
tctgacagtt
tcatccatag
tctggecccca
gcaataaacc
tccatccagt
ttgcgcaacg
gcttcattca
aaaaaagcgg
ttatcactca
tgcttttctg
ccgagttgct
aaagtgctca
ttgagatcca
ttcaccagceg
agggcgacac
tatcagggtt

ataggggttc

cagtacaatc
ggaggtcget
caattgcatyg

cagatatacyg

cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgcett
ttgcctgact
gtgctgcaat
agccagccegg
ctattaattg
ttgttgceat
gctcecggtte
ttagctcctt
tggttatggc
tgactggtga
cttgcccgéc
tcattggaaa
gttcgatgta
tttetgggty
ggaaatgttg
attgtcteat

cgcgcacatt

tgctctgatg
gagtagtgcg
aagaatctgce

cgttgacatt

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

3640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6085

60

120

180

240



gattattgac
Lggagttccg
ceegeecatt
attgacgtca
atcatatgce
atgceccagta
tegetattac
actcacgggg
aaaatcaacg
gtaggegtgt
ctgcttactyg
aagcttggat
acctggatcc
tggacagecyg
gacctttttyg
ggtttccaac
tttcacactg
aagtatacag
ggctgcacca
tagcgttgty
ggataacgcc
cagcacctac
agtctacgcee
caggggagag
gatcagectce
cttcettgac
catcgcattg
agggggagga
ctgaggcqgga
cattaagecge

tagcgocogo

tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggac
aagtacgecee
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactttcca
acggtgggag
gcttatcgaa
ctcaccatga
agtgcagata
gecctccatct
tattggtate
cggttctectg
aaaatcagcc
cttcecgectca
tctgtcttca
tgcectgetga
ctccaatcgg
agcctcagca
tgcgaagtca
tgttaggaat
gactgtgcct
cctggaaggt
tctgagtagg
ttgggaagac
aagaaccagc
ggcgggigtyg

tecttteget
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tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacqgtaty
tatttacggt
cctattgacy
tgggactttc
cggttttgge
ctccacceca
aaatgtcgta
gtctatataa
attaatacga
gggtcectge
Ltgtgatgac
cctgcaagtce
tgcagaagee
gagtgccaga
gggtggaggc
ctttcggecgg
tcttceocgee
ataacttcta
gtaactccca
gcaccctgac
cccatcaggg
tcgcggeege
tctagttgce
gececactececa
tgtcattcta
aatagcaggc
tggggetceta
gtggttacge

ttcttecectt

ttacggggtec
atggeccgec
ttcccatagt
aaactgcecca
tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccgce
gcagagctct
ctcactatag
tcagcteety
ccagactcca
tagtcagagc
aggccagect
taggttcagt
tgaggatgtt
agggaccaag
atctgatgag
tcccagagag
ggagagtgtc
gctgagcaaa
cctgagetcg
tcgagtctag
agccatctgt
ctgtecttte
tLctgggggy
atgctgggga
gggggtatce
gcagcgtgac

cctttectege

82

attagttcat
tggctgaccg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggeccc
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagtttg
cccattgacyg
ctggctaact
ggagacccaa
gggctgctaa
ctctctetgt
ctectgcata
ccacagctcc
ggcagcgggt
gggetttatt
gtggagatca
cagttgaaat
gccaaagtac
acagagcagyg
gcagactacg
ccegtceacaa
agggeecygtt
tgtttgeecece
ctaataaaat
tgg9gtggygy
tgcggtgggce
cecacgegeed
cgctacactt

cacgttegcc

egcccatata
cceaacgace
gggactttcc
catcaagtgt
gcctggcatt
gtattagtea
tageggtttg
ttttggcacc
caaatgggcyg
agagaaccca
gctggctaga
tgctctggat
cecgtecacece
gtgatggaaa
tgatctatga
caqgggacaga
actgcatgca
aacgaactgt
ctggaactgc
agtggaaggt
acagcaagga
agaaacacaa
agaqgcttcaa
taaacccget
tceecececgtge
gaggaaattg
caggacagca
tctatggett
tgtagcggcg
gceagcegeee

ggcttteccee

300

360

420

480

540

€00

660

720

780

840

900

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1360

1620

1g80

1740

1800

1880

1820

1980

2040

2100



gtcaagctct
accccaaaaa
ttettegeee
gaacaacact
cggeetattyg
gaatgtgtgt
aaagcatgca
gcagaagtat
cgcccatecee
cLLtttttat
gaggaggctt
ttttcggatce
tgcacgcagg
agacaatcgg
tttttgtcaa
tategtgget
cgggaagggda
ttgctcectge
atccggetac
ggatggaagce
cagccgaact
cccatggcega
tcgactgtgg
atattgetga
cocgeteccga
gactctgggg
ttcecaccgec
gatgatcctc
tgcagcttat
tttttcactg

tataccgtcg

aaatecggggc
acttgattag
tttgacygtty
caaccctate
gttaaaaaat
cagttagggt
tctcaattag
gcaaagcatg
gccecctaact
ttatgcagag
ttttggaggce
tgatcaagag
ttetecggece
ctgctctgat
gaccgaccly
ggccacgacg
ctggctgcta
cgagaaagta
ctgcccecatte
cggtettgte
gttcgccagg
tgcctgettg
ceggetyggt
agagettgge
ttegeagege
ttcgaaatga
gecttetaty
cagcgegyggd
aatggttaca
cattctagtt

acctctagct
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atcectttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
tcggtctatt
gagetgattt
gtggaaagtc
tcagcaacca
catctcaatt
ccgeccagtt
gecgaggceed
ctaggctttt
acaggatgag
gcttgggtgyg
gccgcecgtgt
tcecggtgece
ggcgttectt
ttgggcgaag
teccatcatgg
gaccaccaag
gatcaggatg
ctcaaggcgc
ccgaatatca
gtggcggacc
ggcgaatgqg
ategcecttet
ccgaccaagc
aaaggttggg
atctcatget
aataaagcaa
gtggtttgtc

agagettgge

ggttccgatt
cacgtagtygyg
tetttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
cccaggetcce
ggtgtggaaa
agtcagcaac
ccgeccattc
cctetgecte
gcaaaaagct
gatcgttteg
agaggctatt
tcecggetgte
tgaatgaact
gcgcagetgt
tgccggggca
ctgatgcaat
cgaaacatcg
atctggacga
gcatgcccga
tggtggaaaa
gctatcagga
ctgaccgett
atcgccttct
gacgcccaac
cttcggaatc
ggagttette
tagcartcaca
caaactcatc

gtaarcatgg

83

tagtgecttita
gccatcgcecec
tggactetty
ataagggatt
taacgegaat
ccaggcaggce
gtecccagge
catagtceeg
tcecgecceat
tgagctattc
cccgggaget
cétgattgaa
cggctatgac
agcgceaggyyg
gcaggacgag
gctcgacgtt
ggatctcctg
gcggeggetyg
catcgagcga
agagcatcag
cggcgaggat
tggcecgettt
catagecgttg
cctegtgett
tgacgagttc
ctgcecatcac
gttttccggg
geecacececa
aatttcacaa
aatgtatctt

tcatagctgt

cggcaccteg
tgatagacgg
ttecasactg
ttggggattt
taattctgtyg
agaagtatgc
tececececageag
ccectaacte
ggctgactaa
cagaadtagt
tgtatatceca
caagatggat
tgggcacaac
cgceccggtte
gcagcgcgyge
gtcactgaag
tcatectcace
catacgecttg
gcacgractc
gggctcgege
ctcgtcecgtga
tctggattca
gctaccegtyg
tacggtatcg
ttctgagegg
gagatttcga
acgccggctyg
acttgtttat
ataaagcatt
atcatgtctg

ttcetgtgtyg

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

22940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

2660

3720

3780

3840

3300

3560



aaattgttat
ctggggtgec
ccagteggga
cggtttgegt
teggetyoeay
aggggataac
aaaggeegey
tcgacgetea
ccotggaage
cgcctttcte
ttcggtgtag
ccgetgegee
gccactggea
agagttcttyg
cgctcltgctg
aaccaccgcet
aggatctcaa
ctcacgttaa
aaattaaaaa
ttaccaatgce
agttgcctga
cagtgctgca
ccagccagcc
gtctattéat
cgttgttgee
cagcteceggt
ggttagctce
catggttatg
tgtgactgge
ctcttgceeg

catcattgga

ccgctcacaa
taatgagtga
aacctgtegt
attgggeget
cgageggtat
graggaaaga
ttgetggegt
agtcagaggt
tcecectogtge
ccttcgggaa
gtcgttcget
ttatccggta
gcagccactg
aagtggtggc
aagccagtta
ggtageggtyg
gaagatcett
gggattttgg
fgaagittta
ttaatcagty
ctceceegtey
atgateaccygce
ggaagggccy
tgttgecygy
attgctacaqg
tcccaacgat
tteggtecte
gcagecactge
gagtactcaa
gcgicaatac

aaacgttctt

ES 2438495 T3

ttccacacaa
gctaactcac
gceagetgea
ctteegette
cageteacte
acatgtgage
ttttccatag
ggcgaaaccec
gctecteotgt
gcgtggeget
ccaagctggg
actatecgtct
gtaacaggat
ctaactacgyg
ccttcggaaa
gttttrttgt
tgatetttte
tcatgagatt
aatcaatcta
aggcacctat
tgtagataac
gagaceccacd
agcgcagaag
aagctagagt
gcatecgtggt
caaggcgagt
cgategttgt
ataattctet
ccaagtcatt

gggataatac

cggggcgaaa

catacgagcc
attaattgcy
ttaatgaate
ctegeteact
aaaggeggta
aaaaggccag
geteegeece
gacaggacta
tcecgacecty
ttctcaatgc
ctgtgtgcac
tgagtccaac
tagcagagceg
ctacactaga
aagagttggt
ttgcaagcag
tacggggtet
atcaaaaaqg
aagtatatat
ctecagegatce
taéqatacgg
ctcaccgget
tggtecctgea
aagtagttcg
gtcacgcteg
tacatgatce
cagaagtaag
tactgtcatg
ctgagaatag
cgcgccacat

actctcaagg

84

ggaagcataa
ttgcgctecac
ggccaacygcey
gactegetgce
atacggttat
caaaaggcca
cctgacgage
tazagatacc
cegettaccyg
tcacgctgta
gaaccccccg
ccggtaagac
aggtatgtag
aggacagtat
agctcttgat
cagattacgce
gacgctcagt
atcttcacct
gagtaaactt
tgtectattte
gagggcttac
ccagatttat
actttatceg
ccagttaata
tcgttiggta
cccatgttgt
ttggcegeag
ccatccgtaa
tgtatgecggce
agcagaactt

atcttaccgc

agtgtaaagc
tgeccgettt
cggggagagg
geteggtegt
ccacagaate
ggaaccgtaa
atcacaaaaa
aggecgtttee
gatacctgtc
ggtatctcag
ttcagcccga
acqgacttatc
gcggtgctac
ttggtatcty
ccggcaaaca
gcagaaaaaa
ggaacgaaaa
agatcctttt
ggtctgacag
gttcatccat
catctggecco
cagcaataaa
cctccatcca
gtttgcgcaa
tggcrtecatt
gcaaaaaagce
tgttatcact
gatgectttte
gaccgagttg
taaaagtgct

tgttgagate

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

3160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

57¢0

£760

5820



cagttcgatyg
cgtttctggg
acggaaatgt
ttattgtcte

tccgegcaca

taacccactc
tgagcaaaaa
tgaatacteca
atgagcggat

tttcceegaa
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gtgcacccaa
caggaaggca
tactcttecct
acatatttga

aagtgccacc

<210>
<211>
<212>

13
6094
ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>
<400>

Plasmido

13

gacggategy
ccgcatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
tggagttccg
cccgeccatt
attgacgtca
atcatatgcc
atgcccagta
tcgectattac
actcacgyggy
aaaatcaacy
gtaggcgtgt
ctgcttactg
aagcttggat
ctctggtgece
gggcgagagyg

taagaactat

gagatcteece
aagccagtat
ttaagctaca
gcgttttgeg
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggrggac
aagtacgccce
catgacctta
catggtgatg
attteccaagt
ggacttteca
acggtgggag
gcttatcgaa
ctcaccatgg
tacggggaca
gccaccatca

ttagecttggt

gatcccctat
ctgctcectg
acaaggcaag
ctgcttecgeg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tacttacggt
cctattgacg
tgggactttc
cggttttgge
cteccacccca
aaatgtegta
gtctatataa
attaatacga
tgttgcagac
tcgtgatgac
actgcaagte

accagcagaa

ctgatcttca
aaatgccgca
ttttcaatat
atgtatttag

tgacgtc

ggtcgactct
cttgtgtgtt
gcttgaccga
atgtacgggc
ttacggygte
atggcccgec
tteccatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccge
gcagagctct
ctcactatag
ccaggtcttc
ccagtctcea
caaccagagt

accaggacag

85

gcatctttta
aaaaagggaa
tattgaagca

aaaaataaac

cagtacaatc
ggaggtcgcet
caattgcatg
cagatatacg
attagttcat
tggctgaccg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggccc
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagttty
cccattgacg

ctggctaact

-ggagacccaa

atttctctgt
gactccctgg
gtcttacaca

cctectaaat

ctttcaccag
taagggcgac
tttatcaggg

aaataggggt

tgctctgatg
gagtagtgeg
aagaatctgce
cgttgacatt
ageccatata
cccaacéacc
gggactttece
catcaagtgt
gcctggeatt
gtattagtca
tagcggtttg
ttttggcace
caaatgggcg
agagaaccca
gctggctaga
tactctggat
ctgtgtctet
gctccaacaa

tgctcattta

5880

594¢

6000

6060

6097

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

260

1020

1080

1140



ttgggcattc
agatttcact
ccaatattat
ygtggctgea
tgctagegtt
ggtggataac
ggacagcacce
caaagtctac
caacagggga
cagcctcgac
ccttgaccct
cgcattgtct
gggaggattg
aggcegdaaayg
taagcgegge
cgeccgetece
aagctctaaa
ccaaaaaact
ttecgeoecttt
caacactcaa
coctattggtt
tgtgtgtcag
gecatgcatet
gaagtatgca
ccatecegee
tttttattta
gaggcttttt
tcggatcectga
acgcaggtte
caatcggetg

ttgtcaagac

ctccgggaat
ctcaccatca
tctactttat
ccatctgtcet
gtgtgectge
gecctecaat
tacagcctca
gcctgcgaag
gagtgttagg
tgtgcettct
ggaaggtgcc
gagtaggtgt
ggaagacaat
aaccagetgg
gggtgtggty
tttegettte
tcggggeate
tgattagggt
gacgttggag
ccctatecteg
aaaaaatgag
ttagggtgtg
caattagtca
aagcatgcat
cctaactecyg
tgcagaggcee
tggaggccta
tcaagagaca
tceggeeget
ctctgatgcc

cgacctgtec
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ccggggtecc
gcagcctgea
atactttcyg
tcatcttecce
tgaataactt
cgggtaacte
gcagcaccct
tcacccatca
cggeecgeteg
agttgccage
actcccactg
cattctattc
agcaggcatg
ggctctaggy
gttacgcgca
ttccettect
cctitagggtr
gatggttcac
tccacgttet
gtctattett
ctgatttaac
gaaagtcccc
gcaaccaygt
cteaattagt
cccagttecy
gaggeccgect
ggcttttgea
ggatgaggat
tgggtggaga
gccgtgttee

ggtgccctga

tgaccgecttc
ggctgaagat
cggagggace
gccatctgat
ctatcccaga
¢caggagagt
gacgctgage
gggcctgage
agtctagagyg
catctgttgt
tcctttecta
tggggggtgg
ctggggatge
ggtatcccca
gcgtgacege
ttectegecac
tcegatttag
gtagtgggec
ttaatagtgg
ttgatttata
aaaaatttaa
aggctcececcea
gtggaaagic
cagcaaccat
cceattetee
ctgecctetga
aaaagctccec
cgtttecgecat
ggctattcgg
ggctgtcage

atgaactgca

86

agtggcagecy
gtggcagtit
aaggtagaga
gagcagttga
gaggccaaag
gtcacagage
aaagcagact
tegeecegtea
geccgtttaa
ttgecectee
ataaaatgag
ggtggggcag
ggtgggctct
cgcgecctgt
tacacttgcce
gttecgeogge
tgctttacygg
atcgeccctga
actcttgtte
agggattttg
cgcgaattaa
ggcaggcaga
cccaggciee
agtcccgecece
gcececatgge
gctattcecag
gggagecttgt
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaggggege

ggacgaggcea

ggtctgggac
attactgtca
tcaaacgaac
aatctggaac
tacagtggaa
aggacagcaa
acgagaaaca
caaagagctt
acccgetgat
ccecgtgectt
gaaattgcat
gacagcaagqg
atggcttctg
agcggecgcat
agecgceccectag
tttecceegte
cacctcgacc
tagacggttt
caaactggaa
gggatttcgg
ttctgtggaa
agtatgcaaa
ccagcaggca
ctaactccge
tgactaattt
aagtagtgag
atatccattt
gatggattgc
gcacaacaga
ccggttettt

gegeggertat

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1220

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2344

2400

2460

2220

2580

2640

2700

27160

2820

2880

2940

3000



cgtyggetyge
gaagggactg
ctectgecga
cggetacetyg
tggaagccgyg
ccgaactgtt
atggcgatge
actgtggceg
ttgctgaaga
ctcccgattce
tectggggttc
caccgcogec
gatcctccag
agcttataat
ttcactgcat
accgtcgace
ttgttatceg
gggtgecctaa
gtcgggaaac
tttgcgtatt
gctgcggega
ggataacgca
ggccgcgttg
acgctcaadgt
tggaagctec
ctttctecet
ggtgtaggtc
ctgcgectta
actggcagca
gttcttgaag

tctgetgaag

cacgacgggc
gctgetattyg
gaaagtatcc
cceattegac
tettgtegat
cgccaggcLc
ctgettgeey
gctgggtaty
gcttggegge
gcagcgcatc
gaaatgaccy
ttctatgaaa
cgcggggatc
ggttacaaat
tctagttgtg
tctagectaga
ctecacaattc
tgagtgagct
ctgtegtgee
gggcgctoctt
gcggtatecag
ggaaagaaca
ctggecgtttt
cagaggtgge
ctegtgeget
tcgggaagceg
gttcgeteca
tceggtaact
gcractggta
tggtggeccta

ccagttacct

ES 2438495 T3

gttccttgeg
ggcgaagtygc
atcatggctg
caccaagedga
caggatgate
aaggcgegea
aatatcatyg
geggaccget
gaatgggctg
gccttetate
accaagcgac
ggttgggctt
tcatgctgga
aaagcaatag
gtttgtccaa
gettggegta
cacacaacat
aactcacatt
agctgcatta
ccgecttecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tecatagget
gaaacccegac
cteectgttee
tggegetite
agctgggcectg
atcgtcttga
acaggattag
actacggcta

tcggaaaaag

cagctgtygct
¢ggggcagga
atgcaatgeg
aagatcgcat
tggacgaaga
tgccoccgacgg
tggaaaatgg
atcaggacat
accgcttect
gccttcttga
gcccaacctg
cggaatcgtt
gttcttecgeo
catcacaaat
actcatcaat
atcatggteca
acgagccgga
aattgcgttyg
atgaatcgge
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
cegeccccch
aggactataa
gaccctgeeyg
tcaatgctea
tgtgcacgaa
gtccaacccy
cagagcgagg
cactagaagyg

agttggtage

87

cgacgttgtc
tcetectygtea
geggctgceat
cgagcgagea
gcatcaggag
cgaggatctc
ccgettttet
agcgttggcet
cgtgctttac
cgagttcttc
ccatcacgaqg
tteccgggacg
caccccaact
ttcacaaata
gtatcttate
tagctgttte
agcataaagt
cgctcactge
caacgcgcgg
tcgetgeget
cggttatcca
aaggccagga
gacgageatc
agataccagq
cttaceggat
cgotgtaggt
cccceegtte
gtaagacacg
tatgtaggeg
acagtatttg

tcttgatceg

actgaagcygg
tctcaccttg
acgecttgatce
cgtactegga
ctcgegecag
gtcgtgacec
ggattecateg
acccgtgata
ggtatcgeeg
tgagcgggac
atttecgatte
ccggectggat
tgtttattge
aagcattttt
atgtctgtat
ctgtgtgaaa
gtaaagcctg
ceqgettteea
ggagaggcgg
cggtcgttcyg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgttteccce
acctgtoege
atctcagtte
agcccgaceg
acttatcgee
gtgctacaga
gtatctgcgce

gcaaacaaac

3060

312¢

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3%¢€0

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860



10

caccgcetgygt
atctcaagaa
acgttaaggg
ttaraaatga
ccaatgctta
tgcctgacte
tgctgcaatg
gccagecgga
tattaattgt
tgttgccatt
ctcecggttee
tagctccttc
ggttatggca
gactggtgag
ttgcececggeg
cattggaaaa
ttcgatgtaa
ttctgggtga
gaaatgttga
ttgtctcatg

gcgecacattt

<210> 14

<211> 481

<212> ADN

ageggtggtt
gatccttiga
attttggtca
agttttaaat
atcagtgagg
ccegtegtgt
ataccgcgag
agggccgagce
tgcecgggaag
gctacaggca
caacgatcaa
ggtcctcega
gcactgcata
tactcaacca
tcaatacggg
cgttettegg
cccactcgtg
gcaaaaacag
atactcatac
agcggataca

ccccgaaaag

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Incluye union de clonacion BamHI/Bg1 II, péptido sefial, region V, porcion de la region C, y union de clonacion

3'Xbal/Nhel (pesada) o Nhel (ligera)

<400> 14

ES 2438495 T3

tttttgtttg
tcttitetac
tgagattatc
caatctaaag
cacctatctc
agataactac
acccacgctc
gcagaagtgg
ctagagtaag
tcgtggtgtc
ggcgagttac
tcgttgteag
attctcttac
agtcattctyg
ataataccgc
ggcgaaaact
cacccaactg
gaaggcaaaa
tctteetttt
tatttgaatg

tgccacctga

caagcagcag
ggggtctgac
aaaaaggatc
tatatatgag
agcgatctgt
gatacgggag
accggctcca
tcetgecaact
tagttcgeca
acgctcgtcg
atgatccccce
aagtaagttg
tgtcatgcca
agaatagtgt
gccacatage
ctcaaggatc
atcttcagca
tgccgcaaaa
tcaatattat
tatttagaaa

cgtc

attacgcgca
gctcagtgga
ttcacctaga
taaacttggt
ctatttcgtt
ggcttaccat
gatttatcag
ttateccgect
gttaatagtt
tttggtatgg
atgttgtgca
gcecgecagtgt
tccgtaagat
atgcggecgac
agaactttaa
ttaccgcectgt
tcttttactt
aagggaataa
tgaagcattt

aataaacaaa

gaaaaaaagqg
acgaaaactc
tccttttaaa
ctgacagtta
catccatagt
ctggceccccag
caataaacca
ccatccagte
tgcgcaacgt
cttcattcag
aaaaagcggt
tatcactcat
gcttttectgt
cgagttgctec
aagtgctcat
tgagatccag
tcaccagcgt
gggcgacacyg
atcagggtta

taggggttce

ggatctcacc atggagttgg gactgcgctg gggcttcoccte gttgctcecttt taagaggtgt

ccagtgtcag gtgcaattgg tggagtctgg gggaggegtg gtoccagectg ggaggtecct

88

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

2400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6094

60

120



gagactctcc
ccaggcteca
atactatgca
gcagtatctg
aggcggtgac

ggtcaccgtc

tgtgcagcegt
ggcaaggggc
gactcecgtga
caaatgaaca
ttcectetact

tcctecagect

ES 2438495 T3

ctggattcge
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagagce
actactatta

ccaccaaggy

cttcagtaga
ggcagttata
caccatctcc
cgaggacacyg
cggtatggac

cccatcggte

tatggcatgc
tggtatgatg
agagacaatt
gctgtgtatt
gtctyggggec

titceceoectgg

actgggtccg
gaagtaataa
ccaagaacac
actgtgcgag
aagggaccac

caccctctag

18C

240

300

360

420

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 aAla Leu Leu Arg Gly

Vval Gln Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val

20 25 30

Cys Val Gln

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 Leu

50 55 60

Gly Lys Gly

Glu Trp Val aAla 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 Gln Gln Met Ala Glu Thr

110

Leu Ala Val

105

Leu Asn Ser

100

Tyr Arg Asp

Tyr Tyr Cys Ala Gly Gly Phe Leu Gly

115

Arg Asp

120

Tyr Tyr Tyr

125

Tyr Tyr

Met Val Gln Thr Thr Val Thr Val

140

Asp Ser Ser

130

Trp Gly Gly

135

<210> 16

<211 >463

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Incluye union de clonacion BamHI/Bg1 Il, péptido sefial, region V, porcion de la region C, y union de clonacion
3'Xbal/Nhel (pesada) o Nhel (ligera)

89



<400> 16

ggatctcace
taccagatgt
cagagtcacc
gcagaaaaca
ggtccecatet
cctgcagect
tttcaggeect

ctteccgeea

atgagggtcc
gacatcecaga
atcacttgcc
gggaaagttc
cggttcagty
gaagatgttyg
gggaccaaag

tctgatgage

ES 2438495 T3

ctgcteaget
tgaccecagte
gggcgagtca
ctaagttect
gegygtggate
caacttatta
tggatatcaa

agttgaaatc

cctgggactc
tcecatectee
gggcattage
gatctatgaa
tgggacagat
ctgtcaaaat
acgaactgtg

tggaactgct

ctgetgetet
ctgtetgecat
aattatttag
gcatccactt
ttcactctca
tataacagtg
gctgcaccct

agc

ggctcccaga
ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaatcagg
ccatcagcag
ccccattceac

ctgtcttcat

60

120

180

240

300

360

420

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

Asp Thr Arg Cys Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser

20 25 30

Leun Ser

Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln

35 40 45

Gly

Ile Ser Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Thr Val Preo

50 55 60

Lys

Lys Phe Leu Ile Tyr Glu Ala Ser Thr Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser
€5 70 75 80

Arg Phe Ser Gly Gly Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile

85 90 95

Ser

Gln Glu Val BAla Thr

165

Ser

Pro Gln

100

Leu Asn Asn

110

Asp Tyr Tyr Cys Tyr

Ser Ala Phe Thr Phe Pro Thr Val Ile

120

Pro
115

Gly Gly Lys Asp

125

Lys

<210> 18

<211 >508

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Incluye union de clonacion BamHI/Bg1 Il, péptido sefial, region V, porcion de la region C, y union de clonacion
3'Xbal/Nhel (pesada) o Nhel (ligera)

90



10

<400> 18
ggatctcacc
cctegttget
cgtggtccag
taactatgtc
tatatggtat
ctccagagac
cacggctgtg
tatggacgtc

atcggtette

atggggtcaa
cttttaagag
cctgggaggt
atgcactggg
gatggaagta
aattccaaga
tattactgtg

tggggccaag

cecectyggcac

ES 2438495 T3

ccgecatect
gtgtccagty
ccctgagact
tccgeccaggce
ataaatacta
acacgctgta
cgggtggata
ggaccacggt

cctetage

<210> 19
<211> 143
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

Met

Val

Pro

Ser

Glu

65

Asp

Thr

Tyr

Glu

Gin

Gly

Asn

50

Trp

Ser

Leu

Tyr

Leu

Cys

Arg

35

Tyr

Val

Val

Tyr

Cys
115

Gly

Giln

20

Ser

Val

Ala

Lys

Leu

100

Ala

Leu

Val

Leu

Met

Ile

Gly

85

Gln

Gly

Arg

Gln

Arg

His

Ile

70

Arg

Met

Gly

Trp

Leu

Leu

Trpe

55

Trp

Phe

Asn

Tyr

caccatggag
tcaggtgcag
ctcectgtgea
tccaggcaag
tgcagactce
tctgcaaatg
taactggaac

caccgtetec

val Leu

10

Leu

Val Glu

25

Ser

Ser Ala

40

Cys

Val Arg Gln

Tyr Asp Gly

Thr Ile Ser

90

Leu
105

Ser Arg

Asn Asn

120

Trp

ttggggctge
ctgytggagt
gegtetggat
gggctggagt
gtgaagggec
aacagcetga
tacgagtacc

tcagccteca

gctgggttct
ctggggyagy
tcaccttecag
gggtggcaat
gattcaccat
gagcegagga
actactacgg

ccaagggoce

Val

Gly

Ala

Ala

Ser

75

Arg

Ala

Tyr

Ala

Gly

Ser

Pro

60

Asn

Asp

Glu

Glu

Leu

Gly

Gly

43

Gly

Lys

Asn

Asp

Tyr
125

Leu

Val

30

Phe

Lys

Tyr

Ser

Thr

110

His

Arg
15

val
Thr
Gly
Tyzr
Lys
95

Ala

Tyr

Gly

Gln

Phe

Leu

Ala

80

Asn

Val

Tyr

Gly Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr vVal Ser Ser
135

<210> 20
<211 >463
<212> ADN

130

91

140

60

120

180

240

300

360

420

480

508



<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Incluye union de clonacion BamHI/Bg1 Il, péptido sefial, region V, porcion de la region C, y union de clonacion

3'Xbal/Nhel (pesada) o Nhel (ligera)

<400>

20

ggatcteacc
tgccagatgt
cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagoct
cttecggocaa

cticccgoea

atgagggtce
gacatccaga
atcacttgtce
gggaaagccc
aagttcagcqg
gaagattttg

gggacacgac

tctgatgagc

ES 2438495 T3

ccgetecaget
tgacccagte
dggcgagtca
ctaagtccct
gcagtggatc
caacttatta
tggagattaa

agttgaaatc

cctggggete
tecatectea
gggcattacc
tatctatgct
tgggacagat
ctgccaacag
acgaactgtg

tggaactgct

ctgetgetet
ctgtctgcat
aattatttag
gcatccagtt
ttcagtctca
tataatagtt
gctgcaccat

agc

gttteccagy
ctgtaggaga
cctggtttca
tgcaaagtyg
ccatcagecag
acccgatcac

ctgtcttcat

60

120

180

240

300

360

420

463

<210> 21
<211> 127
<212> PRT
10 <213> Homo sapiens

<400> 21

Met Val Ala Gln Phe

135

Arg Pro Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Cys Pro

Ala Thr

25

Ile Gln Met Gln Ser Leu Ser

30

Gly Arg Cys Ser Pro Ser

20

Asp

Ala Ile Thr Ala

45

Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ser Gin

35 40

Cys Arg Gly

Ile Thr Asn Tyr Leu Ala Trp

50 55

Phe Gln Gln Pro Ala

60

Lys Gly Lys Pro

Ala Gln Ser Val

75

Ser Gly Ser

80

Lys Ser Leu Ile Tyr Ala Ser Leu Pro

63 70

Lys Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Ser Leu Thr Ile Ser

85 90 95

Phe Ala Thr

105

Gln Glu Gln Gln

110

Pro Cys Asn

100

Ser Leu Asp Tyr Tyr Tyr

Ile Thr Phe Gln Thr

120

Glu
125

Pro Leu Ile

115

Ser Tyr Gly Gly Arg Lys

<210> 22
<211 >490
15 <212> ADN

92



<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Incluye union de clonacion BamHI/Bg1 Il, péptido sefial, region V, porcion de la region C, y union de clonacion

3'Xbal/Nhel (pesada) o Nhel (ligera)

ES 2438495 T3

<400> 22
ggatctcacc atggagttgyg gacttagetg ggttttecte gttgetettt taagaggtgt 60
ccagtgtcag gtccagetgy tggagtctgg gggaggcgtyg gtccagcctg ggaggtccct 120
gagactctec tgtgcagegt ctggattcac cttcagtage tatggcatge actgggtcecg 180
ccaggctcca ggcaaggggce tggactgggt ggcaattatt tggcatgabtg gaagtaataa | 240
atactatgca gactcegtga agggccgatt caccatctcc agagacaatt ccaagaagac 300
gctgtacctg caaatgaaca gtttgagagc cgaggacacd gctgtgtatt actgtgcgag 360
agcttgggecce tatgactacg gtgactatga atactacttc ggtatggacyg tctggggeca 420
agggaccacg gtcaccgtct cctcagcctc caccaaggge ccatcggtct tcccectgge 480
accctetage 490

<210> 23

<211> 145

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

93



ES 2438495 T3

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

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

20 25 30

Val Gln

Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe

35 40 45

Thr Phe

Ser Ser Tyr Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro

50 55 60

Gly Lys Gly Leu

Asp Trp Val Ala Ile Ile Trp His Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala

Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Lys

Thr Gln Met Ala Glu Thr

110

Leu Ala Vval

105

Leu Asn Ser

100

Leu Tyr Arg Asp

Ala Ala Ala

120

Tyr Tyr Cys Glu

115

Arg Trp Tyr Asp Tyr Gly Asp

125

Tyr Tyr

Phe
130

Gly Met Val Gln Thr Thr

140

Tyr Asp Trp Val Thr Val Ser

135

Gly Gly

Ser
145

<210> 24

<211 >463

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Incluye union de clonacién BamHI/Bg1 Il, péptido sefial, region V, porcion de la region C, y union de clonacion
3'Xbal/Nhel (pesada) o Nhel (ligera)

10

94

<400> 24
ggatctcace atgagggtcoce ctgeoteaget cetggggocte ctgetgetct gttteccagq 60
tgccagatgt gacatccaga tgacccagtc tceccatectca ctgtctgcat ctgtaggaga 120
cagagtcacc atcacttgtc gggcgagtca gggcattagce cattatttag cctggtttca 180
gcagaaacca gggaaagccc ctaagtccct gatctatgect gcatccagtt tgcaaagtgg 240
ggtcccatca aagttcagecg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag 300
cctacagcct gaagattttg caacttatta ctgccaacag tataatagtt tcccgctcac 360
tttceggecgga gggaccaagq tggagatcaa acgaactgtg gctgcaccat ctgtcttcat 420
cttcecgeca tectgatgage agttgaaatc tggaactgct age 463

<210> 25



ES 2438495 T3

<211>127
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 25

Met Val Pro Ala Gln Leu Leu Leu Leu Cys Phe Pro

1C 15

Arg Leu Leu Gly

Ser Leu Ser

30

Gly Ala Arg Cys Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser

20 25

Ala
45

Val Thr Ser Gln

35

Val Thr

40

Ala Ser Gly Asp Arg Ile Cys Arg Gly

Ile Ser His Tyr Leu Ala Trp Phe Gln Gln Lys Pro Ala Pro

30 55 60

Gly Lys

Val Ser

80

Lys Ser Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Pro

65 70 75

Gly

Lys Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser

85 90 95

Gin Glu Phe RAla Thr Gln

105

Gln
110

Pro Asn

100

Ser Leu Asp Tyr Tyr Cys Tyr

Phe Thr Phe Thr Val Glua

125

Pro Leu Ile

115

Ser Gly Gly

120

Gly Lys Lys

<210> 26

<211 >469

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Incluye union de clonacion BamHI/Bg1 Il, péptido sefial, region V, porcion de la region C, y union de clonacion
3'Xbal/Nhel (pesada) o Nhel (ligera)

<400> 26
ggatcccacc atggggtcaa ccgtcatcct cgccctectce ctggectgttc tecaaggagt 60
ctgtgccgag gtgcagcectgg tgcagtctgg agcagaggtg aaaaagcccg gggagtctcet 120
gaagatctee tgtaagggtt ctggatacag ctttaccagt tactggatcg gctgggtgeg 180
ccagatgeee gggaaagygce tggagtggat ggggatcate tatcectggtg actctgatac 240
cagatacagc ccgtccttcc aaggccaggt caccatctca gceccgacaagt ccatcagcac 300
cgcctacctg cagtggageca gectgaagge cteggacace gcﬁatgtatt actgtgcgag 360
acggatggeca gcagctggecc cctttgacta ctggggccag ggaaccectgg tcaccgtctc 420
ctcagcctce accaagggece catcggtett cccectggea cectctage 469

95
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<210> 27

<211> 138

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27

Met Gly Ser Thr Val Ile Leu Ala Leu Leu Leu 2la Val Leu Gln Gly

Val Cys Ala Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys
20 25 30

Pro Gly Glu Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Ser Phe
35 40 45

Thr Ser Tyr Trp Ile Gly Trp Val Arg Gln Met Pro Gly Lys Gly Leu
50 55 60

Glu Trp Met Gly Ile Ile Tyr Pre Gly Asp Ser Asp Thr Arg Tyr Ser
65 70 75 80

Pro Ser Phe Gln Gly Gln Val Thr Ile Ser Ala Asp Lys Ser Ile Ser
85 90 95

Thr Ala Tyr Leu Gln Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met
190 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg Arg Met Ala Ala Ala Gly Pro Phe Asp Tyr Trp
115 120 125

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
130 135

<210> 28

<211 >466

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Incluye union de clonacion BamHI/Bg1 Il, péptido sefial, region V, porcion de la region C, y union de clonacion
3'Xbal/Nhel (pesada) o Nhel (ligera)

<400> 28
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ggatctcacc
taccactgga
aagagccacco
acagaaacct
tatcccagcee
cctgeagtet
cagttttggce

catctteccecg

atgagggtcc
ggaatagtga
ctctecetgea
ggceaggcete
aggttcagtg
gaagattctg

caggggaccyg

ccatectgatg
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ccgeteaget
tgacgcagtc
ggaccagtca
ccaggctcct
gcagtgggte
cagtttatta
agctggagat

agcagttgaa

tctettectt
tccagccacce
gagtattggc
catctatggt
tgggacagag
ctgtcagcat
caaacgaact

atctggaact

ctgctactct
ctgtctgtgt
tggaacttag
gcatcttcca
ttcactctca
tatgataact
gtggctgcac

gctage

ggctcccaga
ctccagggga
cctggtacca
ggaccactgg
ccatcageag
ggccecatgtg

catctgtctt

€0

120

180

240

300

360

420

466

<210> 29

<211> 128

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29

Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro

Thr Thr Gly Gly Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr

20 25 30

Asp Leu Ser

Val Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Thr

35 40 45

Ser Gln Ser

Ile Gly Trp Asn Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro

50 35 60

Gly Gln Ala Pro

Ala Thr

75

Thr Ile Ala

80

Arg Leu Leu Ile Tyr Gly Ser Pro

65 70

Ser Arg Gly

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser

85 S0 95
Gln Glu

Ala Val

105

Gln His

110

Ser Ser

100

Ser Leu Asp Tyr Tyr Cys Tyr Asp

Met Phe Gln Thr Glu Leu Glu Ile

125

Pro Ser

115

Asn Trp Cys Gly

120

Gly Lys

<210> 30

<211 >487

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Incluye union de clonacion BamHI/Bg1 Il, péptido sefial, region V, porcion de la region C, y union de clonacion
3'Xbal/Nhel (pesada) o Nhel (ligera)

<400> 30
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10

ggatctcace
ccagtgteaqg
gagactctcc
ccaggctceca
atactatgca
gctgtatcecty

agtattagtg

gaccacggtc

atggagttig
gtgcagstgg
tgtgcagect
ggcaaggggc
gactccgtga
caaatgaaca

ggagctttat

accgtetect
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ggctgtgctg
tggagtectgg
ctggattcac
tggagtgygt
agggccgatt
gcctgagagce

attattataa

cagcectecac

ctctage

<210> 31
<211> 144
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31

Met

Val

Pro

Ile

Glu

€5

Asp

Thr

Tyxr

Tyr

<210> 32
<211 > 478
<212> ADN

Glu

Gln

Gly

Ser

50

Trp

Ser

Leu

Tyr

Gly
130

Phe

Cys

Arg

35

Tyr

Val

Val

Tyr

Cys

115

Met

<213> Secuencia artificial

Gly

Gln

20

Ser

Gly

Ala

Lys

Leu

100

Ala

Asp

Leu

Val

Leu

Met

Val

Gly

85

Gln

Arg

Val

Cys

Gln

Arg

His

Ile

70

Arg

Met

Val

Trp

Trp

Leu

Leu

Trp

95

Ser

Phe

Asn

Leu

Gly
135

vVal

Val

gattttecte
gggaggegtg
cttecattage
ggcagttata
caccatctcc
tgaggacacg

ctactacggg

caagggccca

Ile Phe Leu

10

Glu
25

Ser

Ser Ala

40

Cys

Arg Gln

Tyr Asp Gly

Thr Ile Ser

90

Leu
105

Ser Arg

Val
120

Gly Ala

Gln Gly Thr

98

gttgctecttt
gtccagectg
tatggcatgce
tcatatgatyg
agagacaatt
gctgtgtatt

atggacgtct

tcagtettee

taagaggtgt
ggaggtcect
actgggteeqg
gaagtaataa
ccaagaacac
actgtgcgag

ggggccaagg

ceetggeace

Val

Gly

Ala

Ala

Ser

75

Arg

Ala

Leu

Thr

Ala

Gly

Ser

Pro

60

Asn

Asp

Glu

Tyr

val
140

Leu Leu

Val
30

Gly

Gly Phe

45

Gly Lys

Lys Tyr
Ser

Asn

Thr
110

Asp

Tyr
125

Tyr

Thr Val

Arg

15

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

95

Ala

Asn

Ser

Gly

Gln

Fhe

Leu

Ala

80

Asn

Val

Tyr

Serx

60

120

180

240

300

360

420

480

487



<220>

<223> Incluye union de clonacion BamHI/Bg1 Il, péptido sefial, region V, porcion de la region C, y union de clonacion

3'Xbal/Nhel (pesada) o Nhel (ligera)

<400>

32
ggatctcacc
atccagtgea

gccggcctec

tttgtattgg
caaccggttc
actgaaaatc
acagctteccy

accatctgtc

atgagggtcc
gatattgtga
atctcctgea
tatctgcaga
tctggagtge
agccgggtgg
ctcacttteg

ttcatcttcc
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ctgctcagcet
tgacccagac

agtctagtca

agccaggcca
cagataggtt
aggctgagga
gcggagggac

cgccatctga

cctggggetyg

tccactctet

gagcctcecctg

gecctoccacag
cagtggcage
tgttgggett
caaggtggag

tgagcagtty

ctaatgctct
ctgtccgtcea
catagtgatg
ctectgatet
gggtcaggga
tattactgca
atcaaacgaa

aaatctggaa

ggatacctgg
ceceectggaca

gaaagacctt

atgagytttc
cagatttcac
tgcaaagtat
ctgtggetge

ctgctagc

60

120

180

240

300

360

420

478

<210> 33

<211> 132

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33

Met Val Ala Gln Met Ile

15

Leu Leu Leu Pro

10

Arg Pro Leu Leu Gly Trp

Thr
25

Gly Ala Thr

20

Ile Val Met Gln Ser Leu Ser

30

Ser Ser Asp Pro Leu

Val Thr Gln Ala Ile Ser Ser Glin Ser

45

Ser Ser

40

Pro Pro

35

Gly Cys Lys

Leu His Ser Thr Phe Leu Leu Gln

50

Leu Asp Gly Lys

35

Tyr Trp

60

Tyr Lys

Gln Gln

70

Ile Glu

75

Val Phe

80

Pro Pro Pro Leu Leu Ser Asn

65

Gly Tyr Arg

val Phe Ser Ser Gly Thr Fhe

90

Ser Gly Pro Asp Arg Ser Gly Gly Asp

Thr Ile

100

Val Glu Ala

105

Glu Val Leu

110

Leu Lys Ser Arg Asp Gly Tyr Tyr

Met Gln

115

Ile Gln Pro Leu Thr Phe Thr

120

Cys Ser Leu Gly Gly

125

Gly Lys

Glu
130

Val Ile Lys
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para exterminar células cancerosas que expresan PSMA, resistentes a taxano, que
comprende:

poner en contacto las células cancerosas que expresan PSMA, resistentes a taxano, con un conjugado de
anticuerpo-farmaco en una cantidad eficaz para exterminar las células cancerosas que expresan PSMA,
resistentes a taxano, en el que el conjugado de anticuerpo-farmaco comprende un anticuerpo monoclonal o
su fragmento de unién a antigeno que se une especificamente al antigeno de membrana especifico de la
prostata (PSMA) conjugado con monometilauristatin norefedrina o monometilauristatin fenilalanina, y en el
que la secuencia de PSMA es la secuencia expuesta en SEC ID NO: 1.

2. Un conjugado de anticuerpo-farmaco para tratar un sujeto que tiene un cancer que expresa PSMA, resistente a
taxano, en el que el conjugado de anticuerpo-farmaco comprende un anticuerpo monoclonal o su fragmento de
union a antigeno que se une especificamente al antigeno de membrana especifico de la préstata (PSMA) conjugado
con monometilauristatin norefedrina o monometilauristatin fenilalanina, y en el que la secuencia de PSMA es la
secuencia expuesta en SEC ID NO: 1.

3. Un conjugado de anticuerpo-farmaco como se reivindica en la reivindicacién 2, en el que la supervivencia en el
sujeto aumenta en comparacion con el tiempo medio de supervivencia de sujetos con cancer que expresa PSMA,
resistente a taxano, no tratado con ADC de PSMA, preferiblemente en el que la supervivencia en el sujeto aumenta
en:

a) cuatro semanas;
b) seis semanas;
c) dos meses;

d) cuatro meses;
€) seis meses;

f) ocho meses;

g) diez meses;

h) doce meses; y/o
i) catorce meses.

4. Un método como se reivindica en la reivindicacién 1, en el que las células cancerosas que expresan PSMA,
resistentes a taxano, son:

a) resistentes a docetaxel o paclitaxel;

b) células de cancer de préstata o células de cancer no de préstata, preferiblemente en el que las células de
cancer no de prostata son células de cancer de vejiga, células de cancer pancreatico, células de cancer
hepatico, células de cancer de pulmon, células de cancer de rifién, células de sarcoma, células de cancer de
mama, células de cancer de cerebro, células de carcinoma neuroendocrino, células de cancer de colon,
células de cancer testicular o células de melanoma;

c) de un tumor; y/o
d) de una metastasis.

5. Un conjugado de anticuerpo-farmaco como se reivindica en la reivindicacion 2 o reivindicacion 3, en el que el
cancer que expresa PSMA, resistente a taxano, es:

a) resistente a docetaxel o paclitaxel;

b) cancer de prostata o cancer no de prostata, preferiblemente en el que el cancer no de préstata es cancer
de vejiga, cancer pancreatico, cancer de higado, cancer de pulmoén, cancer de rifién, sarcoma, cancer de
mama, cancer de cerebro, carcinoma neuroendocrino, cancer de colon, cancer testicular o melanoma;

c) un tumor; y/o

d) mestastasico.
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6. Un método como se reivindica en la reivindicacion 4 o un conjugado de anticuerpo-farmaco como se reivindica en
la reivindicacion 5, en el que el volumen tumoral es al menos:

a) 100 mm3;
b) 200 mm?;
c) 300 mm3;
d) 400 mm?;
e) 500 mm3;
f) 600 mm3;
g) 700 mm?;
h) 800 mm?;
i) 900 mm?;

i) 1000 mm>;
k) 1200 mm?;
1) 1400 mm?; y/o
m) 1600 mm>.

7. Un método o un conjugado de anticuerpo-farmaco como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 4-6,
en el que el volumen tumoral se reduce en al menos:

a) 10%;
b) 20%;
c) 30%;
d) 40%;
€) 50%;
f) 60%;
g) 70%;
h) 80%;
i) 90%; ylo
i) 95%.

8. Un método o un conjugado de anticuerpo-farmaco como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-7,
en el que el anticuerpo o su fragmento de unién a antigeno se conjuga a al menos 2 6 3 moléculas de
monometilauristatin norefedrina o monometilauristatin fenilalanina, y preferiblemente a al menos 4 moléculas de
monometilauristatin norefedrina o monometilauristatin fenilalanina.

9. Un método o un conjugado de anticuerpo-farmaco como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-7,
en el que la monometilauristatin norefedrina o monometilauristatin fenilalanina se conjuga al anticuerpo o su
fragmento de unién a antigeno con un compuesto de la formula:

-An-Ym-Zmn-Xn-Whp-
en el que:
A es una unidad de acilo carboxilico;
Y es un aminoacido;
Z es un aminoacido;

X'y W son, cada uno, un espaciador autoinmolativo;
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n es un numero enterode 0 6 1; y m es un nimero enterode 06 1, 2, 3, 4,56 6,
y preferiblemente en el que:
a)Aes

i)
N——{(CHy),CO——

enlaque qes 1-10; 0
i) 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;

b) Y es alanina, valina, leucina, isoleucina, metionina, fenilalanina, triptéfano o prolina; y/o

c) Z es lisina, lisina protegida con acetilo o formilo, arginina, arginina protegida con grupos tosilo o
nitro, histidina, o nitina, o nitina protegida con acetilo o formilo, o citrulina.

10. Un método o un conjugado de anticuerpo-farmaco como se reivindica en la reivindicacion 9, en el que:
a) Ym-Zn es:
i) valina-citrulina; y/o
ii) una secuencia proteinica que es escindible selectivamente por una proteasa; y/o
b) X es:

i) un compuesto que tiene la formula:

—NH

OTT\
O
enlaqueTesO,N,0S,
ii) un compuesto que tiene la férmula:
-HN-R'-COT

en la que R'es alquilo de C1-C5, Tes O, N0 S;

i) un compuesto que tiene la formula:

—N COOR?
H
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enlaque TesO,N,08S, R%ZesHo alquilo de C+-Cs;

iv) p-aminobencilcarbamoiloxi;

v) alcohol p-aminobencilico;

vi) carbamato de p-aminobencilo;

vii) p-aminobenciloxicarbonilo; o

viii) acido y-aminobutirico; acido a,o-dimetil y-aminobutirico o acido f3,p-dimetil y-aminobutirico.

11. Un método o un conjugado de anticuerpo-farmaco como se reivindica en la reivindicacion 9, en el que W es

caT CcOoT
—0 —O0CO

O

enlaque TesO,SoN.

12. Un método o un conjugado de anticuerpo-farmaco como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 9-11,

enelque mynsonO.

13. Un método o un conjugado de anticuerpo-farmaco como se reivindica en la reivindicacion 9, en el que el

conjugado de anticuerpo-farmaco es:

a) AB-PG1-XG1-006-maleimida caproil-valina-citrulina-p-aminobenciloxicarbonil-monometilauristatin

norefedrina;

b) AB-PG1-XG1-006-maleimida caproil-valina-citrulina-p-aminobencilo carbamato de-monometilauristatin

norefedrina;

c) AB-PG1-XG1-006-maleimida caproil-valina-citrulina-p-aminobenciloxicarbonil-monometilauristatin

fenilalanina;

d) AB-PG1-XG1-006-maleimida carbamato de caproil-valina-citrulina-p-aminobencilo-monometilauristatin

fenilalanina;

e) AB-PG1-XG1-006-maleimida caproil-monometilauristatin fenilalanina;

f) AB-PG1-XG1-026-maleimida caproil-valina-citrulina-p-aminobenciloxicarbonil-monometilauristatin

norefedrina;

g) AB-PG1-XG1-026-maleimida carbamato de caproil-valina-citrulina-p-aminobencilo-monometilauristatin

norefedrina;

h) AB-PG1-XG1-026-maleimida caproil-valina-citrulina-p-aminobenciloxicarbonil-monometilauristatin

fenilalanina;

i) AB-PG1-XG1-026-maleimida carbamato de caproil-valina-citrulina-p-aminobencilo-monometilauristatin

fenilalanina; o

j) AB-PG1-XG1-026-maleimida caproil-monometilauristatin fenilalanina.

14. Un método o un conjugado de anticuerpo-farmaco como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-13,

en el que el anticuerpo monoclonal o su fragmento de unién a antigeno:
a) se une especificamente a un dominio extracelular de PSMA;

b) se une especificamente a un epitopo conformacional de PSMA,;
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c) se une a células vivas;
d) no requiere la lisis celular para unirse a PSMA; y/o
€) se une a células de la neovasculatura de un tumor.

15. Un método o conjugado de anticuerpo-farmaco como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en
el que el anticuerpo o su fragmento de unién a antigeno:

I) inhiben competitivamente la unién especifica de un segundo anticuerpo a su epitopo diana en PSMA, en el
que 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, Abgenix 4.152.1 y anticuerpos que comprenden:

(a) una cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la regiéon o
regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en
secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 2-7, y

(b) una cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la region o
regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en
secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 8-13, o

(c) una region variable de cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que
comprende la regién o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo
que consiste en secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 14, 18, 22,26 y 30, y

d) una regién variable de cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende
la region o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste
en secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 16, 20, 24, 28 y 32,

preferiblemente en el que 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 la region
o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en
secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 2y 3,y

(b) una cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la regién o
regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en
secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 8y 9, o

(c) una region variable de cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que
comprende la region o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del
grupo que consiste en secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 14y 18,y

d) una region variable de cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que
comprende la region o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del
grupo que consiste en secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 16 y 20,

y mas preferiblemente en el que el segundo anticuerpo comprende:
i)

(a) una cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la region
o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica expuesta como SEC ID NO: 2, y

(b) una cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la regién o
regiones codificantes de una secuencia nucleotidica expuesta como SEC ID NO: 8, o

(c) una region variable de cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que
comprende la regidon o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica expuesta como
SEC ID NO: 14,y

d) una region variable de cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que
comprende la regién o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica expuestas como
SEC ID NO: 16; y/o
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(a) una cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la region
o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica expuesta como SEC ID NO: 3, y

(b) una cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la regién o
regiones codificantes de una secuencia nucleotidica expuesta como SEC ID NO: 9, o

(c) una region variable de cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que
comprende la regién o regiones codificantes de la secuencia nucleotidica expuestas como SEC
ID NO: 18,y

d) una region variable de cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que
comprende la region o regiones codificantes de la secuencia nucleotidica expuestas como SEC
ID NO: 20; y/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, Abgenix 4.152.1 y anticuerpos que comprenden:

(a) una cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la regiéon o
regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en
secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 2-7, y

(b) una cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la region o
regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en
secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 8-13, o

(c) una region variable de cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que
comprende la regién o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo
que consiste en secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 14, 18, 22,26 y 30, y

d) una regién variable de cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende
la region o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste
en secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 16, 20, 24, 28 y 32.

16. Un método o un conjugado de anticuerpo-farmaco como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-13,
en el que el anticuerpo es codificado por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia nucleotidica
que es al menos 90% idéntica a una secuencia nucleotidica 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 la regiéon o regiones
codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en secuencias nucleotidicas
expuestas como SECIDNOs: 2y 3,y

(b) una cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la regidon o regiones
codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en secuencias nucleotidicas
expuestas como SECIDNOs: 8y 9,0

(c) una region variable de cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la
region o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en
secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 14y 18,y

d) una regioén variable de cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la
region o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en
secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 16 y 20,

preferiblemente en el que el anticuerpo es codificado por una molécula de acido nucleico que comprende una
secuencia nucleotidica que es al menos:

i) 95%;
i) 97%;
iii) 98%; y/o
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iv) 99% idéntica.

17. Un método o un conjugado de anticuerpo-farmaco como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-13,
en el que el anticuerpo o su fragmento de unién a antigeno:

I) es AB-PG1-XG1-006, AB-PG1-XG1-026 o su fragmento de union a antigeno; y/o

II) se selecciona del grupo que consiste en anticuerpos que comprenden:
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a) una cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la regiéon o
regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en
secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 2y 3,y

b) una cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la region o
regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en
secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 8y 9, o

c) una region variable de cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que
comprende la regién o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo
que consiste en secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 14y 18,y

d) una regién variable de cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende
la region o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste
en secuencias nucleotidicas expuestas como SEC ID NOs: 16y 20, y

sus fragmentos de union a antigeno,

preferiblemente en el que el anticuerpo o su fragmento de unién a antigeno comprende:
i)
(a) una cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la

region o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica expuesta como SEC ID NO: 2,
y

(b) una cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la
region o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica expuesta como SEC ID NO: 8,
o}

(c) una region variable de cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico
que comprende la region o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica expuesta
como SEC ID NO: 14,y

(d) una region variable de cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que
comprende la region o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica expuesta como
SEC ID NO: 16,y

sus fragmentos de unién a antigeno; y/o

(a) una cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la
region o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica expuesta como SEC ID NO: 3,

y

(b) una cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la
region o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica expuesta como SEC ID NO: 9,
o}

(c) una region variable de cadena pesada codificada por una molécula de acido nucleico
que comprende la regién o regiones codificantes de la secuencia nucleotidica expuesta
como SEC ID NO: 18,y

(d) una region variable de cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que
comprende la region o regiones codificantes de la secuencia nucleotidica expuesta como
SEC ID NO: 20, y

sus fragmentos de unién a antigeno.
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18. Un conjugado de farmaco-anticuerpo de antigeno de membrana especifico de préstata (ADC de PSMA) para
tratar un sujeto que tiene un cancer de prostata metastasico progresivo, resistente a la castracion, que ha
progresado tras una terapia previa con taxano, en el que el ADC de PSMA consiste esencialmente en un anticuerpo
monoclonal humano contra PSMA conjugado a monometilaurastatin norefedrina (MMAE) via un ligador de valina-
citrulina, y esta en una cantidad suficiente para 1) retrasar o inhibir la progresién del cancer, 2) incrementar la
supervivencia del sujeto en comparacion con la supervivencia media de sujetos no tratados con el ADC de PSMA y
que tienen cancer de prostata metastasico progresivo, resistente a la castracion, que ha progresado tras una terapia
previa con taxano, 3) disminuir un nivel circulante de células tumorales circulantes (CTCs) en comparaciéon con un
nivel de linea base, o 4) disminuir o estabilizar un nivel sérico de PSA en comparacién con un nivel de linea base de
PSA.

19. Un ADC de PSMA como se reivindica en la reivindicacion 18, en el que:
i) el taxano es docetaxel;

ii) el anticuerpo humano es una IgG1 que comprende (a) una cadena pesada codificada por una molécula de
acido nucleico que comprende la region o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica expuesta
como SEC ID NO: 2, y (b) una cadena ligera codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la
region o regiones codificantes de una secuencia nucleotidica expuesta como SEC ID NO: 8;

iii) el retraso o inhibiciébn de la progresion del cancer se demuestra mediante cambios en la imagen
radiografica en la carga tumoral en comparacion con una imagen radiografica inicial en el sujeto antes de la
administracion del ADC de PSMA, preferiblemente en el que el cambio en la imagen radiografica es un
cambio de al menos:

a) 10%;
b) 20%;
c) 30%;
d) 40%;
e) 50%; ylo
f) 60%; y/o

iv) el retraso o inhibicion de la progresion del cancer se demuestra mediante un cambio en al menos un
biomarcador para metastasis 6sea y metabolismo 6seo en comparacién con un valor de linea base antes de
la administracién del ADC de PSMA, preferiblemente en el que el biomarcador es N-telopéptido, fosfatasa
alcalina 6sea, osteocalcina, calcitonina, calcio, piridinolina o desoxipiridinolina.

20. Un conjugado de anticuerpo-farmaco que comprende un anticuerpo, o su fragmento de unién a antigeno, que se
une especificamente a PSMA, conjugado a un derivado de dolastatina 10, para uso en un método para tratar un
cancer que expresa PSMA, resistente a taxano.

21. Un conjugado de anticuerpo-farmaco como se reivindica en la reivindicacion 20, en el que:

a) el método implica exterminar células cancerosas que expresan PSMA, resistentes a taxano, en el que,
preferiblemente, las células cancerosas que expresan PSMA, resistentes a taxano, se exterminan mediante el
conjugado;

b) el PSMA tiene la secuencia expuesta en SEC ID NO: 1;

c) el cancer es cancer de prostata metastasico progresivo, resistente a la castracion, que ha progresado tras
una terapia previa con taxano;

d) el derivado de dolastatina 10 es una auristatina; y/o

e) la dolastatina es MMAE (monometilauristatina E o monometilauristatin norefedrina) o MMAF
(monometilauristatina F o monometilauristatin fenilalanina).
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ESTIRPES CELULARES MFI ICs0 (NM) POTENCIA | SELECTIVIDAD®
(nM)?
POSITIVA A PSMA
C4-2 (PROSTATA) 88 + 50 (n = 2) 0,10 £0,01 (n = 3)
) 0,26 £ 0,20 1,131
LNCaP (PROSTATA) 140 (n=1) 0,20 £ 0,07 (n = 3)
3T3-PSMA (FIBROBLASTO) 31453 (n=2) 0,49 + 0,20 (n = 3)
NEGATIVA A PSMA
RAMOS (LINFOCITO B) 10,6 + 10,4 (n = 2) 46£13(n=2)
IMR-90 (FIBROBLASTO| 1,9+0,6(n=2) 62 £55(n=3)
PULMONAR)
PC-3 (PROSTATA) 6,6+6,1(n=2) 74 10 (n = 3)
Hep 3B (HIGADO) 55(n=1) 113 £87 (n=3) 299 + 355 1131
Hela (CUELLO UTERINO) 33£12(n=2) 173 £61 (n=3)
MCF7 (MAMA) 22(n=1) 192 + 87 (n=3)

3T3 (FIBROBLASTO)
Caco-2 (COLON)

10,2+8,7 (n = 2)
8,4+25(n=2)

822 + 151 (n = 3)
912 (n = 1)

"INTENSIDAD MEDIA DE FLUORESCENCIA DE LA TINCION DE PSMA MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

> MEDIA DE ICsps (CONCENTRACION REQUIRIDA PARA EXTERMINAR EL 50% DE LAS CELULAS) DE TODAS
LAS ESTIRPES CELULARES POSITIVAS A PSMA O NEGATIVAS A PSMA

°® LAS SELECTIVIDAD ES IGUAL A LA RELACION DE POTENCIAS DETERMINADA PARA LAS ESTIRPES

CELULARES NEGATIVAS A PSMA O POSITIVAS A PSMA

Fig.6
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