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DESCRIPCION
Inmunidad tumoral
Campo técnico

Esta invencion se relaciona con oncologia, y mas particularmente con métodos y composiciones para el tratamiento del
cancer.

Antecedentes

El disefio de estrategias terapéuticas para estimular respuestas inmunitarias antitumorales potentes, especificas y
duraderas es un objetivo central de la inmunologia del cancer. La caracterizaciéon genética y bioquimica de antigenos
tumorales ha llevado al descubrimiento de que la mayoria de los pacientes con cancer desarrollan alguna forma de
respuesta inmunitaria a neoplasias en desarrollo. Sin embargo, la formaciéon y progresion de una enfermedad
clinicamente evidente implica que las reacciones enddgenas son tipicamente ineficaces. Dos caracteristicas de la
biologia de células tumorales contribuyen a una respuesta antitumoral relativamente débil. En primer lugar, ya que las
células tumorales se derivan de células normales, el sistema inmunoldgico puede no reconocer a las células tumorales
como peligrosas o extrafias. En segundo lugar, las células tumorales tienden a expresar un complemento reducido de
los receptores y moléculas en que el cuerpo se basa para activar las respuestas inmunitarias. El analisis de los
mecanismos subyacentes al escape tumoral de la vigilancia inmunitaria ha puesto de manifiesto la ineficiencia de la
presentacion de antigeno tumoral mediada por células dendriticas y la regulacion inmunitaria negativa como factores
criticos que restringen la potencia de las respuestas del hospedero.

Los enfoques para estimular y potenciar la inmunidad antitumoral que estan bajo evaluacion clinica activa incluyen
vacunas contra el cancer contra antigenos especificos de células tumorales o células tumorales enteras, anticuerpos
monoclonales, citocinas recombinantes e infusiones celulares adaptativas. Los ensayos clinicos de Fase |, Il y lll para
evaluar estas estrategias se resumen en Hodi y Dranoff (2006); Laheru y Jaffee (2005); y Finn (2003). Los ensayos
clinicos Fase lll en curso para evaluar la inmunoterapia contra el cancer se describen ademas en la base de datos de
ensayos clinicos del Instituto Nacional del Cancer en http://cancer.gov/clinicaltrials.

El uso de las células tumorales propias del paciente (células autdlogas) para estimular la inmunidad antitumoral ha sido
objeto de investigacion activa durante muchos afios. Esfuerzos recientes se han centrado en el desarrollo de estrategias
para aumentar la eficacia de las vacunas de células tumorales autdlogas. Una serie de articulos ha descubierto el
potencial terapéutico de la manipulacion del equilibrio de citocinas dentro del microambiente tumoral (ver, por ejemplo,
Forni et al., 1988, Cancer and Met. Reviews 7: 289-309; Watanabe et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86: 9456-
9460; Gansbacher et al., 1990, Cancer Res. 50: 7820-7825; Tepper et al., 1990, Cell 60: 503-512; Fearon et al., 1990
Cell 60: 397-403; Colombo et al., 1991, J.Exptl. Med., 173: 889-897; Hock et al., 1991, J. Exptl. Med., 174: 1291-1298;
Rollins et al., 1991, Mol. Cell Biol., 11: 3125-3131; Teng et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 3535-3539).
Investigaciones relevantes que implicaron un analisis comparativo de las capacidades relativas de multiples moléculas
inmunoestimuladoras para potenciar las respuestas del hospedero después de la transferencia de genes a las células
tumorales identific6 el GM-CSF como el mas potente de 33 productos probados (Dranoff et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 90: 3539-3543; patente de Estados Unidos nim. 5,904,920; Dranoff, 2002, Immunol. Rev. 188: 147-154).

La capacidad de células tumorales autdlogas que han sido modificadas genéticamente para expresar GM-CSF de
estimular una respuesta antitumoral a pacientes con cancer humano ha sido el objeto de una serie de ensayos clinicos.
Una variedad de indicadores clinicos de una respuesta antitumoral, por ejemplo, aumento del tiempo de supervivencia,
necrosis tumoral, regresion tumoral, infiltracion tumoral por linfocitos CD4* y CD8*, presencia de alto titulo de
anticuerpos contra antigenos tumorales en sueros post-inmunizacién y la destruccion selectiva de la vasculatura
tumoral, ha sido reportada en ensayos clinicos en pacientes que sufren de melanoma metastasico (Soiffer et al., 1997,
Hum. Gene Ther. 8: 111-123; Soiffer et al., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 95: 13141-13146; Soiffer et al., 2003, J.
Clin. Oncol. 21: 3343-3350); carcinoma de pulmon de células no pequefas (Salgia et al., 2003, J. Clin. Oncol., 21:624-
630;Nemunaitis et al., 2004, J. Natl. Cancer Inst., 96: 326-331); carcinoma de células renales (Simons et al., 1997,
Cancer Res., 57: 1537-1546; Tani et al, 2004, Mol. Ther. 10: 799-816.); y carcinoma de prostata (Simons et al., 1999,
Cancer Res. 59: 5160-5168). Los resultados de los ensayos clinicos establecieron que la vacunacién con células
tumorales autélogas mejoré consistentemente la inmunidad antitumoral en pacientes con cancer avanzado. Sin
embargo, debido a que la mayoria de los pacientes aun asi sucumbieron a la progresion de la enfermedad, hay una
necesidad continua de vacunas antitumorales eficaces y potentes. El documento WO 95/15171 describe un polipéptido
que tiene la especificidad de union al anticuerpo del antigeno HMFG de 46 Kdalton y su uso en el tratamiento del
cancer. El documento WO 01/68709 describe anticuerpos monoclonales que se unen a fosfatidilserina y su uso en un
método para promover una respuesta inmunitaria terapéutica contra el cancer. EI documento WO 00/02584 describe
anticuerpos contra aminofosfolipidos y su uso para inducir la destruccion de los vasos sanguineos tumorales y necrosis
tumoral.
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Se describen métodos y composiciones para la terapia del cancer. En particular, los métodos y composiciones descritos
en la presente descripcion estimulan la destrucciéon del tumor mediada por el sistema inmunitario. La presente invencién
se basa, en parte, en el descubrimiento de que las condiciones que dan lugar a la regulacion negativa del MFG-E8
pueden potenciar la destruccion tumoral estimulada por GM-CSF para provocar una respuesta antitumoral clinica.

El MFG-E8 se expresa en una serie de tejidos que incluyen glandula mamaria, musculo liso adrtico, sangre y células
hematopoyéticas, cerebro, corazén, pulmon, rifién, bazo, pancreas, ovario y piel. Se han encontrado niveles elevados
de MFG-ES8 en los sueros de pacientes con cancer de mama metastasico y en lineas celulares de carcinoma de mamay
glioma.

El MFG-E8 esta intimamente involucrado en la apoptosis, el mecanismo principal del cuerpo para eliminar células no
deseadas o potencialmente dafiinas. La apoptosis, 0 muerte celular programada, es esencial para la renovacion tisular,
la seleccion de células inmunitarias y la aniquilacion de células tumorales o infectadas por virus. La eliminacién rapida
de células apoptéticas por los fagocitos, por ejemplo, macréfagos y células dendriticas inmaduras, impide la liberacion
de material intracelular potencialmente toxico o inmunogénico de los cadaveres de células muertas. EI MFG-E8
promueve el englobamiento fagocitico de las células apoptéticas, al funcionar como una molécula puente entre la célula
moribunda y el fagocito.

En consecuencia, la invencion se define de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas. Se describe ademas un método
para tratar un cancer o sintoma de cancer en un sujeto. El método puede incluir administrar al sujeto una cantidad eficaz
de uno o mas antigenos de células tumorales que provocan una respuesta inmunitaria contra un tumor y un inhibidor de
MFG-ES8. El método puede incluir ademas administrar una composicién que comprende una cantidad eficaz de uno o
mas antigenos de células tumorales que provocan una respuesta inmunitaria contra un tumor y un inhibidor de MFG-ES.
El método puede incluir administrar una primera composicién que comprende una cantidad eficaz de uno o mas
antigenos de células tumorales que provocan una respuesta inmunitaria contra un tumor y administrar una segunda
composicion que comprende una cantidad eficaz de un inhibidor de MFG-E8. La etapa de administrar una cantidad
eficaz de uno o mas antigenos de células tumorales puede incluir la administracién de células tumorales autélogas. Las
células tumorales autdélogas pueden expresar GM-CSF. Las células tumorales autdélogas pueden portar ADN
recombinante que codifica para GM-CSF. Las células tumorales autdélogas pueden ser incapaces de proliferar. Las
células tumorales autdlogas pueden haber sido irradiadas. La cantidad eficaz de uno o mas antigenos de células
tumorales que provocan una respuesta inmunitaria contra un tumor y un inhibidor de MFG-E8 pueden administrarse por
inyeccion, infusién o inhalacion.

En una modalidad, el inhibidor de MFG-E8 se selecciona del grupo que consiste en un anticuerpo anti-MFG-ES8, un
anticuerpo anti-fosfatidilserina, un polipéptido MFG-E8 que carece de la capacidad de unirse a integrinas; y un
polipéptido MFG-E8 que carece de la capacidad de unirse a fosfatidilserina. El anticuerpo puede ser un anticuerpo
monoclonal, un anticuerpo policlonal, un fragmento Fab, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado o un
anticuerpo de cadena sencilla. Independientemente de la forma molecular precisa del anticuerpo, el anticuerpo es un
anticuerpo farmacéuticamente puro.

En otro aspecto de la descripcion, el método incluye administrar al sujeto una célula que expresa GM-CSF. La célula
que expresa GM-CSF puede secretar GM-CSF. La célula que expresa GM-CSF puede ser una linea celular modificada
genéticamente para expresar GM-CSF. La célula que expresa GM-CSF puede portar ADN recombinante que codifica
para GM-CSF. La linea celular que expresa GM-CSF puede ser la K562. La célula que expresa GM-CSF puede ser
incapaz de proliferar. La célula que expresa GM-CSF puede haber sido irradiada. En otro aspecto, el método puede
incluir administrar GM-CSF al sujeto. En otro aspecto, el método puede incluir administrar al sujeto un anticuerpo anti-
CTLA-4.

El cancer puede o no expresar niveles elevados de MFG-E8 y puede seleccionarse del grupo que consiste en
melanoma, cancer de mama, cancer de pulmoén, cancer de rifidn, cancer de ovario, cancer de colon y leucemia.

Los métodos y composiciones incluyen ademas la administracion al sujeto de una terapéutica convencional contra el
cancer. La terapéutica convencional contra el cancer es al menos quimioterapia, inmunoterapia, ablacién hormonal o
cirugia. En un aspecto, la terapéutica convencional contra el cancer puede ser un inhibidor de la angiogénesis. Ejemplos
de inhibidores de angiogénesis incluyen agentes que bloquean la funciéon del factor de crecimiento del endotelial
vascular (VEGF) tal como Bevacizumab (Avastin®, Genentech, Inc.). Otros ejemplos incluyen, sin limitacion, Dalteparina
(Fragmin®), Suramin ABT-510, Fosfato de Combretastatina A4, Lenalidomida, LY317615 (Enzastaurina), Isoflavona de
Soya (Genisteina, Proteina de Soya Aislada) AMG-706, anticuerpo anti-VEGF, AZD2171, Bay 43-9006 (tosilato de
Sorafenib), PI-88, PTK787/ZK 222584 (Vatalanib), SU11248 (malato de sunitinib), VEGF-Trap, XL184, ZD6474,
Talidomida, ATN-161, EMD 121974 (Cilenigtida) y Celecoxib (Celebrex®).

Se proporcionan ademas composiciones que comprenden uno o mas antigenos de células tumorales que provocan una
respuesta inmunitaria contra un tumor y un inhibidor de MFG-E8. La composicion puede incluir células tumorales
autdlogas que expresen uno o mas antigenos de células tumorales. Las células tumorales autélogas pueden expresar
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GM-CSF. Las células tumorales autodlogas pueden portar ADN recombinante que codifica para GM-CSF. Las células
tumorales autdlogas pueden ser incapaces de proliferar. Las células tumorales autélogas pueden haber sido irradiadas.

En otro aspecto, el inhibidor de MFG-E8 se selecciona del grupo que consiste en un anticuerpo anti-MFG-E8, un
anticuerpo anti-fosfatidilserina, un polipéptido MFG-E8 que carece de la capacidad para unirse a integrinas; y un
polipéptido MFG-E8 que carece de la capacidad de unirse a fosfatidilserina. La composicion puede incluir una célula que
expresa GM-CSF. La célula que expresa GM-CSF puede secretar GMCSF. La célula que expresa GM-CSF puede ser
una linea celular modificada genéticamente para expresar GMCSF. La célula que expresa GM-CSF puede portar ADN
recombinante que codifica para GMCSF. La linea celular puede ser la K562. La célula que expresa GM-CSF puede ser
incapaz de proliferar. La célula que expresa GM-CSF puede haber sido irradiada. En otro aspecto, la composiciéon
puede incluir GM-CSF. La composicién puede incluir un portador farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la composicion puede incluir una terapéutica convencional contra el cancer. La terapéutica
convencional contra el cancer puede ser un inhibidor de la angiogénesis. El inhibidor de la angiogénesis puede inhibir la
actividad del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF).

Los detalles de una o mas modalidades de la invencion se exponen en los dibujos adjuntos y en la descripcion mas
adelante. Otras caracteristicas, objetos, y ventajas de la invencion resultaran evidentes a partir de la descripcion y los
dibujos, y de las reivindicaciones.

Descripcion de los dibujos

La Figura 1 representa los resultados de un experimento que demuestra que el GM-CSF regula la fagocitosis de células
apoptoticas. (A) Se afiadieron células entradas en apoptosis por dexametasona o etopdsido o en necrosis mediante
congelacion-descongelacion, a macrofagos peritoneales CD11b+ de tipo silvestre o deficientes en GM-CSF y la
eficiencia de la ingestion se midié por citometria de flujo. (B) Las células dendriticas CD11c* de tipo silvestre o
deficientes en GM-CSF aisladas del bazo o generadas a partir del cultivo de precursores de médula ésea con FIt3-L
fueron expuestas a timocitos apoptéticos marcados y la fagocitosis se determiné por citometria de flujo. (C) Macréfagos
peritoneales de tipo silvestre, deficientes en GM-CSF/IL-3 o GM-CSF/IL-3/IFN-y (tres ratones por grupo) fueron
expuestos a timocitos apoptoticos o necréticos durante dos horas y los sobrenadantes de cultivo fueron medidos para
TGF IL-1, IL-6, IL-12p70 e IL-23p19 mediante ELISA. No se observaron diferencias significativas en la produccion de IL-
10 o TNF-a (no mostrado). (D) Los macréfagos peritoneales de tipo silvestre o deficientes en GM-CSF/IL-3/IFN-y se
cargaron con timocitos apoptéticos o necroticos durante dos horas y después se co-cultivaron con esplenocitos Balb/c
de tipo silvestre durante 72 horas. La proliferacion se determind mediante la captacion de 3H-timidina. Los resultados
son representativos de dos o tres experimentos independientes.

La Figura 2 representa los resultados de un experimento que demuestra que el GM-CSF regula la captacién de células
apoptoticas mediada por MFG-E8. (A) Se aislaron macréfagos de tipo silvestre o deficientes en GM-CSF de la cavidad
peritoneal, higado, bazo y lavado broncoalveolar, fueron expuestos a células apoptéticas durante la noche y la
expresion de MFG-E8 se determind por citometria de flujo. (B) Las células dendriticas esplénicas o derivadas de médula
O6sea generadas en presencia de FIt3-L de tipo silvestre o deficientes en GM-CSF fueron expuestas a células
apoptoticas durante la noche y tefiidas para MFG-E8. (C) Los macrofagos peritoneales de tipo silvestre o deficientes en
GM-CSF se transdujeron con vectores retrovirales que codifican MFG-ES8, el mutante de RGE, o GFP y se evaluaron
para la fagocitosis de timocitos apoptéticos marcados. (D) Macrofagos peritoneales de tipo silvestre, deficientes en GM-
CSF/IL-3 o GM-CSF/IL-3/IFN-y, modificados genéticamente para expresar MFG-E8, el mutante de RGE o GFP (cuatro
ratones por grupo) fueron expuestos a timocitos apoptéticos y el sobrenadante de cultivo fue analizado para la
produccion de citocinas mediante ELISA. (E) Los macrofagos peritoneales de tipo silvestre o deficientes en GM-CSF/IL-
3/IFN-y modificados genéticamente para expresar MFG-E8, el mutante de RGE o GFP, fueron expuestos a timocitos
apoptoticos durante dos horas y después co-cultivados durante 72 horas con esplenocitos Balb/c de tipo silvestre, con o
sin anticuerpos neutralizantes de TGF-B. La proliferacion se determind mediante la captacién de 3H-timidina. Los
resultados son representativos de dos a cuatro experimentos independientes.

La Figura 3 representa los resultados de un experimento que demuestra que el GM-CSF contribuye a la homeostasis de
Treg a través de MFG-E8. (A) Los macréfagos peritoneales de tipo silvestre o deficientes en GM-CSF/IL-3/IFN-y
modificados genéticamente para expresar MFG-ES8, el mutante RGE o GFP fueron expuestos a timocitos apoptoticos
durante dos horas y después co-cultivados durante 72 horas con esplenocitos singénicos tipo silvestre. Las Tregs que
expresan FoxP3 fueron analizadas por citometria de flujo. (B) Se afiadieron anticuerpos de bloqueo a TGF-f y MHC
clase Il o isotipo de control al co-cultivo de macréfagos cargados de células apoptoéticas y esplenocitos singénicos. (C)
Los sobrenadantes de cultivo de macréfagos expuestos a células apoptéticas se ensayaron para determinar la actividad
quimiotactica contra células T CD4*25" y CD4*CD25 . Se afnadieron anticuerpos de bloqueo contra CCL22 o isotipo de
control segun se indica. (D) Se analizaron los esplenocitos de ratones de tipo silvestre, deficientes en GM-CSF/IL-3 o
GM-CSF/IL-3/IFN-y para la expresion de CD4, CD25 y FoxP3. Los resultados son representativos de dos a cinco
experimentos.

La Figura 4 representa los resultados de un experimento que demuestra que el GM-CSF regula células T efectoras
CD4* a través de MFG-ES8. (A) Los macréfagos peritoneales de tipo silvestre, deficientes en GM-CSF/IL-3 o GM-CSF/IL-
4
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3/IFN-y fueron expuestos a timocitos apoptoticos durante dos horas y co-cultivados durante 72 horas con células T
virgenes singénicas de tipo silvestre CD3*CD45RA*CD62". Las células T se analizaron después para la produccion de
IL-17 e IFN-y. (B) Las células dendriticas derivadas de médula 6sea generadas en presencia de Flt3-L de tipo silvestre,
deficientes en GM-CSF o GM-CSF/IFN-y, se expusieron a timocitos apoptoticos durante dos horas y se usaron para
estimular células T virgenes singénicas de tipo silvestre. (C) Los macréfagos de tipo silvestre o deficientes en IFN-y
modificados genéticamente para expresar el mutante RGE o GFP se expusieron a timocitos apoptéticos durante dos
horas y se usaron para estimular células T virgenes singénicas de tipo silvestre. (D). Los esplenocitos de ratones de tipo
silvestre, deficientes en GM-CSF o GM-CSF/IFN-y fueron estimulados con PMA e ionomicina. Se muestra la produccién
de citocinas para las células CD3*CD4" seleccionadas. Se obtuvieron resultados similares en dos experimentos.

La Figura 5 representa los resultados de un experimento que demuestra que la reconstitucion de MFG-E8 restaura la
homeostasis in vivo de células T CD4*. (A) Los macrofagos peritoneales recuperados dos meses después del trasplante
con médula 6sea transducida con GFP, MFG-E8, o RGE (cinco ratones por grupo) se ensayaron para la fagocitosis de
timocitos apoptéticos marcados con TAMRA. (B) Niveles de citocinas medidos mediante ELISA en sueros obtenidos dos
meses después del trasplante (n=4). (C) Los esplenocitos (n=4) se cosecharon dos meses después del trasplante y se
ensayaron para la expresion de FoxP3 e (D) IL-17 e IFN-y. Se muestra la produccion de citocinas para las células
CD3*CD4" seleccionadas. (E) Los macrofagos peritoneales de ratones trasplantados se cargaron con células
apoptoticas y se usaron para estimular esplenocitos alogénicos Balb/c. La proliferacion se determind mediante la
captacion de 3H-timidina. Se obtuvieron resultados similares en dos experimentos de trasplante independientes.

La Figura 6 representa los resultados de un experimento que demuestra que la expresion de MFG-E8 es regulada
negativamente tras la maduracion de las células presentadoras de antigeno. (A) Los macréfagos peritoneales de tipo
silvestre fueron expuestos a células apoptoéticas y se determind la expresion de peptidoglicano (TLR2), poli-IC (TLR3),
LPS (TLR) o CpG (TLR9) y MFG-E8. (B) Los macréfagos peritoneales de tipo silvestre fueron modificados
genéticamente para expresar MFG-E8 o GFP y fueron expuestos a células apoptéticas con o sin LPS. Los
sobrenadantes de cultivo se ensayaron para la produccion de TGF-8 e IL-6 con ELISA. (C) Los macrofagos peritoneales
que expresaron MFG-E8 o GFP se expusieron a células apoptoticas con o sin LPS y se co-cultivaron con esplenocitos
Balb/c alogénicos. La proliferacion se determind mediante la captacion de 3H-timidina. (D) Se ensayaron células
dendriticas derivadas de médula 6sea generadas en presencia de Flt3-L o GM-CSF para la expresion de B220 y MFG-
E8. Se afadio LPS o células necréticas inducidas por congelacion-descongelacion donde se indica. (E) Las células
dendriticas derivadas de Flt3-L se clasificaron en poblaciones B220* y B220-, se expusieron a células apoptéticas o
necroticas, y se ensayaron para la produccion de TGF-$ e IFN-a mediante ELISA. Se obtuvieron resultados similares en
dos experimentos independientes.

La Figura 7 representa los resultados de un experimento que demuestra que MFG-E8 modula la actividad de
vacunacion de células B16 irradiadas secretoras de GM-CSF. (A) Los ratones C57BI/6 de tipo silvestre se vacunaron
subcutaneamente con 1 x 108 células B16 irradiadas como se indica y se desafiaron al séptimo dia con 1 x 108 células
vivas B16 (8 ratones por grupo). (B) Se inyectaron ratones C57BI/6 con 1 x 10° células B16 vivas y se administraron las
vacunas como se indica en los dias 0, 7 y 14 (8 ratones por grupo). (C) Los linfocitos infiltrantes de tumores se
cosecharon de los sitios de desafio B16 de ratones tratados con las vacunas indicadas y se analizaron para células T
CD4* que expresan FoxP3. Los resultados son representativos de cinco experimentos. (D) Los linfocitos infiltrantes del
tumor se analizaron para células T CD4* que expresan FoxP3 y activacion de células T CD8*. Se obtuvieron resultados
similares en dos experimentos. (E) Se analizaron los linfocitos infiltrantes de tumores para la produccion de IFN-y TRP-2
especifico con un ELISPOT. (F). Aspecto macroscépico de los tumores de desafio B16 en ratones tratados con las
vacunas indicadas (8 ratones para B16-GM-CSF y B16-GM-CSF/MFG-E8 y 2 ratones para B16-GM-CSF/RGE).

La Figura 8 representa los resultados de un experimento que demuestra que los macréfagos deficientes en GM-CSF
muestran una expresion reducida de multiples productos génicos implicados en la captacién mediada por fosfatidilserina
de células apoptoticas. Los macréfagos peritoneales de tipo silvestre o deficientes en GM-CSF se expusieron a células
apoptoticas y después se ensayaron para la expresion de a,s, Mer y Gas-6. Se obtuvieron resultados similares en dos
experimentos.

La Figura 9 representa los resultados de un experimento que demuestra que el GM-CSF regula la homeostasis
periférica de los Tregs. Se analizaron los ganglios linfaticos y timo de tipo silvestre o deficientes en GM-CSF para las
células T CD4* que expresan FoxP3. Se muestran las células T CD3* seleccionadas. Se obtuvieron resultados similares
en dos experimentos.

La Figura 10 representa los resultados de un experimento que demuestra que las células CD4*CD25" deficientes en
GM-CSF muestran una actividad supresora reducida. Las células T CD4*CD25* se purificaron a partir de los bazos de
ratones de tipo silvestre y deficientes en GM-CSF/IL-3/IFN-y y se ensayaron para la supresion de la proliferacion de
células T CD4*CD25" estimulada por anti-CD3. Se obtuvieron resultados similares en tres experimentos.

La Figura 11 representa un modelo de las funciones duales del GM-CSF en la tolerancia e inmunidad protectora.
La Figura 12 representa la secuencia de aminoacidos del MFG-E8 humano (nimero de Genbank NM_005928, GlI:

5174556) que muestra las ubicaciones de los dominios de EGF y C y el motivo RGD.
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La Figura 13 representa los resultados de estudios que muestran que el GM-CSF regula in vivo la expresion de MFG-E8
en estado estacionario en células presentadoras de antigeno. La tincion de anti-MFG-E8 se detectd en los macréfagos
del centro germinal y los macrofagos alveolares pulmonares de tipo silvestre, pero no en ratones deficientes en GM-
CSF. El material eosinofilico en los alvéolos de ratones deficientes en GM-CSF es surfactante pulmonar. Aumento
original 25 X para los bazos, 250 X para los pulmones.

La Figura 14 representa los resultados de un estudio que muestra que el GM-CSF regula la expresion de MFG-E8 en
macrofagos de multiples tejidos. Se purificaron macrofagos de timo, bazo, higado y pulmon, y se determiné la expresion
de MFG-E8 mediante citometria de flujo.

La Figura 15 representa los resultados de un estudio que muestra que MFG-E8 regula la ingestion de células
apoptoticas por los macrofagos en un modo dependiente de GM-CSF. Los macrofagos peritoneales marcados con
fluorescencia verde se co-cultivaron con timocitos apoptéticos de tipo silvestre marcados con fluorescencia roja
(tratados con dexametasona). El englobamiento de las células apoptoticas se visualizd con microscopia de
fluorescencia, aumento 200 X.

La Figura 16 representa los resultados de un estudio que muestra que el MFG-E8 se expresa en macréfagos asociados
a tumores en melanomas humanos. Aumento original 100 X, inserto 250 X.

Descripcion detallada

La mezcla de citocinas producida en el microambiente tumoral juega un papel decisivo en la determinacion del resultado
de la reaccion antitumoral del hospedero. La citocina factor de estimulacion de colonias de granulocitos-macréfagos
(GM-CSF) potencia la proteccion contra tumores. Los experimentos descritos en los ejemplos indican que se requiere
GM-CSF para la expresion del glébulo de grasa de la leche EGF 8 (MFG-E8) en células presentadoras de antigeno y
que la fagocitosis mediada por MFG-E8 de células apoptéticas es un determinante clave de la tolerancia e inmunidad
desencadenada por GM-CSF. Los experimentos descritos mas adelante demuestran que las condiciones que inhiben la
actividad de MFG-E8 potencian la destruccion tumoral estimulada por GM-CSF.

Se describen en la presente descripcion materiales y métodos relacionados con la produccion y uso de composiciones
moduladoras de MFG-E8 para el tratamiento, inhibicion y manejo de enfermedades y trastornos asociados con el
cancer, asi como el tratamiento, inhibicién y manejo de los sintomas de tales enfermedades y trastornos. En algunas
modalidades, la composicién moduladora de MFG-ES8 incluye una o mas formas mutantes de MFG-E8 que carecen de
la capacidad de unirse a uno o mas ligandos de MFG-ES8. En algunas modalidades, las composiciones moduladoras de
MFG-E8 pueden administrarse junto con, después o antes de otras inmunoterapias, por ejemplo, la vacunaciéon con
células tumorales autdlogas. En algunas modalidades, las células tumorales autélogas expresan GM-CSF.
Alternativamente, o adicionalmente, la composicion moduladora de MFG-E8 puede incluir una célula adicional que
expresa GM-CSF. Tales métodos pueden usarse para potenciar tanto la inmunoterapia clinica como las terapias
convencionales contra el cancer.

Composiciones moduladoras de MFG-E8

En la presente descripcion se proporcionan composiciones moduladoras de MFG-E8. Como se usa en la presente
descripcién, el término "modulacion” se refiere a un aumento o disminucion en el nivel de actividad de MFG-E8 con
respecto a la actividad de MFG-E8 en una muestra bioldgica que no ha sido expuesta al modulador MFG-ES8. El cambio
en la actividad puede causarse por una alteracion en el nivel del polipéptido MFG-E8 o por una alteraciéon en una o mas
actividades bioldgicas de MFG-E8. Por ejemplo, como se describe con mayor detalle mas adelante, un inhibidor de
MFG-E8 puede ser un agente que interfiere con la unién de MFG-E8 a una integrina (por ejemplo, avf3 y/o avf5) o
interfiere con la union de MFG-ES8 a |a fosfatidilserina expresada en la superficie de una célula.

El MFG-E8 (también conocido como antigeno epitelial mamario BA46, lactadherina, HMFG, MFGM, Medin, EDIL1,
OAcGD3S, HsT19888 y SED1) es una glicoproteina que se encuentra tanto en la forma asociada a membrana periférica
como en la secretada. El MFG-E8 se expresa en una serie de tejidos que incluyen glandula mamaria, muasculo liso
aortico, sangre y células hematopoyéticas, cerebro, corazon, pulmédn, rifiéon, bazo, pancreas, ovario y piel. Se han
encontrado niveles elevados de MFG-E8 en los sueros de pacientes con cancer de mama metastasico y en lineas
celulares de carcinoma de mama y glioma. Las secuencias de ADNc y de aminoacidos que codifican un polipéptido
humano MFG-ES8 representativo (nUmero de Genbank NM_005928, Gl: 5174556) se muestran en los Ejemplos 14y 15,
respectivamente. Otras formas representativas de MFG-E8 tienen una secuencia de aminoacidos que tiene 1, 2, 3, 4, 5,
10 o mas cambios de aminoacidos en comparacidon con la secuencia de aminoacidos del nimero de Genbank
NM_005928, Gl: 5174556). Otras secuencias de aminoacidos que se han identificado para MFG-ES8 incluyen, por
ejemplo, sin limitacion, NP_005919, Gl: 5174557; Q08431 GI: 2506380; AAC50549, GI: 1381162; y AAH03610, GlI:
13177648.

El polipéptido MFG-ES8 incluye dos dominios repetidos similares al EGF en el lado N-terminal y dos dominios C (similar a
la discoidina) repetidos homologos a los dominios C1 y C2 de los factores V y VIII de coagulacion sanguinea. El
6
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segundo dominio similar al EGF de MFG-E8 contiene un motivo de secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) de unién a integrina,
que se conserva en todas las secuencias conocidas de MFG-E8. El motivo RGD de MFG-E8 se une fuertemente a las
integrinas avB3 y avp5. Las proteinas MFG-E8 también se unen a fosfolipidos anidnicos, especialmente fosfatidilserina
(PS). La unién de PS a MFG-E8 parece estar mediada a través del segundo dominio C (dominio C2), de la misma
manera que la de los factores V y VIl de coagulacion sanguinea. Las ubicaciones de los dominios EGF y C y el motivo
RGD se muestran en la Figura 12.

El MFG-E8 esta intimamente involucrado en la apoptosis, el mecanismo principal del cuerpo para eliminar células no
deseadas o potencialmente dafiinas. La apoptosis, 0 muerte celular programada, es esencial para la renovacion tisular,
la seleccion de células inmunitarias y la aniquilacion de células tumorales o infectadas por virus. La eliminacion rapida
de células apoptoticas por fagocitos, por ejemplo, macréfagos y células dendriticas inmaduras, impide la liberacion de
material intracelular potencialmente téxico o inmunogénico de cadaveres de células muertas. El MFG-E8 promueve el
englobamiento fagocitico de las células apoptoticas, al funcionar como una molécula puente entre la célula moribunda y
el fagocito. A través de su dominio C2, el MFG-ES8 se une especificamente a la fosfatidilserina (PS) sobre la superficie
de la célula moribunda; a través de su motivo RGD N-terminal, el MFG-E8 se une especificamente a las integrinas avf3
y avB5 en la superficie del fagocito y, de esta forma entrega la célula moribunda al fagocito para su destruccion.

Una composicion moduladora de MFG-E8 puede incluir cualquier agente que altere especificamente la capacidad de
MFG-E8 de actuar como una molécula puente entre la célula apoptética y el fagocito, es decir, cualquier agente que
altere la unién del MFG-ES8 a sus ligandos, las integrinas av33 y PS.

Polipéptidos MFG-E8

Un modulador MFG-E8 puede ser una forma mutante de MFG-E8 que carece o carece sustancialmente de la actividad
de unién al ligando de MFG-E8. Por ejemplo, un modulador MFG-E8 puede ser una forma mutante del polipéptido MFG-
E8 que carece o carece sustancialmente de la capacidad de unirse a las integrinas fagociticas av3 y av5, mientras
retiene la capacidad de unirse a PS. Dicha forma mutante de MFG-E8 funciona como un mutante negativo dominante,
es decir, un mutante que afecta negativamente la funcién del producto génico de tipo silvestre normal dentro de la
misma célula. Por lo tanto, un polipéptido MFG-E8 que contiene una mutacién que anula la unién a la integrina puede
opsonizar eficientemente las células apoptéticas, pero no puede entregarlas al fagocito. Ademas, si se administra en
cantidades suficientes, la forma mutante puede ocupar todo o casi todo el PS disponible en las células apoptoéticas y de
esta manera impedir cualquier unién por la forma de tipo silvestre. La actividad de MFG-E8 se reducira, lo que afecta la
eliminacion fagocitica de las células apoptéticas.

Se puede usar cualquier mutacién que disminuya la unidon especifica entre MFG-ES8 y las integrinas fagociticas sin
alterar la union de MFG-E8 a PS. Las mutaciones que alteran la unién a las integrinas avf3 y av35 son bien conocidas
en la técnica. (ver, por ejemplo, Integrins in drug targeting-RGD templates in toxins. Lu et al. Curr Pharm Des.
2006;12(22):2749-69; Targeting RGD recognizing integrins: drug development, biomaterial research, tumor imaging and
targeting. Meyer et al. Curr Pharm Dcs. 2006;12(22):2723-47) Una mutacion altamente adecuada es aquella que
convierte la secuencia RGD N-terminal de MFG-E8 en una secuencia RGE, aunque puede usarse cualquier
combinacion de 1, 2, 3, 4, 5 0 6 y mas mutaciones en la secuencia de aminoacidos siempre que el polipéptido MFG-E8
mutante resultante retenga la actividad de union a PS. La actividad de unién a la integrina en un MFG-E8 mutante
puede reducirse en al menos 10 por ciento, por ejemplo, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90
o mas del 90 por ciento, en comparacién con la capacidad de unién a la integrina en el polipéptido MFG-E8 de tipo
silvestre.

Alternativamente, una composicién moduladora de MFG-E8 puede ser una forma mutante del polipéptido MFG-E8 que
carece o carece sustancialmente de la capacidad de unirse a PS, mientras retiene la capacidad de unirse a integrinas
fagociticas. Tales formas mutantes pueden unirse eficientemente a los fagocitos, pero son incapaces de opsonizar las
células apoptéticas. Si se administra a un nivel suficiente, la forma mutante puede ocupar toda o casi toda la integrina
avB3 y avB5 disponible sobre las células apoptoticas relevantes y de esta manera impedir sustancialmente la unién por
la forma de tipo silvestre. La actividad de MFG-E8 se reducira, lo que afecta la eliminacion fagocitica de las células
apoptoticas. Las mutaciones que alteran la unién a PS sin alterar la union a las integrinas incluyen, pero no se limitan a
las del dominio C-2. La actividad de unién a PS en un MFG-E8 mutante puede reducirse en al menos 10 por ciento, por
ejemplo, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 o mas del 90 por ciento, en comparacién con la
capacidad de unién a PS en el polipéptido MFG-ES8 de tipo silvestre.

Los polipéptidos MFG-E8 mutantes pueden generarse mediante cualquier método estandar de mutagénesis conocido
en la técnica o pueden ser variantes de origen natural de polipéptidos MFG-E8 que carezcan de la capacidad de unién a
integrina o de la capacidad de unién a PS del MFG-E8 de tipo silvestre. Las mutaciones en la secuencia de aminoacidos
de MFG-E8 pueden incluir deleciones, adiciones, sustituciones o cualquier combinaciéon de supresiones, adiciones,
sustituciones.

Los métodos estandar de mutagénesis se dirigen tipicamente a acidos nucleicos que codifican la proteina de interés.

Los términos "acido nucleico" y "polinucleétido” se usan indistintamente en la presente descripcion, y se refieren tanto al

ARN como al ADN, incluyendo ADNc, ADN gendémico, ADN sintético y analogos de acido nucleico que contienen ADN
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(o ARN). Los polinucledtidos pueden tener cualquier estructura tridimensional. Un acido nucleico puede ser de cadena
doble o de cadena sencilla (es decir, una cadena sentido o una cadena antisentido). Ejemplos no limitantes de
polinucledtidos incluyen genes, fragmentos génicos, exones, intrones, ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia,
ARN ribosémico, ARNip, micro ARN, ribozimas, ADNc, polinucleétidos recombinantes, polinucleétidos ramificados,
plasmidos, vectores, ADN aislado de cualquier secuencia, ARN aislado de cualquier secuencia, sondas de acido
nucleico, y cebadores, asi como analogos de acido nucleico. Las moléculas de acido nucleico pueden sintetizarse (por
ejemplo, mediante sintesis basada en fosforamidita) u obtenerse a partir de una célula bioldgica, tal como la célula de
un mamifero.

Un ejemplo de una secuencia de ADNc de MFG-E8 de tipo silvestre se muestra en la Figura 12; la secuencia de
aminoacidos de ADNc de MFG-E8 de tipo silvestre correspondiente se muestra en la Figura 13. Un ejemplo de una
secuencia de ADNc mutante de MFG-E8 se muestra en la Figura 14; la secuencia de aminoacidos de ADNc mutante de
MFG-E8 correspondiente se muestra en la Figura 15. Como se usa en la presente descripcion, el término "aislado"
como se usa en referencia a un acido nucleico se refiere a un acido nucleico que esta separado de otro acido nucleico
que esta presente en un genoma, e incluye los acidos nucleicos normalmente adyacentes a uno o ambos lados del
acido nucleico en un genoma. El término "aislado" como se usa en la presente descripcion con respecto a los acidos
nucleicos, incluye ademas cualquier secuencia de acido nucleico que no se produce de forma natural ya que tales
secuencias que no se producen de forma natural no se encuentran en la naturaleza y no tienen secuencias
inmediatamente contiguas en un genoma producido de forma natural.

Un acido nucleico aislado puede ser, por ejemplo, una molécula de ADN, siempre que una de las secuencias de acido
nucleico que se encuentra normalmente inmediatamente adyacente a esa molécula de ADN en un genoma natural esté
removida o ausente. De este modo, un acido nucleico aislado incluye, sin limitacion, una molécula de ADN que existe
como molécula separada (por ejemplo, un acido nucleico sintetizado quimicamente, ADNc, o fragmento de ADN
gendmico producido por PCR o tratamiento con endonucleasa de restriccion) independiente de otras secuencias asi
como ADN que se incorpora en un vector, un plasmido de replicacion auténoma, un virus (por ejemplo, un retrovirus,
lentivirus, adenovirus o virus del herpes), o en el ADN gendémico de un procariota o eucariota. Ademas, un acido
nucleico aislado puede incluir un acido nucleico modificado genéticamente tal como una molécula de ADN recombinante
que es parte de un acido nucleico hibrido o de fusién. Un acido nucleico existente entre cientos de millones de otros
acidos nucleicos dentro de, por ejemplo, bibliotecas de ADNc o bibliotecas gendmicas, o porciones de gel que contienen
un digesto de restriccion de ADN gendmico, no debe considerarse un acido nucleico aislado.

Los acidos nucleicos proporcionados en la presente descripcion pueden tener al menos aproximadamente 8 nucleétidos
de longitud. Por ejemplo, un acido nucleico puede ser de aproximadamente 8, 9, 10-20 (por ejemplo, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19 o 20 nucledtidos de longitud), 20-50, 50-100 o superior a 100 nucledtidos de longitud (por ejemplo,
superior a 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 750, 1000, 2000, 3000 o 4000 nucledtidos de longitud). En algunas
modalidades, un acido nucleico puede estar en una orientacién de sentido o antisentido, puede ser complementario a
una secuencia de referencia que codifica un polipéptido MFG-E8 (por ejemplo, Figura 12), y puede ser ADN, ARN o
analogos de acido nucleico. Los analogos de acido nucleico pueden modificarse en el fragmento base, en el fragmento
azucar o en el esqueleto de fosfato para mejorar, por ejemplo, la estabilidad, la hibridacién o la solubilidad del acido
nucleico.

Los tipos de mutaciones que un acido nucleico que codifica un polipéptido MFG-E8 puede portar incluyen, sin limitacion,
inserciones, deleciones, transiciones, transversiones e inversiones. Un acido nucleico que codifica un polipéptido MFG-
E8 puede incluir mas de una mutacion y mas de un tipo de mutacién. Tales mutaciones, si estan presentes dentro de la
secuencia codificante, pueden dar lugar a inserciones o deleciones de uno o mas aminoacidos de un polipéptido MFG-
E8, sustituciones conservativas o no conservativas de aminoacidos dentro de un polipéptido MFG-ES8, o la terminacion
prematura del polipéptido MFG-E8. La insercién o delecion de aminoacidos puede, por ejemplo, alterar la conformacion
de un dominio funcional. Las sustituciones no conservativas de aminoacidos pueden dar lugar a un cambio sustancial en
la mayor parte de la cadena lateral del residuo y, en Ultima instancia, pueden producir un cambio sustancial en la carga,
la hidrofobicidad o la estructura de un polipéptido. La terminacién prematura puede ademas causar alteraciones en la
estructura secundaria y terciaria del polipéptido. Ademas, las mutaciones de secuencia no codificantes (por ejemplo,
mutaciones en un promotor, elemento regulador o regiéon no traducida) pueden alterar las propiedades del patron de
expresion (por ejemplo, temporal, espacial o de desarrollo) de un polipéptido MFG-E8, por ejemplo, mediante el cambio
de las caracteristicas de unién de un factor de transcripcion que actua en cis.

En algunas modalidades, una molécula de acido nucleico proporcionada en la presente descripcion puede tener al
menos 95 % (por ejemplo, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,6 %, 99,7 %, 99,8 %, 99,9 % o 100 %) de identidad de
secuencia con una region de una secuencia de referencia (por ejemplo, Figura 12), siempre que la region incluya una o
mas mutaciones. Tales mutaciones son aquellas, por ejemplo, descritas en la presente descripcion. La region es de al
menos de diez nucledtidos de longitud (por ejemplo, 10, 15, 20, 50, 60, 70, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450,
500 o mas de 500 nucledtidos de longitud).

Al calcular el porcentaje de identidad de secuencia, se alinean dos secuencias y se determina el numero de

coincidencias idénticas de nucleétidos o residuos de aminoacidos entre las dos secuencias. El nimero de coincidencias

idénticas se divide por la longitud de la region alineada (es decir, el nimero de nucleétidos o residuos de aminoacidos
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alineados) y se multiplica por 100 para llegar a un valor de porcentaje de identidad de secuencia. Se apreciara que la
longitud de la region alineada puede ser una porcion de una o ambas secuencias hasta el tamafio de longitud completa
de la secuencia mas corta. Se apreciara ademas que una sola secuencia puede alinearse con mas de una otra
secuencia y, por lo tanto, puede tener valores de porcentaje de identidad de secuencia diferentes sobre cada region
alineada. Se observa que el valor de porcentaje de identidad se redondea generalmente al entero mas proximo. Por
ejemplo, 78,1 %, 78,2 %, 78,3 % y 78,4 % se redondean hacia abajo a 78 %, mientras que 78,5 %, 78,6 %, 78,7 %, 78,8
% y 78,9 % se redondean hacia arriba hasta 79 %. También se observa que la longitud de la region alineada es siempre
un numero entero.

Como se usa en la presente descripcion, el término "porcentaje de identidad de secuencia" se refiere al grado de
identidad entre cualquier secuencia de consulta dada y una secuencia sujeto. Un porcentaje de identidad para cualquier
acido nucleico o secuencia de aminoacidos de consulta, por ejemplo, un factor de transcripcion, con relacion a otra
secuencia de acido nucleico o aminoacido objeto puede determinarse como sigue.

Una secuencia de acido nucleico o de aminoacidos de consulta es alineada con una o mas secuencias sujeto de acido
nucleico o aminoacidos mediante el uso del programa informatico ClustalW (version 1.82) que permite realizar
alineaciones de secuencias de acido nucleico o de proteina a lo largo de toda su longitud (alineacion global).

ClustalW calcula la mejor coincidencia entre una secuencia consulta y una o mas secuencias sujeto, y las alinea para
que se puedan determinar identidades, similitudes y diferencias. Pueden insertarse huecos de uno o mas residuos en
una secuencia de consulta, en una secuencia sujeto, o en ambas, para maximizar alineaciones de secuencia. Para la
alineacion multiple de secuencias de acido nucleico, se pueden usar los siguientes parametros: penalizaciéon de apertura
del hueco: 15,0; penalizacidon por extension del hueco: 6,66; y transiciones de peso: si. Para la alineacién rapida por
pareja de las secuencias de proteinas, se utilizaron los siguientes parametros: tamafio de la palabra: 1; tamafo de
ventana: 5; método de graduacion: porcentaje; niumero de diagonales superiores: 5; penalizacion por hueco: 3. El
resultado es una alineacion de secuencia que refleja la relacion entre secuencias. ClustalW puede ejecutarse, por
ejemplo, en el sitio searchlauncher.bcm.tmc.edu/multi-align/multi-align.html de Search Launcher en el Baylor College of
Medicine y en el sitio ebi.ac.uk/clustalw del Instituto Europeo de Bioinformatica. Para determinar un porcentaje de
identidad entre una secuencia de consulta y una secuencia sujeto, el nimero de bases o aminoacidos coincidentes en la
alineacion se divide por el niumero total de bases o aminoacidos coincidentes o no coincidentes sin incluir los huecos,
seguido por la multiplicacion del resultado por 100. El resultado es el porcentaje de identidad de la secuencia sujeto con
respecto a la secuencia de consulta.

Los segmentos de acido nucleico que codifican el polipéptido MFG-E8 estan facilmente disponibles en el dominio
publico. Ejemplos de secuencias de MFG-ES8 incluyen, sin limitacion, el nimero de Genbank NM_005928, Gl: 5174556;
BD249734, Gl: 33059504; S56151, Gl: 235396; y BC003610, Gl: 34785035. Alternativamente, los acidos nucleicos
aislados proporcionados en la presente descripcion| pueden producirse mediante técnicas estandar, incluyendo, sin
limitacién, técnicas comunes de clonacién molecular y sintesis quimica de acidos nucleicos. Por ejemplo, se pueden
usar técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para obtener un acido nucleico aislado que contiene una
mutacion. PCR se refiere a un procedimiento o técnica en el cual los acidos nucleicos diana se amplifican
enzimaticamente. La informacion de secuencia de los extremos de la region de interés o mas alla se emplea tipicamente
para disefiar cebadores de oligonucledtidos que son idénticos en secuencia a cadenas opuestas de la plantilla a
amplificar. EI PCR puede usarse para amplificar secuencias especificas de ADN asi como ARN, lo que incluye
secuencias de ADN gendmico total o ARN celular total. Los cebadores tienen tipicamente de 14 a 40 nucledtidos de
longitud, pero pueden oscilar entre 10 nucledtidos y cientos de nucleétidos de longitud. Se describen técnicas de PCR
generales, por ejemplo en PCR Primer: A Laboratory Manual, ed. Dieffenbach y Dveksler, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1995. Cuando se usa ARN como fuente de plantilla, puede usarse la transcriptasa inversa para
sintetizar cadenas de ADNc. También puede usarse la reaccion en cadena de la ligasa, la amplificacion del
desplazamiento de la cadena, la replicacion de secuencia auto-sostenida o la amplificacién basada en la secuencia de
acido nucleico para obtener acidos nucleicos aislados. Ver, por ejemplo, Lewis, Genetic Engineering News, 12(9):1
(1992); Guatelli et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:1874-1878 (1990); y Weiss, Science, 254:1292 (1991).

Los acidos nucleicos aislados proporcionados en la presente descripcion pueden ademas sintetizarse quimicamente, ya
sea como una molécula de acido nucleico sencilla (por ejemplo, mediante el uso de sintesis automatizada de ADN en la
direccion 3' a 5' mediante el uso de tecnologia de fosforamidita) o como una serie de oligonucleétidos. Por ejemplo,
pueden sintetizarse uno o mas pares de oligonucleotidos largos (por ejemplo,> 100 nucleétidos) que contienen la
secuencia deseada, y cada par contiene un segmento corto de complementariedad (por ejemplo, aproximadamente 15
nucledtidos) de manera que se forma un duplex cuando el par oligonucleétido es emparejado. Puede usarse una ADN
polimerasa para extender los oligonucleétidos, dando como resultado una molécula de acido nucleico de doble cadena
Unica por par de oligonucleétidos, que después puede ligarse a un vector.

Los métodos de mutagénesis pueden incluir tanto enfoques aleatorios como dirigidos. Los enfoques de mutagénesis

aleatoria incluyen, pero no se limitan a, exposicion de células a productos quimicos o agentes mutagénicos, tales como

luz ultravioleta, PCR propensa a error, amplificacion de circulos rodantes y el uso de cepas mutadoras bacterianas. El

enfoque dirigido que involucra mutagénesis dirigida puede basarse en técnicas basadas en PCR o no basadas en PCR.

Se apreciara que un numero de acidos nucleicos puede codificar un polipéptido que tiene una secuencia de
9
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aminoacidos particular. La degeneracion del cédigo genético es bien conocida en la técnica; es decir, para muchos
aminoacidos, hay mas de un triplete de nucleétidos que sirve como coddn para el aminoacido.

Pueden usarse métodos estandar de biologia molecular para confirmar la presencia de una mutacion en una secuencia
de nucleotidos de MFG-ES8. Los acidos nucleicos que codifican las formas mutantes de MFG-E8 pueden clonarse dentro
de una variedad de vectores para un analisis adicional. Un vector es generalmente un replicon, tal como un plasmido,
fago o césmido, dentro del cual puede insertarse otro segmento de ADN de modo que se produzca la replicacion del
segmento insertado. Usualmente, un vector es capaz de replicarse cuando esta asociado con los elementos de control
apropiados. Los esqueletos de vectores adecuados incluyen, por ejemplo, aquellos que se usan habitualmente en la
técnica tales como plasmidos, virus, cromosomas artificiales, BAC, YAC o PAC. El término "vector" incluye clonacion y
vectores de expresion, asi como vectores virales y vectores de integracion. Un "vector de expresion" es un vector que
incluye una region reguladora. Los vectores de expresion adecuados incluyen, sin limitacion, plasmidos y vectores
viricos derivados de, por ejemplo, bacteriéfagos, baculovirus y retrovirus. Numerosos vectores y sistemas de expresion
estan comercialmente disponibles de corporaciones tales como Novagen (Madison, WI), Clontech (Palo Alto, CA),
Stratagene (La Jolla, CA) e Invitrogen/Life Technologies (Carlsbad, CA).

Los vectores contienen tipicamente una o mas regiones reguladoras. El término "region reguladora" se refiere a
secuencias de nucleotidos que influyen en la iniciacion y velocidad de transcripcion o traduccion, y en la estabilidad y/o
movilidad de un producto de transcripcion o traduccion. Las regiones reguladoras incluyen, sin limitacion, secuencias
promotoras, secuencias potenciadoras, elementos de respuesta, sitios de reconocimiento de proteinas, elementos
inducibles, secuencias de unién a proteinas, regiones no traducidas 5' y 3' (UTR), sitios de inicio transcripcional,
secuencias de terminacién, secuencias de poliadenilacién e intrones.

Como se usa en la presente descripcion, el término "operativamente ligada" se refiere a la posicién de una region
reguladora y una secuencia a transcribir en un acido nucleico con el fin de influir en la transcripcion o traduccién de
dicha secuencia. Por ejemplo, para llevar una secuencia codificante bajo el control de un promotor, el sitio de iniciacion
de la traduccion del marco de lectura de traduccion del polipéptido se coloca tipicamente entre uno y aproximadamente
cincuenta nucledtidos corriente abajo del promotor. Sin embargo, un promotor puede estar posicionado tanto como
aproximadamente 5000 nucleétidos corriente arriba del sitio de iniciacion de la traduccion, o aproximadamente 2000
nucleétidos corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcién. Un promotor comprende tipicamente al menos un
promotor minimo (basal). Un promotor también puede incluir al menos un elemento de control, tal como una secuencia
potenciadora, un elemento corriente arriba o una region de activacion corriente arriba (UAR). La eleccion de los
promotores a incluir depende de varios factores, que incluyen, pero no se limitan a, eficiencia, selectividad, inducibilidad,
nivel de expresion deseado y expresion preferencial de células o tejidos. Es un asunto de rutina para un experto en la
técnica modular la expresion de una secuencia codificante mediante la seleccién y colocacion apropiada de los
promotores y otras regiones reguladoras con relacion a la secuencia codificante.

Los vectores pueden ademas incluir, por ejemplo, origenes de replicacion, regiones de fijacion al andamiaje (SAR), y/o
marcadores. Un gen marcador puede conferir un fenotipo seleccionable a una célula, por ejemplo, resistencia a
antibidticos. Ademas, un vector de expresién puede incluir una secuencia etiqueta disefiada para facilitar la
manipulaciéon o deteccion (por ejemplo, purificacion o localizacion) del polipéptido expresado. Las secuencias etiqueta,
tales como la proteina verde fluorescente (GFP), glutation S-transferasa (GST), polihistidina, c-myc, hemaglutinina, o
etiqueta Flag™ (Kodak, New Haven, CT) se expresan tipicamente como una fusién con el polipéptido codificado. Tales
etiquetas pueden insertarse en cualquier lugar dentro del polipéptido, lo que incluye tanto en el carboxilo como en el
amino terminal.

Los vectores de expresion descritos en la presente descripcion que contienen la codificacion descrita anteriormente
pueden usarse, por ejemplo, para transfectar o transducir tanto células procariotas (por ejemplo, bacterias) como células
eucariotas (por ejemplo, levaduras, insectos o mamiferos). Tales células pueden usarse después, por ejemplo, para la
produccion in vitro, a gran o pequefia escala, del polipéptido MFG-E8 mutante mediante métodos conocidos en la
técnica. En esencia, tales métodos implican cultivar las células en condiciones que maximicen la produccién del
polipéptido MFG-E8 mutante y aislar el polipéptido MFG-E8 mutante de las células o del medio de cultivo.

Una vez que se han generado los polipéptidos MFG-E8 mutantes, puede confirmarse el efecto de la mutacion sobre la
actividad bioldgica de MFG-E8. Por ejemplo, las formas de tipo silvestre y mutantes pueden compararse por su
capacidad para unirse a fragmentos RGD aislados, integrinas de longitud completa, o PS in vitro e inducir fagocitosis en
sistemas de ensayo basados en células.

Anticuerpos

Un inhibidor de MFG-E8 puede ser un anticuerpo. En una modalidad, el anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-MFG-
E8. En otra modalidad, el anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-PS. Los anticuerpos anti-PS y los ligandos para la
union a PS se describen en las patentes de Estados Unidos nims. 6,406,693, 6,818,213, 6,312,694, y 6,783,760 y en
Beck et al. 2006 Int J Cancer 118:2639-43. Los anticuerpos anti-PS, por ejemplo, Bavituximab (Peregrine
Pharmaceuticals), también se describen en la base de datos de ensayos clinicos del Instituto Nacional del Cancer en
http//canger.gov/clinical trials. En otra modalidad, el anticuerpo puede ser un anticuerpo que reconozca y bloquee
especificamente la actividad de una molécula que funciona en la captacion de PS. Ejemplos de dianas de captacion de
10
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PS incluyen Del-1 (ver, por ejemplo, sin limitacion, NP_005702, Gl: 31317224), Gas6 (ver, por ejemplo, sin limitacion,
NP_000811, Gl: 4557617), Mer (ver, por ejemplo, sin limitacion, NP_006334, GI:66932918) y miembros de la familia
Tyro (ver, por ejemplo, sin limitacion, NP_006284, GI:27597078). Como se usa en la presente descripcion, los
anticuerpos utiles pueden incluir: anticuerpos monoclonales y policlonales, anticuerpos de cadena sencilla, anticuerpos
quiméricos, anticuerpos bifuncionales/biespecificos, anticuerpos humanizados, anticuerpos humanos, y anticuerpos
trasplantados en la region determinante complementaria (CDR), que son especificos para la proteina diana o
fragmentos de la misma, y también incluyen fragmentos de anticuerpo, incluyendo Fab, Fab', F(ab')2, ScFv, Fv,
anticuerpos de camélidos o microanticuerpos.

Los anticuerpos monoclonales son anticuerpos homogéneos de especificidad antigénica idéntica producidos por un solo
clon de células productoras de anticuerpos. Los anticuerpos policlonales generalmente pueden reconocer epitopos
diferentes sobre el mismo antigeno y se producen por mas de un clon de células productoras de anticuerpos. Cada
anticuerpo monoclonal esta dirigido contra un solo determinante del antigeno. Ademas de su especificidad, los
anticuerpos monoclonales son ventajosos porque pueden sintetizarse sin contaminacion con otros anticuerpos. El
modificador, monoclonal, indica el caracter del anticuerpo como obtenido a partir de una poblaciéon de anticuerpos
sustancialmente homogénea, y no debe interpretarse como que requiera la produccion del anticuerpo por algin método
en particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales pueden producirse mediante el método de hibridoma descrito
en primer lugar por Kohler et al., Nature, 256:495 (1975), o pueden producirse mediante métodos de ADN recombinante
(ver, por ejemplo, patente de Estados Unidos num. 4,816,567). Los anticuerpos monoclonales también pueden aislarse
a partir de bibliotecas de anticuerpos fagicos mediante el uso de las técnicas descritas en, por ejemplo, Clackson et al.,
Nature, 352:624-628 (1991) y Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991).

Los anticuerpos monoclonales de la presente descripcién pueden incluir anticuerpos quiméricos, es decir, anticuerpos
que tipicamente tienen una porcion de la cadena pesada y/o ligera idéntica o homologa a las secuencias
correspondientes en anticuerpos derivados de una especie particular o pertenecientes a una clase o subclase particular
de anticuerpos, mientras que el resto de la cadena o cadenas es idéntico u homologo a secuencias correspondientes en
anticuerpos derivados de otra especie o que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpos, asi como a fragmentos
de dichos anticuerpos, siempre que exhiban la actividad biologica deseada (patente de Estados Unidos nim. 4,816,567
y Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)). Los anticuerpos quiméricos de interés incluyen
anticuerpos primatizados que comprenden secuencias de union al antigeno de dominio variable derivadas de un primate
no humano (por ejemplo simios, monos del Viejo Mundo, monos del Nuevo Mundo, prosimios) y secuencias de la region
constante humana.

Los fragmentos de anticuerpo incluyen generalmente una porcion de un anticuerpo intacto. En algunas modalidades, la
porcién de un anticuerpo intacto puede ser la regiéon variable o de unién al antigeno del anticuerpo intacto
correspondiente. Ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen fragmentos Fab, Fab', F(ab')2 y Fv; diacuerpos;
anticuerpos lineales (Zapata et al., Protein Eng. 8 (10): 1057-1062); moléculas de anticuerpo de cadena sencilla; y
anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmento(s) de anticuerpos.

Un anticuerpo intacto es aquel que comprende una region variable de unién al antigeno asi como un dominio constante
de cadena ligera (C.) y dominios constantes de cadena pesada, Ch1, ChHz ¥ Chs. Los dominios constantes pueden ser
dominios constantes de secuencia nativa (por ejemplo, dominios constantes de secuencia nativa humana) o variantes
de secuencia de aminoacidos de los mismos. En algunas modalidades el anticuerpo intacto tiene una o mas funciones
efectoras.

Puede emplearse una amplia variedad de marcos o andamiajes de anticuerpos/inmunoglobulinas, siempre que el
polipéptido resultante incluya al menos una region de unién que sea especifica para la proteina diana. Dichos marcos o
andamiajes incluyen los cinco idiotipos principales de inmunoglobulinas humanas, o fragmentos de los mismos (tales
como los descritos en otra parte en la presente descripcion), e incluyen inmunoglobulinas de otras especies animales,
preferentemente con aspectos humanizados. Los anticuerpos de cadena pesada sencilla tales como los identificados en
los camélidos son de particular interés a este respecto. Los expertos en la técnica siguen descubriendo y desarrollando
nuevos marcos, andamiajes y fragmentos.

Pueden generarse anticuerpos no basados en inmunoglobulina mediante el uso de andamiajes que no sean de
inmunoglobulina sobre los cuales pueda trasplantarse CDR del anticuerpo anti-MFG-E8 o anti-PS. Puede usarse
cualquier marco y andamiaje que no sea de inmunoglobulina conocido por los expertos en la técnica, siempre y cuando
el marco o andamiaje incluya una regioén de unién especifica para la diana. Ejemplos de marcos o andamiajes que no
son de inmunoglobulina incluyen, pero no se limitan a, adnectinas (fibronectina) (Compound Therapeutics, Inc.,
Waltham, MA), anquirina (Molecular Partners AG, Zurich, Suiza), anticuerpos de dominio (Domantis, Ltd (Cambridge,
MA) y Ablynx nv (Zwijnaarde, Bélgica)), lipocalina (Anticalina) (Pieris Proteolab AG, Freising, Alemania),
inmunofarmacéuticos modulares pequefios (Trubion Pharmaceuticals Inc., Seattle, WA), maxicuerpos (Avidia, Inc.).
(Mountain View, CA)), Proteina A (Affibody AG, Suecia) y afilina (gamma-cristalina o ubiquitina) (Scil Proteins GmbH,
Halle, Alemania).

El término polipéptido como se usa en la presente descripcion se refiere a un compuesto de dos o mas subunidades de
aminoacidos, analogos de aminoacidos u oftros peptidomiméticos, independientemente de la modificacion
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postraduccional, por ejemplo, fosforilaciéon o glicosilacion. Las subunidades pueden estar unidas por enlaces peptidicos
u otros enlaces tales como, por ejemplo, enlaces éster o éter. El término "aminoacido" se refiere a aminoacidos
naturales y/o no naturales o sintéticos, incluyendo los isémeros Opticos D/L. Las proteinas de longitud completa,
analogos, mutantes y fragmentos de los mismos estan abarcados por esta definicion.

El anticuerpo anti-MICA y/o anti-PS puede ser un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo policlonal, un anticuerpo
quimérico, un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo de cadena sencilla o un fragmento Fab. En
algunas modalidades, el anticuerpo tiene una afinidad de unién menor de aproximadamente 1x10°Ka para un antigeno
distinto de MFG-ES8 o PS. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-MFG-E8 es un anticuerpo monoclonal que se une
a MFG-E8 con una afinidad de al menos 1x108Ka. En algunas modalidades, el anticuerpo anti-PS es un anticuerpo
monoclonal el cual se une a PS con una afinidad de al menos 1x108 Ka.

Los anticuerpos monoclonales pueden prepararse mediante el uso del método de Kohler et al. (1975) Nature 256:495-
496, o una modificacion del mismo. Tipicamente, se inmuniza un ratén con una solucién que contiene un antigeno. La
inmunizacion puede realizarse mezclando o emulsionando la solucién que contiene antigeno en solucién salina, en
algunas modalidades en un adyuvante tal como el adyuvante completo de Freund, e inyectar la mezcla o emulsion
parenteralmente. Puede usarse cualquier método de inmunizacion conocido en la técnica para obtener los anticuerpos
monoclonales. Después de la inmunizacion del animal, el bazo (y opcionalmente, varios ganglios linfaticos grandes) se
elimina y se disocian en células individuales. Las células de bazo pueden tamizarse mediante la aplicacion de una
suspension de células a una placa o pozo revestido con el antigeno de interés. Las células B que expresan una
inmunoglobulina unida a membrana especifica para el antigeno se unen a la placa y no se enjuagan. Las células B
resultantes, o todas las células de bazo disociadas, son inducidas después a fusionarse con células de mieloma para
formar hibridomas, y se cultivan en un medio selectivo. Las células resultantes se colocan en placas por dilucién en
serie o limitante y se ensayan para la produccion de anticuerpos que se unen especificamente al antigeno de interés (y
que no se unen a antigenos no relacionados). Los hibridomas secretores de anticuerpos monoclonales (AcM)
seleccionados se cultivan después ya sea in vitro (por ejemplo, en frascos de cultivo de tejidos o reactores de fibra
hueca) o in vivo (como ascitis en ratones).

En algunas modalidades, el anticuerpo anti-MFG-E8 y/o anti-PS es un anticuerpo humanizado. Los anticuerpos
humanos pueden producirse mediante el uso de técnicas conocidas en la técnica, incluyendo bibliotecas de
presentacion de fagos (Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581 (1991)).
Las técnicas de Cole y colaboradores, y Boemer y colaboradores, estan también disponibles para la preparaciéon de
anticuerpos monoclonales humanos (Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, p. 77 (1985)
y Boerner et al., J. Immunol., 147(1):86 95 (1991)).

Los anticuerpos humanizados pueden modificarse genéticamente por una variedad de métodos que incluyen, por
ejemplo: (1) trasplantar las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) no humanas sobre un marco y una
region constantes humanas (un proceso referido en la técnica como humanizacion), o, alternativamente, (2) trasplantar
todos los dominios variables no humanos, pero proporcionandoles una superficie similar a la humana mediante la
sustitucion de residuos superficiales (un proceso conocido en la técnica como "remodelacion de superficie"). Los
anticuerpos humanizados pueden incluir tanto anticuerpos humanizados como anticuerpos con superficie remodelada.
De manera similar, los anticuerpos humanos pueden hacerse introduciendo loci de inmunoglobulina humana en
animales transgénicos, por ejemplo, ratones en los que los genes de inmunoglobulina endégena han sido parcial o
completamente inactivados. Tras el desafio, se observa la produccién de anticuerpos humanos, que se parece mucho a
la observada en seres humanos en todos los aspectos, incluido el reordenamiento de genes, el ensamblaje y el
repertorio de anticuerpos. Este enfoque se describe, por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos nums. 5,545,807;
5,545,806; 5,569,825; 5,625,126; 5,633,425; 5,661,016, y en las publicaciones cientificas siguientes: Marks et al.,
Bio/Technology 10, 779-783 (1992); Lonberg et al., Nature 368 856-859 (1994); Morrison, Nature 368, 812-13 (1994);
Fishwild et al., Nature Biotechnology 14, 845-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14, 826 (1996); Lonberg and
Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13 65-93 (1995); Jones et al., Nature 321:522-525 (1986); Morrison et al., Proc. Natl.
Acad. Sci, U.S.A., 81:6851-6855 (1984); Morrison and Oi, Adv. Immunol., 44:65-92 (1988); Verhoeyer et al., Science
239:1534-1536 (1988); Padlan, Molec. Immun. 28:489-498 (1991); Padlan, Molec. Immunol. 31(3):169-217 (1994); y
Kettleborough, C.A. et al., Protein Eng. 4(7):773-83 (1991).

Ademas de los anticuerpos quiméricos y humanizados, se pueden derivar anticuerpos totalmente humanos a partir de
ratones transgénicos que tienen genes de inmunoglobulina humana (ver, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos
nums. 6,075,181, 6,091,001, y 6,114,598, o de bibliotecas de presentacion de fagos de genes de inmunoglobulina
humana (ver, por ejemplo McCafferty et al., Nature, 348:552-554 (1990). Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991), y
Marks et al., J. Mol. Biol.,, 222:581-597 (1991)). En algunas modalidades, los anticuerpos pueden producirse e
identificarse mediante bibliotecas de presentacion de fagos scFv. La tecnologia de presentacion de fagos de anticuerpos
esta disponible a partir de fuentes comerciales tales como Morphosys.

Como alternativa al uso de hibridomas para la expresion, los anticuerpos pueden producirse en una linea celular tal
como CHO o linea celular mieloma, como se describe en las patentes de Estados Unidos nims. 5,545,403; 5,545,405; y
5,998,144.
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Brevemente, la linea celular se transfecta con vectores capaces de expresar una cadena ligera y una cadena pesada,
respectivamente. Mediante la transfeccion de las dos proteinas en vectores separados, puede producirse anticuerpos
quiméricos. Immunol. 147:8; Banchereau et al. (1991) Clin. Immunol. Spectrum 3: 8; y Banchereau et al. (1991) Science
251:70.

Una region determinante de complementariedad de un anticuerpo incluye tipicamente secuencias de aminoacidos que
definen conjuntamente la afinidad de unién y la especificidad de la region Fv natural de un sitio de uniéon de
inmunoglobulina nativa. Ver, por ejemplo, Chothia et al., J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987); Kabat et al., U.S. Dept. of
Health and Human Services NIH Publication No. 91-3242 (1991). Una region constante de un anticuerpo incluye
tipicamente la porcion de la molécula de anticuerpo que confiere las funciones efectoras, que incluye, por ejemplo, la
porcién que se une al receptor Fc en las células dendriticas. En algunas modalidades, las regiones constantes de raton
pueden estar sustituidas por regiones constantes humanas. Por ejemplo, las regiones constantes de anticuerpos
humanizados se derivan de inmunoglobulinas humanas. La regidon constante de la cadena pesada puede seleccionarse
de cualquiera de los cinco isotipos: alfa, delta, épsilon, gamma o mu. Un método para humanizar anticuerpos
comprende alinear las secuencias no humanas de cadena pesada y ligera a secuencias de cadena pesada y ligera
humanas, seleccionar y reemplazar el marco no humano con un marco humano basado en dicha alineacion,
modelamiento molecular para predecir la conformacion de la secuencia humanizada y comparar con la conformacion del
anticuerpo parental. A este proceso le siguen mutaciones reversas repetidas de los residuos en la region CDR que
alteran la estructura de las CDR hasta que la conformacion predicha del modelo de la secuencia humanizada se
aproxima estrechamente a la conformacion de las CDR no humanas del anticuerpo parental no humano. Tales
anticuerpos humanizados pueden derivatizarse después para facilitar la captacién y eliminacion, por ejemplo, a través
de receptores de Ashwell. Ver, por ejemplo, patentes de Estados Unidos nums. 5,530,101 y 5,585,089.

Los anticuerpos humanos pueden producirse ademas utilizando animales transgénicos que se modifican genéticamente
para contener loci de inmunoglobulina humana. Por ejemplo, el documento WO 98/24893 describe animales
transgénicos que tienen un locus de Ig humana en donde los animales no producen inmunoglobulinas enddgenas
funcionales debido a la inactivacién de loci endogenos de cadena pesada y ligera. El documento WO 91/10741 también
describe hospederos mamiferos no-primates transgénicos capaces de montar una respuesta inmunitaria a un
inmunogeno, en donde los anticuerpos tienen regiones constantes y/o variables de primate, y en donde los loci
enddgenos que codifican inmunoglobulinas estan sustituidos o inactivado. El documento WO 96/30498 describe el uso
del sistema Cre/Lox para modificar el locus de inmunoglobulina en un mamifero, tal como para reemplazar la totalidad o
una porcién de la region constante o variable para formar una molécula de anticuerpo modificada. El documento WO
94/02602 describe huéspedes mamiferos no humanos que tienen loci de Ig endégena inactivados y loci de Ig humana
funcional. La patente de Estados Unidos num. 5,939,598 describe métodos de fabricaciéon de ratones transgénicos en
los que los ratones carecen de cadenas pesadas enddgenas, y expresan un locus de inmunoglobulina exégena que
comprende una 0 mas regiones constantes xenogénicas. Los anticuerpos también pueden producirse usando técnicas
de modificaciéon genética humana como se analiza en la patente de Estados Unidos nim. 5,766,886.

Mediante el uso de un animal transgénico descrito anteriormente, puede producirse una respuesta inmunitaria a una
molécula antigénica seleccionada, y las células productoras de anticuerpos pueden eliminarse del animal y usarse para
producir hibridomas que secreten anticuerpos monoclonales humanos. Los protocolos de inmunizacion, adyuvantes y
similares son conocidos en la técnica y se usan en la inmunizacion de, por ejemplo, un raton transgénico como se
describe en el documento WO 96/33735. Los anticuerpos monoclonales pueden evaluarse en cuanto a la capacidad
para inhibir o neutralizar la actividad bioldgica o el efecto fisiolégico de la proteina correspondiente.

Los fragmentos de anticuerpos son adecuados para su uso en los métodos proporcionados siempre que retengan la
afinidad y la especificidad deseada del anticuerpo de longitud completa. De este modo, un fragmento de un anticuerpo
anti-MFG-ES8 y/o anti-PS conservara la capacidad de unirse a MFG-E8 o PS en la porcion Fv y la capacidad de unirse al
receptor Fc sobre células dendriticas en la porcion FC. Tales fragmentos se caracterizan por propiedades similares al
anticuerpo de longitud completa correspondiente, es decir, los fragmentos se uniran especificamente a un antigeno
humano MFG-E8 o PS expresado en la superficie de una célula humana.

También se proporcionan anticuerpos que son SMIP o proteinas de fusién con dominio de unién a inmunoglobulina
especificas para la proteina diana. Estos constructos son polipéptidos de cadena sencilla que comprenden dominios de
union a antigenos fusionados a dominios de inmunoglobulina necesarios para llevar a cabo las funciones efectoras del
anticuerpo. Ver, por ejemplo, documento WO 03/041600, publicacion de patente de Estados Unidos nim. 20030133939
y la publicacion de patente de Estados Unidos nim. 20030118592.

Puede usarse cualquier forma de MFG-E8 o PS para generar el anticuerpo anti-MFG-E8 y/o anti-PS respectivamente,
que incluye, en el caso de MFG-ES8, el polipéptido de longitud completa o fragmentos del mismo que portan el epitopo.
Los anticuerpos anti-MFG-E8 y anti-PS altamente adecuados son aquellos de afinidad y especificidad suficientes para
reconocer y unirse a sus dianas respectivas in vivo. Como se usa en la presente descripcion, el término epitopo se
refiere a un determinante antigénico de un polipéptido. En algunas modalidades un epitopo puede comprender 3 o mas
aminoacidos en una conformacion espacial que es Unica para el epitopo. En algunas modalidades, los epitopos son
epitopos lineales o conformacionales. Generalmente, un epitopo consta de al menos 4, al menos 6, al menos 8, al
menos 10, y al menos 12 tales aminoacidos, y mas usualmente, consta de al menos 8-10 de tales aminoacidos. Los
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métodos para determinar la conformacion espacial de aminoacidos son conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo,
cristalografia de rayos X y resonancia magnética nuclear de 2 dimensiones.

En algunas modalidades, los anticuerpos se unen especificamente a uno o mas epitopos en un dominio extracelular de
MFG-ES8. Los anticuerpos adecuados pueden reconocer epitopos lineales o conformacionales, o combinaciones de los
mismos. Debe entenderse que estos péptidos pueden no necesariamente corresponder exactamente a un epitopo, pero
pueden ademas contener una secuencia de MFG-E8 que no es inmunogénica.

Los métodos para predecir otros epitopos potenciales a los que un anticuerpo puede unirse son bien conocidos por los
expertos en la técnica e incluyen sin limitacion, el analisis de Kyte-Doolittle (Kyte, J. y Dolittle, R.F., J. Mol. Biol. (1982)
157:105-132), el analisis de Hopp y Woods (Hopp, T.P. y Woods, K.R., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1981) 78:3824-3828;
Hopp, T.J. y Woods, K.R., Mol. Immunol. (1983) 20:483-489; Hopp, T.J., J. Immunol. Methods (1986) 88:1-18.), analisis
Jameson-Wolf (Jameson, B.A. y Wolf, H., Comput. Appl. Biosci. (1988) 4:181-186.), y analisis Emini (Emini, E.A.,
Schlief, W.A., Colonno, R.J. y Wimmer, E., Virology (1985) 140:13-20). En algunas modalidades, los epitopos
potenciales se identifican determinando dominios extracelulares tedricos. Pueden usarse algoritmos de analisis como
TMpred (ver K. Hofmann y W. Stoffel (1993) TMbase - A database of membrane spanning proteins segments Biol.
Chem. Hoppe-Seyler 374,166) o TMHMM (A. Krogh, B. Larsson, G. von Heijne, y E. L. L. Sonnhammer. Predicting
transmembrane protein topology with a hidden Markov model: Application to complete genomes. Journal of Molecular
Biology, 305(3):567-580, enero de 2001) para hacer tales predicciones. Se pueden usar otros algoritmos, tales como
SignalP 3.0 (Bednsten et al, (2004) J Mol Biol. 2004 Jul 16;340(4):783-95) para predecir la presencia de péptidos sefial y
predecir donde esos péptidos se escindirian de la proteina de longitud completa. Las porciones de las proteinas en el
exterior de la célula pueden servir como dianas para la interaccién de anticuerpos.

Los anticuerpos que se unen especificamente pueden ser anticuerpos que 1) presentan un nivel umbral de actividad de
union; y/o 2) no reaccionan significativamente de forma cruzada con moléculas de polipéptido relacionadas conocidas.
La afinidad de union de un anticuerpo puede determinarse facilmente por un experto ordinario en la técnica, por
ejemplo, mediante el analisis de Scatchard (Scatchard, Ann. NY Acad. Sci. 51: 660-672, 1949. En algunas modalidades
los anticuerpos pueden unirse a sus epitopos diana o sefiuelos miméticos al menos 1,5 veces, 2 veces, 5 veces 10
veces, 100 veces, 10° veces, 10*veces, 10° veces, 108 veces o mayor para el polipéptido diana asociado al cancer que
a otras proteinas que se predice tienen alguna homologia con MFG-ES.

En algunas modalidades los anticuerpos se unen con alta afinidad de 10“M o menos, 10”’M o menos, 10°M o menos o
con afinidad subnanomolar (0,9, 0,8, 0,7, 0,6, 0,5, 0,4, 0,3, 0,2, 0,1 nM o incluso menos). En algunas modalidades la
afinidad de union de los anticuerpos para MICA es de al menos 1 x 108 Ka. En algunas modalidades la afinidad de unién
de los anticuerpos para MICA es al menos 5 x 10° Ka, al menos 107 Ka, al menos 2 x 107 Ka, al menos 1 x 108 Ka, o
mayor. Los anticuerpos pueden ademas describirse o especificarse en términos de su afinidad de unién a un polipéptido
MFG-E8 o PS. En algunas modalidades, las afinidades de union incluyen aquellas con una Kq menor que 5 x 10-2M, 1072
M, 5x 103 M, 10° M, 5x 104 M, 10* M, 5x 105 M, 105 M, 5 x 10 M, 10° M, 5x 107 M, 107 M, 5x 108 M, 108 M, 5 x
10°M, 10° M, 5x 10" M, 10" M, 5x 10" M, 10" M, 5x 1072 M, 102 M, 5 x 10-'3M, 103 M, 5 x 104 M, 104 M, 5 x
10" M, 0 10"'®* M, o menos.

En algunas modalidades, los anticuerpos no se unen a moléculas de polipéptido relacionadas conocidas; por ejemplo,
se unen al polipéptido MFG-E8 pero no a polipéptidos relacionados conocidos mediante el uso de un analisis de
inmunotransferencia estandar (Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, 1994).

En algunas modalidades, los anticuerpos pueden tamizarse contra polipéptidos relacionados conocidos para aislar una
poblacion de anticuerpos que se una especificamente a polipéptidos MFG-E8 o a PS. Por ejemplo, los anticuerpos
especificos para los polipéptidos MFG-E8 humanos fluiran a través de una columna que comprende proteinas
relacionadas con MFG-ES8 (con la excepcion de MFG-E8) adheridas a la matriz insoluble bajo condiciones de tampdn
adecuadas. Este tamizaje permite el aislamiento de anticuerpos policlonales y monoclonales que no tengan reaccion
cruzada hacia polipéptidos estrechamente relacionados (Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow and Lane (eds.), Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1988; Current Protocols in Immunology, Cooligan et al. (eds.), National Institutes of
Health, John Wiley and Sons, Inc., 1995). El tamizaje y aislamiento de anticuerpos especificos son bien conocidos en la
técnica (ver Fundamental Immunology, Paul (eds.), Raven Press, 1993; Getzoff et al., Adv. in Immunol. 43: 1-98, 1988;
Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Goding, J. W. (eds.), Academic Press Ltd., 1996; Benjamin et al., Ann.
Rev. Immunol. 2: 67-101, 1984). Ejemplos representativos de tales ensayos incluyen: inmunoelectroforesis concurrente,
radioinmunoensayo (RIA), radioinmunoprecipitacién, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), ensayos dot
blot o Western blot, ensayo de inhibicién o competicion, y ensayo sandwich.

Los anticuerpos pueden purificarse por métodos cromatograficos conocidos por los expertos en la técnica, que incluye
intercambio idnico y cromatografia de filtracion en gel (por ejemplo, Caine et al., Protein Expr. Purif. (1996) 8(2):159-
166). Alternativamente o adicionalmente, los anticuerpos pueden adquirirse de fuentes comerciales, por ejemplo,
Invitrogen (Carlsbad, CA); MP Biomedicals (Solon, OH); Nventa Biopharmaceuticals (San Diego, CA) (antes Stressgen);
Serologicals Corp. (Norcross, GA).

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2629749 T3

El inhibidor de MFG-E8 puede incluir un anticuerpo monoclonal que reconozca un solo epitopo MFG-E8 o puede ser
cualquier combinacién de anticuerpos monoclonales o policlonales que reconozcan uno o mas epitopos de MFG-E8
diferentes. Por lo tanto, el inhibidor de MFG-E8 puede incluir anticuerpos que reconozcan 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 20 o mas
epitopos de MFG-ES8 diferentes.

En algunas modalidades, los anticuerpos pueden actuar como antagonistas de MFG-E8. Por ejemplo, en algunas
modalidades los anticuerpos pueden alterar parcial o totalmente las interacciones entre MFG-E8 vy las integrinas av33
y/o av35. En algunas modalidades, los anticuerpos pueden alterar parcial o totalmente las interacciones entre MFG-E8 y
P/S. En algunas modalidades, se proporcionan anticuerpos que modulan la actividad del ligando o la actividad del
receptor en al menos el 95 %, al menos el 90 %, al menos el 85 %, al menos el 80 %, al menos el 75 %, al menos el 70
%, al menos el 60 % o al menos el 50 % en comparacién con la actividad en ausencia del anticuerpo.

En algunas modalidades se proporcionan anticuerpos neutralizantes. En algunas modalidades, los anticuerpos
neutralizantes actian como antagonistas del receptor, es decir, que inhiben todas o un subconjunto de las actividades
biolégicas de la activacion del receptor mediada por el ligando. En algunas modalidades los anticuerpos pueden
especificarse como agonistas, antagonistas o agonistas inversos para las actividades biolégicas que comprenden las
actividades bioldgicas especificas de los péptidos descritos en la presente descripcion.

En algunas modalidades, la composicion inhibidora de MFG-E8 puede incluir una combinacion de anticuerpos anti-
MFG-E8 y anticuerpos contra el antigeno-4 del linfocito T citotoxico (CTLA-4). CTLA-4 es una serina proteasa de
granulos asociados a linfocitos T citotoxicos que parece estar implicada en la activacion de células T. Las secuencias de
aminoacidos de polipéptidos CTLA-4 humanos representativos incluyen, por ejemplo, sin limitacion, los nimeros de
GenBank NM_005214 y NM_001037631. La unién de CTLA-4 a los ligandos B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86) induce la
detencion del ciclo celular y la disminucion de la produccion de citocinas. La actividad de blogueo transitorio de CTLA-4
con anticuerpos anti-CTLA-4 ("bloqueo de CTLA-4") potencia las respuestas de células T especificas de antigenos con
toxicidad limitada.

El anticuerpo anti-CTLA-4 puede ser un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humano, un
anticuerpo humanizado, un anticuerpo de cadena sencilla o un fragmento Fab. Los anticuerpos anti-CLTA-4 pueden
prepararse como se ha descrito anteriormente. Puede usarse cualquier epitopo CTLA-4 para generar los anticuerpos,
siempre y cuando el anticuerpo resultante se una a CTLA-4 in vivo de tal manera que bloquee la unién de los ligandos
CTLA-4, B7-1 y B7-2. Los anticuerpos de bloqueo pueden identificarse en base a su capacidad para competir con los
ligandos marcados B7-1 y B7-2 para la unién a CTLA-4 mediante el uso de métodos de tamizaje estandar.

Antigenos tumorales

En la presente descripcion se proporcionan, ademas, composiciones que incluyen uno o mas antigenos tumorales que
provocan una respuesta inmunitaria contra un tumor. Tipicamente, tales antigenos tumorales se usan para tratar el
cancer mediante la estimulacion del sistema inmunitaria para reconocer y atacar células cancerosas humanas sin dafiar
las células normales. Un antigeno tumoral es una molécula (por ejemplo, un polipéptido, carbohidrato o lipido) que se
expresa por una célula tumoral y o bien (a) difiere cualitativamente de su contraparte expresada en células normales, o
(b) se expresa a un nivel mas alto en el tumor que en las células normales. Por lo tanto, un antigeno tumoral puede
diferir (por ejemplo, por uno o mas residuos de aminoacidos donde la molécula es una proteina) de, o puede ser
idéntica, a su contraparte expresada en células normales. Preferentemente no se expresa por células normales.
Alternativamente, se expresa a un nivel al menos dos veces mayor (por ejemplo, dos veces, tres veces, cinco veces,
diez veces, 20 veces, 40 veces, 100 veces, 500 veces, 1000 veces, 5000 veces o 15 000 veces mas) en una célula
tumoral que en la contraparte normal de la célula tumoral.

Los antigenos tumorales también pueden incluir proteinas purificadas o parcialmente purificadas. Ejemplos de antigenos
tumorales incluyen, sin limitacion, antigeno carcinoembrionario (CEA), RAGE, MART (antigeno de melanoma), MAGE
(antigeno de melanoma) 1-4, 6 y 12, MUC (mucina) (por ejemplo, MUC-1, MUC-2, etcétera), tirosinasa, Pmel 17
(gp100), secuencia V intronica de GnT-V (secuencia V intronica de N-acetilglucosaaminiltransferasa V), psm del cancer
de prostata, PRAME (antigeno de melanoma), B-catenina, MUM-1-B (producto génico mutante ubicuo de melanoma),
GAGE (Antigeno del melanoma) 1, BAGE (antigeno del melanoma) 2-10, c-ERB2 (Her2/neu), EBNA (antigeno nuclear
del virus Epstein-Barr) 1-6, gp75, virus del papiloma humano (HPV) E6 y E7, p53, proteina de resistencia pulmonar
(LRP) Bc1-2, antigeno prostatico especifico (PSA) y Ki-67.

Los antigenos tumorales pueden ser células tumorales intactas. Las células tumorales se vuelven tipicamente incapaces
de proliferar por irradiacion antes de administrarse al paciente. Los métodos de irradiacién son conocidos por los
expertos en la técnica y pueden incluir exposicion a radiaciones vy, x, de haz de electrones y/o ultravioleta (longitud de
onda de 10 nm a 320 nm, por ejemplo, 50 nm a 320 nm, 100 nm a 320 nm, 150 nm a 320 nm, 180 nm a 320 nm, o 200
nm a 300 nm). Los expertos en la técnica seran capaces de identificar una dosis de radiacién suficiente para hacer que
las células se vuelvan incapaces de replicarse, conservando al mismo tiempo la estructura de la célula tumoral.

Las células tumorales pueden ser las células del propio paciente (autdlogas) o lineas celulares cancerosas alogénicas.
Un método util para provocar una respuesta inmunitaria contra un tumor en un paciente puede incluir la inmunizacién
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con células tumorales autologas irradiadas secretoras de GM-CSF. En este método, se usa una muestra muerta de las
propias células tumorales del paciente que ha sido genéticamente modificada para expresar la citocina
inmunoestimulante, GM-CSF, para estimular una respuesta inmunitaria contra el tumor del paciente. EI ADN
recombinante que codifica GM-CSF puede introducirse en las células tumorales por métodos estandar, por ejemplo,
transferencia de genes mediada por retrovirus o adenovirus. Se han descrito métodos para la produccion de células
tumorales autologas irradiadas secretoras de GM-CSF y el uso de células tumorales autélogas irradiadas secretoras de
GM-CSF para estimular una respuesta inmunitaria contra el cancer en Soiffer R, Lynch T, Mihm M, Jung K, Rhuda C,
Schmollinger JC, Hodi FS, Liebster L, Lam P, Mentzer S, Singer S, Tanabe KK, Cosimi AB, Duda R, Sober A, Bhan A,
Daley J, Neuberg D, Parry G, Rokovich J, Richards L, Drayer J, Berns A, Clift S, Cohen LK, Mulligan RC, Dranoff G.
"Vaccination with irradiated, autologous melanoma cells engineered to secrete human granulocyte-macrophage colony
stimulating factor generates potent anti-tumor immunity in patients with metastatic melanoma". Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 1998; 95: 13141-13146 y en Soiffer RJ, Hodi FS, Haluska F, Jung K, Gillessen S, Singer S, Tanabe K, Duda R,
Mentzer S, Jaklitsch M, Bueno R, Clift S, Hardy S, Neuberg D, Mulligan RC, Webb I, Mihm M, Dranoff G. "Vaccination
with irradiated, autologous melanoma cells engineered to secrete granulocyte-macrophage colony stimulating factor by
adenoviral mediated gene transfer augments anti-tumor immunity in patients with metastatic melanoma". J. Clin. Oncol.
2003;21:3343-3350.

Alternativa o adicionalmente, puede proporcionarse GM-CSF mediante el uso de otra célula que exprese GM-CSF. La
célula que expresa GM-CSF puede ser otro tipo o linea de células humanas que se ha transfectado establemente con
un acido nucleico que codifica para GM-CSF. Una linea celular util es K562, una linea celular de CML que tiene bajo
nivel de expresion de clase | y clase Il que no es inducible con IFNy y por lo tanto esta asociada con una baja
probabilidad de respuesta alogénica. Las células K562 pueden transfectarse establemente con un plasmido que codifica
para GM-CSF y un gen de resistencia a puromicina. La linea celular puede cultivarse en cultivo en suspension, y por lo
tanto es manejable para su fabricacion a gran escala. Las células GM-K562 pueden secretar niveles relativamente altos
de GM-CSF in vitro (9-13 ug de GM-CSF por 10° células durante 24 horas, durante las primeras 24 horas después de la
descongelacion). Tipicamente, se produce el 100 % de detencién del crecimiento a dosis de radiacién de 10 000 cGy,
pero la secrecién de GM-CSF persiste durante al menos 7 dias.

En algunas modalidades, el GM-GSF puede administrarse como un polipéptido purificado o parcialmente purificado. El
GM-CSF puede purificarse a partir de fuentes naturales o producido como una proteina recombinante. EI GM-CSF
también esta disponible a partir de fuentes comerciales, que incluye, por ejemplo, OnbraVEX GM-CSF (Biovex, Oxford,
U.K.) Molgramostim (Leucomax, Schering & Plough, Madison, NJ, EE.UU.) y Sagramostim (Leukine®, Berlex Oncology).

Métodos de Tratamiento/Prevencion del Cancer

En la presente descripciéon se proporcionan métodos para tratar y/o prevenir el cancer o sintomas de cancer en un
sujeto, que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o mas antigenos de células
tumorales y un inhibidor de MFG-E8. Los métodos descritos en la presente descripcion son generalmente utiles para
generar respuestas inmunitarias y como vacunas profilacticas o agentes terapéuticos estimuladores de la respuesta
inmunitaria. Como se usa en la presente descripcion, "profilaxis" puede significar la prevencion completa de los
sintomas de una enfermedad, un retraso en el inicio de los sintomas de una enfermedad, o una disminucién en la
severidad de los sintomas de la enfermedad que se desarrollan posteriormente. Como se usa en la presente
descripcion, "terapia" puede significar una abolicion completa de los sintomas de una enfermedad o una disminucién en
la severidad de los sintomas de la enfermedad. Los tipos de cancer son bien conocidos para aquellos en la técnica y
puede incluir, sin limitacion, canceres de la piel, por ejemplo, melanoma y carcinoma de célula basal, pulmén, mama,
rifndn, ovario, endometrio, prostata, gastrico, colon, colorrectal, vesicula, pancreatico, testicular, estbmago, esofagico,
tiroides, huesos, cerebro, neurolégico, cabeza y cuello, cancer de células germinales o hematoldgicas, por ejemplo,
leucemia y linfoma, rabdomiosarcoma (que surge del musculo), retinoblastoma, osteosarcoma, sarcoma de Ewing,
tumor de Wilms, y. En algunas modalidades, el cancer es un cancer asociado con la sobreexpresion de MFG-E8. En
algunas modalidades, el cancer es melanoma, pulmén, mama, rifién, ovario y carcinoma de colon, asi como ciertas
leucemias. En algunas modalidades, el sujeto ha sido diagnosticado con cancer o como predispuesto al cancer.

Los sintomas del cancer son bien conocidos por los expertos en la técnica e incluyen, sin limitacion, lunares con
caracteristicas inusuales, un cambio en la apariencia de un lunar, incluyendo asimetria, borde, color y/o diametro, un
area de piel nuevamente pigmentada, un lunar anormal, area oscurecida bajo las ufias, bultos en la mama, cambios en
los pezones, quistes en las mamas, dolor en las mamas, muerte, pérdida de peso, debilidad, fatiga excesiva, dificultad
para comer, pérdida del apetito, tos crénica, empeoramiento de la falta de aliento, tos con sangre, sangre en la orina,
sangre en las heces, nauseas, vomitos, metastasis hepaticas, metastasis pulmonares, metastasis éseas, plenitud
abdominal, hinchazon, liquido en la cavidad peritoneal, sangrado vaginal, estrefiimiento, distensién abdominal,
perforacion del colon, peritonitis aguda (infeccion, fiebre, dolor), dolor, vdmito de sangre, sudoracién intensa, fiebre,
presion arterial alta, anemia, diarrea, ictericia, mareos, escalofrios, espasmos musculares, metastasis de colon,
metastasis pulmonares, metastasis de vejiga, metastasis hepaticas, metastasis dseas, metastasis renal y metastasis
pancreaticas, dificultad para tragar, y similares.

Las composiciones pueden administrarse directamente a un sujeto. Generalmente, uno o mas antigenos de células
tumorales y un inhibidor de MFG-E8 pueden suspenderse en un portador farmacéuticamente aceptable (por ejemplo,
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solucion salina fisiolégica). Puede prepararse una composicion combinando cualquiera de las composiciones
moduladoras de MFG-E8 proporcionadas en la presente descripcion con un portador farmacéuticamente aceptable.
Tales vehiculos pueden incluir, sin limitacién, soluciones, suspensiones y emulsiones acuosas o no acuosas estériles.
Ejemplos de disolventes no acuosos incluyen aceite mineral, propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales y ésteres
organicos inyectables, por ejemplo. Los portadores acuosos incluyen, sin limitacion, agua, alcohol, solucion salina y
soluciones tamponadas. Ademas pueden estar presentes conservantes, saborizantes, y otros aditivos tales como, por
ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes, gases inertes y similares. Se apreciara que cualquier
material descrito en la presente descripcion que va a administrarse a un mamifero puede contener uno o mas
portadores farmacéuticamente aceptables.

Cualquier composicién descrita en la presente descripcion puede administrarse a cualquier parte del cuerpo del
hospedero. Una composicion puede suministrarse a, sin limitacién, las articulaciones, la mucosa nasal, la sangre, los
pulmones, los intestinos, los tejidos musculares, la piel o la cavidad peritoneal de un mamifero. Ademas, una
composicion puede administrarse mediante inyeccion intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea,
intramuscular, intrarrectal, intravaginal, intratecal, intratraqueal, intradérmica o transdérmica, mediante administracion
oral o nasal, mediante inhalacién o mediante perfusion gradual en el tiempo. En un ejemplo adicional, una preparacion
de aerosol de una composicién puede administrarse a un hospedero mediante inhalacién.

La dosis requerida depende de la via de administracién, la naturaleza de la formulacion, la naturaleza de la enfermedad
del paciente, el tamafio, el peso, el area superficial, la edad y el sexo del sujeto, otros farmacos administrados y el juicio
del médico a cargo. Las dosis adecuadas estan en el intervalo de 0,01-1000 ug/kg. Se espera amplias variaciones en la
dosificacion necesaria en vista de la variedad de antigenos de células tumorales y de las composiciones moduladoras
de MFG-ES8 disponibles y de las diferentes eficiencias de diversas vias de administracion. Las variaciones en estos
niveles de dosificacion pueden ajustarse mediante el uso de rutinas empiricas estandar para la optimizacion como se
entiende bien en la técnica. Las administraciones pueden ser simples o multiples (por ejemplo, 2 0 3, 4, 6, 8, 10, 20, 50,
100, 150 o mas veces). La encapsulacion de la composicion en un vehiculo de suministro adecuado (por ejemplo,
microparticulas poliméricas o dispositivos implantables) puede aumentar la eficiencia del suministro.

La duracion del tratamiento con cualquier composicion proporcionada en la presente descripcion puede ser cualquier
lapso de tiempo desde tan corto como un dia hasta tan largo como el tiempo de vida del hospedero (por ejemplo,
muchos afios). Por ejemplo, los antigenos de células tumorales y las composiciones moduladoras de MFG-E8 pueden
administrarse una vez al mes durante tres meses o0 una vez al afio durante un periodo de diez afios. También se
observa que la frecuencia del tratamiento puede ser variable. Por ejemplo, los antigenos de células tumorales y las
composiciones moduladoras de MFG-E8 pueden administrarse una vez (o dos, tres veces, etcétera) diaria, semanal,
mensual o anual. Los antigenos de células tumorales y las composiciones moduladoras de MFG-E8 pueden
administrarse conjuntamente, es decir, en el mismo punto en el tiempo o secuencialmente. Por ejemplo, un paciente
puede recibir una célula tumoral autéloga irradiada, seguida por una célula que expresa GM-CSF, seguida por una
composicion moduladora de MFG-E8, separadas por intervalos de horas, dias, meses o afos.

Alternativamente o ademas, las composiciones pueden administrarse junto con un adyuvante. Un "adyuvante" es un
compuesto inmunoldgico que puede potenciar una respuesta inmunitaria contra un antigeno particular tal como un
polipéptido. Ejemplos de adyuvantes incluyen alumbre y otros compuestos basados en aluminio (por ejemplo, Al,O3).
Los compuestos basados en aluminio se pueden obtener de varios proveedores comerciales. Otros adyuvantes incluyen
complejos inmunoestimulantes (ISCOM) que pueden contener componentes tales como colesterol y saponinas; uno o
mas componentes inmunoestimulantes adicionales, que incluyen, sin limitacion, muramildipéptido (por ejemplo, N-
acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutamina (MDP), monofosforil lipido A (MPL) y tripéptidos que contienen formilmetionina
tales como N-formil-Met-Leu-Phe. Tales compuestos estan comercialmente disponibles por ejemplo en Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO) y RIBI ImmunoChem Research, Inc. (Hamilton, MT). Otros adyuvantes pueden incluir
oligodesoxinucledtidos CpG (Coley Pharmaceuticals), QS21 (Cambridge Biotech) y MF59 (Chiron). Ademas pueden
usarse adyuvantes que potencian la funcién de las células dendriticas; los ejemplos incluyen GM-CSF, ligando de Flt3, e
interferones.

Las composiciones proporcionadas en la presente descripcion pueden contener cualquier relacién del adyuvante con
respecto al anticuerpo. La relacion adyuvante:anticuerpo puede ser por ejemplo 50:50 (vol:vol). Alternativamente, la
relacion adyuvante:anticuerpo puede ser, sin limitacion, 90:10, 80:20, 70:30, 64:36, 60:40, 55:45, 40:60, 30:70, 20:80, o
90:10.

Una cantidad eficaz de cualquier composicién proporcionada en la presente descripcidon puede administrarse a un
hospedero. El término "eficaz" como se usa en la presente descripcion se refiere a cualquier cantidad que induzca una
respuesta inmunitaria deseada mientras no induzca una toxicidad significativa en el hospedero. Tal cantidad se puede
determinar evaluando la respuesta inmunitaria del hospedero después de la administracién de una cantidad conocida de
una composicion particular. Ademas, el nivel de toxicidad, si lo hay, puede determinarse mediante la evaluacion de los
sintomas clinicos de un hospedero antes y después de administrar una cantidad conocida de una composicion
particular. Se observa que la cantidad eficaz de una composicién particular administrada a un hospedero puede
ajustarse de acuerdo con el resultado deseado, asi como la respuesta del hospedero y el nivel de toxicidad. La toxicidad
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significativa puede variar para cada hospedero en particular y depende de muiltiples factores que incluyen, sin limitacion,
el estado de la enfermedad del hospedero, la edad y la tolerancia al dolor.

Los anticuerpos también pueden administrarse a un sujeto a través de la transferencia de genes de anticuerpos
terapéuticos in vivo, como se analiza en Fang et al. (2005), Nat. Biotechnol. 23, 584-590. Por ejemplo, pueden
generarse vectores recombinantes para suministrar un casete de expresion multicistrénico que comprende un péptido
que media la autoescision cotraduccional independiente de enzimas de polipéptidos colocados entre las secuencias
codificadoras de cadena pesada y ligera de AcM. La expresion conduce a cantidades estequiométricas de ambas
cadenas de AcM. En algunas modalidades, el péptido que media la autoescision cotraduccional independiente de
enzimas es el péptido 2A derivado de la fiebre aftosa.

Cualquier método conocido en la técnica puede usarse para determinar si se induce una respuesta inmunitaria
particular. Las mediciones utiles incluyen la infiltraciéon tumoral por linfocitos T CD4 y CD8*, la presencia de altos titulos
de anticuerpos contra antigenos tumorales en el suero post-inmunizacién y la destruccion dirigida de la vasculatura
tumoral. Ademas, pueden usarse métodos clinicos que puedan evaluar el grado del estado de una enfermedad
particular para determinar si se induce la respuesta inmunitaria deseada. Por ejemplo, en un paciente de cancer, una
reduccién en la carga tumoral o un retraso en la recurrencia o metastasis puede indicar una respuesta inmunitaria
deseada en un paciente tratado con antigenos de células tumorales y composiciones moduladoras de MFG-ES.

Se describen métodos para tratar profilacticamente a un paciente que esta predispuesto a desarrollar cancer, una
metastasis de cancer, o que ha tenido una metastasis y es por lo tanto susceptible a una recaida o recidiva. Los
métodos son particularmente Utiles en individuos de alto riesgo que, por ejemplo, tienen antecedentes familiares de
cancer o de tumores metastasicos, o muestran una predisposicion genética para una metastasis de cancer. En algunas
modalidades, los tumores son tumores relacionados con MFG-E8. Ademas, los métodos son Utiles para prevenir que los
pacientes tengan recidivas de tumores relacionados con MFG-E8, que hayan tenido tumores relacionados con MFG-E8
eliminados por reseccién quirdrgica o tratados con un tratamiento convencional de cancer. Ademas se proporcionan
métodos para inhibir la progresion del cancer y/o para provocar la regresion del cancer, que comprende administrar al
paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de antigenos de células tumorales y composiciones moduladoras de
MFG-ES8.

En algunas modalidades, el paciente que necesita tratamiento anticancerigeno puede tratarse con los antigenos de
células tumorales y las composiciones moduladoras de MFG-E8 descritas en la presente descripcion conjuntamente con
uno o mas anticuerpos dirigidos a dianas distintas de MFG-ES8. Las dianas adecuadas pueden incluir moléculas de
superficie de células cancerosas, por ejemplo, el receptor de EGF, VEGF, HER-2, CD20, c-Met, ErbB3, angiopoyetinas
y gangliosidos tales como GM2.

En algunas modalidades, el paciente que necesita un tratamiento anticancerigeno se trata con los antigenos de células
tumorales y las composiciones moduladoras de MFG-E8 descritas en la presente descripcion conjuntamente con
quimioterapia y/o radioterapia. Por ejemplo, después de la administracion de los antigenos de células tumorales y de las
composiciones moduladoras de MFG-ES8, el paciente puede tratarse ademas con una cantidad terapéuticamente eficaz
de radiacién anticancerigena. En algunas modalidades, el tratamiento quimioterapéutico se proporciona en combinacion
con antigenos de células tumorales y composiciones moduladoras de MFG-E8. En algunas modalidades, los antigenos
de células tumorales y las composiciones moduladoras de MFG-E8 se administran en combinacion con quimioterapia y
radioterapia.

Los métodos de tratamiento comprenden administrar al paciente dosis Unicas o multiples de uno o mas antigenos de
células tumorales y composiciones moduladoras de MFG-E8. En algunas modalidades, los antigenos de células
tumorales y las composiciones moduladoras de MFG-E8 se administran como composiciones farmacéuticas inyectables
que son estériles, libres de pir6geno y que comprenden los antigenos de células tumorales y las composiciones
moduladoras de MFG-E8 en combinacion con un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

En algunas modalidades, los regimenes terapéuticos descritos en la presente descripcion se usan con regimenes de
tratamiento convencionales para cancer que incluyen, sin limitacion, cirugia, radioterapia, ablacion de hormonas y/o
quimioterapia. La administracion de los antigenos de células tumorales y las composiciones moduladoras de MFG-E8
descritas en la presente descripcion pueden tener lugar antes de, simultaneamente con, o después del tratamiento
convencional contra el cancer. En algunas modalidades, se administran al paciente dos o mas antigenos de células
tumorales y composiciones moduladoras de MFG-ES8 diferentes.

Terapia de combinacién

En algunas modalidades se proporcionan composiciones que comprenden dos o mas antigenos de células tumorales y

composiciones moduladoras de MFG-E8. En algunas modalidades, los antigenos de células tumorales son células

tumorales autdlogas que expresan GM-CSF. Las composiciones moduladoras de MFG-E8 pueden ser formas mutantes

de MFG-E8 que carecen o carecen sustancialmente de la capacidad de unirse a las integrinas avf3 y avf35. Las

composiciones moduladoras de MFG-E8 también pueden ser anticuerpos anti-MFG-E8 y/o anticuerpos anti-PS. Las

composiciones pueden incluir ademas una célula o linea celular que expresa GM-CSF. Las composiciones que
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comprenden dos o mas composiciones moduladoras de MFG-E8 pueden administrarse a personas o mamiferos que
padecen de, o estan predispuestas a padecer, cancer. Uno o mas anticuerpos pueden ademas administrarse con otro
agente terapéutico, tal como un agente citotdxico o un quimioterapéutico para el cancer. La administracion simultanea
de dos o mas agentes terapéuticos no requiere que los agentes se administren al mismo tiempo o por la misma ruta,
siempre que exista una superposicion en el periodo de tiempo durante el cual los agentes ejercen su efecto terapéutico.
Se contempla la administracion simultanea o secuencial, asi como la administracién en diferentes dias o semanas.

En algunas modalidades los métodos proporcionados contemplan la administracion de combinaciones, o "cocteles", de
diferentes anticuerpos. Tales cocteles de anticuerpos pueden tener ciertas ventajas en la medida en que contienen
anticuerpos que explotan diferentes mecanismos efectores o combinan anticuerpos directamente citotdxicos con
anticuerpos que dependen de la funcionalidad del efector inmunitario. Tales anticuerpos combinados pueden presentar
efectos terapéuticos sinérgicos. Los anticuerpos utiles pueden incluir anticuerpos dirigidos al receptor de EGF, por
ejemplo, Cetuximab (Erbitux™), anticuerpos que se dirigen al VEGF, por ejemplo, Bevacizumab (Avastin™) vy
anticuerpos que se dirigen a Her-2, por ejemplo, trastuzumab (Herceptin™)

Un agente citotoxico se refiere a una sustancia que inhibe o previene la funcién de las células y/o causa la destruccion
de células. El término pretende incluir isotopos radiactivos (por ejemplo, '3, 125, %Y y 18Rg) agentes
quimioterapéuticos y toxinas tales como toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal
o toxinas sintéticas, o fragmentos de las mismas. Un agente no citotdxico se refiere a una sustancia que no inhibe o
previene la funcién de la célula y/o no causa la destruccion de células. Un agente no citotoxico puede incluir un agente
que puede activarse para ser citotoxico. Un agente no citotoxico puede incluir una microesfera, liposoma, matriz o
particula (ver, por ejemplo, publicaciones de patente de Estados Unidos num. 2003/0028071 y 2003/0032995. Tales
agentes pueden estar conjugados, acoplados, unidos o asociados con un anticuerpo descrito en la presente descripcion.

En algunas modalidades, se administran medicamentos de cancer convencionales con las composiciones descritas en
la presente descripcion. Agentes altamente adecuados incluyen los agentes antiangiogénicos. Los agentes
antiangiogénicos bloquean la capacidad de los tumores para estimular el crecimiento de nuevos vasos sanguineos
necesarios para su supervivencia. Puede usarse cualquier agente antiangiogénico conocido por los expertos en la
técnica, que incluye agentes tales como Bevacizumab (Avastin®, Genentech, Inc.) que bloguean la funcién del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF). Otros ejemplos incluyen, sin limitacion, Dalteparina (Fragmin®), Suramin ABT-
510, Fosfato de Combretastatina A4, Lenalidomida, LY317615 (Enzastaurina), Isoflavona de Soya (Genisteina, Proteina
de Soya Aislada) AMG-706, anticuerpo anti-VEGF, AZD2171, Bay 43-9006 (tosilato de Sorafenib), PI-88, PTK787/ZK
222584 (Vatalanib), SU11248 (malato de sunitinib), VEGF-Trap, XL184, ZD6474, Talidomida, ATN-161, EMD 121974
(Cilenigtida) y Celecoxib (Celebrex®).

Otros agentes utiles incluyen aquellos agentes que promueven dafios en el ADN en células cancerosas, por ejemplo,
roturas de doble cadena en el ADN celular. Puede usarse cualquier forma de agente perjudicial para el ADN conocida
por los expertos en la técnica. El dafio del ADN puede producirse tipicamente mediante radioterapia y/o quimioterapia.
Ejemplos de radioterapia incluyen, sin limitaciéon, radioterapia externa y radioterapia interna (también llamada
braquiterapia). Las fuentes de energia para la radioterapia externa incluyen rayos X, rayos gamma y haces de
particulas; las fuentes de energia usadas en la radiacion interna incluyen yodo radiactivo (yodo'?® o yodo'™"), y
estroncio®, o radiois6topos de fésforo, paladio, cesio, iridio, fosfato o cobalto. Los métodos de administracion de
radioterapia son bien conocidos por los expertos en la técnica.

Ejemplos de agentes quimioterapéuticos que dafian el ADN incluyen, sin limitacion, Busulfan (Myleran), Carboplatino
(Paraplatin), Carmustina (BCNU), Clorambucil (Leukeran), Cisplatino (Platinol), Ciclofosfamida (Cytoxan, Neosar),
Dacarbazina (DTIC-Dome), Ifosfamida (lfex), Lomustina (CCNU), Mecloretamina (mostaza nitrogenada, Mustargen),
Melfalan (Alkeran) y Procarbazina (Matulane)

Otros agentes quimioterapéuticos para el cancer incluyen, sin limitacion, agentes alquilantes, tales como carboplatino y
cisplatino; agentes alquilantes de mostaza nitrogenada; agentes alquilantes de nitrosourea, tales como carmustina
(BCNU); antimetabolitos, tales como metotrexato; acido folinico; antimetabolitos analogos de purina, mercaptopurina;
antimetabolitos analogos de pirimidina, tales como fluorouracilo (5-FU) y gemcitabina (Gemzar®); antineoplasicos
hormonales, tales como goserelina, leuprolida y tamoxifeno; antineoplasicos naturales, tales como aldesleucina,
interleucina-2, docetaxel, etopdsido (VP-16), interferén alfa, paclitaxel (Taxol®) y tretinoina (ATRA); antibidticos
antineoplasicos naturales, tales como bleomicina, dactinomicina, daunorrubicina, doxorrubicina, daunomicina vy
mitomicinas incluyendo mitomicina C; y los antineoplasicos naturales de alcaloide vinca, tales como vinblastina,
vincristina, vindesina; hidroxiurea; aceglatona, adriamicina, ifosfamida, enocitabina, epitiostanol, aclarubicina, ancitabina,
nimustina, clorhidrato de procarbazina, carboquona, carboplatino, carmofur, cromomicina A3, polisacaridos
antitumorales, factores plaquetarios antitumorales, ciclofosfamida (Cytoxin®), Schizophyllan, citarabina (citosina
arabindsido), dacarbazina, tioosina, tiotepa, tegafur, dolastatinas, analogos de dolastatina tales como auristatina, CPT-
11 (irinotecan), mitozantrona, vinorelbina, tenipdsido, aminopterina, carminomicina, esperamicinas (ver, por ejemplo,
patente de Estados Unidos num. 4,675,187), neocarzinostatina, OK-432, bleomicina, furtulén, broxuridina, busulfan,
honvan, peplomicina, bestatina (Ubenimex®), interferén-, mepitiostano, mitobronitol, melfalan, péptidos de laminina,
lentinan, extracto de Coriolus versicolor, tegafur/uracilo, estramustina estrégeno/mecloretamina).
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Agentes adicionales que pueden usarse como terapia para pacientes de cancer incluyen EPO, G-CSF, ganciclovir;
antibioticos, leuprolide; meperidina; zidovudina (AZT); interleucinas 1 a la 18, que incluye mutantes y analogos;
interferones o citocinas, tales como interferones, hormonas a, B y y; hormonas, tales como hormona liberadora de
hormona luteinizante (LHRH) y andlogos y, hormona liberadora de gonadotropina (GnRH); factores de crecimiento, tales
como el factor de crecimiento transformante B (TGF-B), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de
crecimiento de nervios (NGF), factor de liberacion de hormona de crecimiento (GHRF), factor de crecimiento epidérmico
(EGF), factor homoélogo del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFHF), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), y
factor de crecimiento de insulina (IGF); factor de necrosis tumoral a 'y B (TNF-a y B); factor-2 inhibidor de la invasién (lIF-
2); proteinas morfogenéticas 6seas 1-7 (BMP 1-7); somatostatina; timosina-a-1; gamma-globulina; superoxido
dismutasa (SOD); factores del complemento; y factores antiangiogénesis.

Profarmaco se refiere a un precursor o una forma derivada de una sustancia farmacéuticamente activa que es menos
citotoxica o no citotoxica a células tumorales en comparacion al farmaco parental y es capaz de activarse
enzimaticamente o convertirse en una forma activa o la forma parental mas activa. Ver, por ejemplo, Wilman, "Prodrugs
in Cancer Chemotherapy", Biochemical Society Transactions, 14, pp. 375-382, 6152 Reunién de Belfast (1986) y Stella
et al., "Prodrugs: A Chemical Approach to Targeted Drug Delivery", Directed Drug Delivery, Borchardt et al., (Ed.), pp.
247-267, Humana Press (1985). Los profarmacos incluyen, pero no estan limitados a, profarmacos que contienen
fosfato, profarmacos que contienen tiofosfato, profarmacos que contienen sulfato, profarmacos que contienen péptido,
profarmacos modificados de aminoacido D, profarmacos glicosilados, profarmacos que contienen betalactama,
profarmacos opcionalmente sustituidos que contienen fenoxiacetamida o profarmacos opcionalmente sustituidos que
contienen fenilacetamida, 5-fluocitosina y otros profarmacos de 5-fluorouridina que pueden convertirse en el farmaco
libre citotoxico mas activo. Ejemplos de farmacos citotéxicos que pueden derivatizarse en una forma profarmaco para
usar en la presente descripcion incluyen, pero no se limitan a, aquellos agentes quimioterapéuticos descritos
anteriormente.

Ejemplos
Ejemplo 1: Materiales y Métodos

Ratones. Ratones deficientes en GM-CSF, GM-CSF/IL-3, IFN-y (Dalton et al., 1993) y GM-CSF/IL-3/IFN-y se
retrocruzaron al menos nueve generaciones con la cepa C57BI/6 y alojados en condiciones libres de patégenos
especificos. Los genotipos fueron confirmados por PCR (Enzler et al., 2003), y los experimentos se llevaron a cabo bajo
un protocolo aprobado por el IACUC del Dana-Farber Cancer Institute acreditado por la AAALAC.

Ensayos de fagocitosis. Se generaron células apoptéticas al exponer timocitos a 10 yM de dexametasona a 37 °C
durante 6 horas, esplenocitos a irradiacion gamma de 40 Gy y células T Jurkat a 5 mg/ml de etopésido (Sigma-Aldrich) a
37 °C durante 16 horas. Las células necréticas se indujeron mediante cinco ciclos de congelaciéon-descongelacion o
cultivo en etanol al 20 % durante 60 minutos. El porcentaje de células apoptoéticas y necréticas se cuantificd con tincion
de anexina V y yoduro de propidio, de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Sigma-Aldrich). Las células
apoptoticas o necréticas se marcaron con 5- (y 6-) carboxitetrametilrodamina, éster succinimidilico (5[6]-TAMRA, SE,
Molecular Probes) o éster succinimidilico de diacetato de carboxifluoresceina (CFSE, Molecular Probes) a 37 °C durante
15 minutos.

Los macréfagos se recuperaron por lavado de la cavidad peritoneal 48 horas después de la instilacion de tioglicolato (2
mg/ml: Sigma-Aldrich) o con microesferas CD1 1b (Miltenyi Biotech) del bazo, higado y lavado broncoalveolar, y se
cultivaron con RPMI 1640 suplementado con 10 % de suero fetal bovino inactivado por calor, L-glutamina y
penicilina/estreptomicina. Las células dendriticas se aislaron a partir de bazos mediante el uso de microesferas de
CD11c (Miltenyi Biotech) o se generaron a partir de células de médula ésea (2 x 10%/pozo) mediante cultivo durante
siete dias mediante el uso de medios condicionados (dias 0, 2, 4) de células B16 secretoras de GM-CSF o FIt3-L (Mach
et al., 2000). Los macrofagos o células dendriticas (1x10°) se expusieron durante dos horas a células apoptéticas o
necréticas marcadas (1x10°), se lavaron, se tifieron con AcM a CD11b o CD11c (BD Pharmingen) y se evaluo la
eficiencia de la fagocitosis mediante citometria de flujo.

Ensayos de citocinas. Se midieron TGF-(, IL-6, IL-1, IL-12p70, IL-23p19, IL-10 y TNF-a en sobrenadantes de cultivo con
un ELISA, de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Pierce-Endogen, R&D Systems, eBioscience). Para la tincion
de citocinas intracelulares, las células T se estimularon con 1 mg/ml de PMA y 50 ng/ml de ionomicina durante cuatro
horas y se afiadié GolgiPlug (BD-Pharmingen) durante 2 horas a 37 °C. Las células se tifieron con AcM anti-CD3, CD4 o
CD8, se fijaron y permeabilizaron con Cytofix/Cytoperm (BD-Pharmingen), se tifieron de nuevo con anti-IFN-y, anti-IL-17
y AcM de control de isotipo (BD Pharmingen), y se analizaron por citometria de flujo.

Ensayos de proliferacion celular. Los macréfagos peritoneales se expusieron a células apoptoticas o necréticas durante
2 horas, se lavaron, se co-cultivaron en placas de fondo plano de 96 pozos con esplenocitos Balb/c durante 72 horas y
se determiné la captacion de 3H-timidina. Para los ensayos de supresion, las células T CD4*CD25* se obtuvieron
mediante el uso de un kit de aislamiento de células T reguladoras (Miltenyi Biotech), de acuerdo con el protocolo del
fabricante. La capacidad de Tregs para inhibir la proliferacion de células T efectoras CD4*CD25" y la produccion de IL-2
se evalué mediante el uso de procedimientos estandar.
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Ensayos de quimiotaxis. Los sobrenadantes de macrofagos expuestos a células apoptoticas se diluyeron 1:10 en medio
de cultivo y se afadieron a los pozos inferiores de una microcamara que contenia un filiro de policarbonato con poros de
8 um (Coster-Corning). Se aplicaron células T CD4*CD25* o CD4*CD25" (1x10*células/pozo) a la parte superior de la
camara en presencia o ausencia de anticuerpo neutralizante anti-humano CCL22/MDC o control de isotipo (R&D
systems). Después de la incubacion a 37 °C durante dos horas, las células que migraron a la parte inferior de la camara
se colectaron y se contaron.

Citometria de flujo. Los macréfagos se pretrataron con GolgiPlug (BD-Pharmingen) 1 ml/ml durante 4 horas a 37 °C, se
tineron con AcM anti-CD11b (BD-Pharmingen), se fijaron y permeabilizaron con tampoén Cytofix/Cytoperm (BD-
Pharmingen) y se tifieron de nuevo con AcM MFG-E8 no conjugado (Alexia) o AcM Gas6 (R&D Systems) seguido de Ac
anti-lgG2 de cabra (BD-Pharmingen) marcado con PE. Para la tinciéon con FoxP3, se marcaron las células linfoides con
AcM anti-CD3 y CD4 (BD Pharmingen), se lavaron y después se tifieron con anticuerpo anti-FoxP3 marcado con PE
mediante el uso del sistema de tincion de FoxP3 de acuerdo con el protocolo del fabricante (eBioscience). La
adquisicion celular se realizd con un citometro de flujo FW501 (Beckman-Coulter) y se analiz6 mediante el software
FlowJo (Tree Star).

Transferencia de genes mediada por retrovirus. Las secuencias de longitud completa que codifican los marcos abiertos
de lectura de MFG-E8 o el mutante RGE (MFG-E8 mutante en el cual la secuencia RGD en el segundo dominio EGF se
reemplaza con RGE) se introdujeron en el vector retroviral pMFG, y se prepararon con células 293-GPG altos titulos de
stocks virales de replicacion defectuosa seudotipados con VSV-G, como se ha descrito anteriormente (Mach et al.,
2000). Los macroéfagos peritoneales replicantes se transdujeron en presencia de 10 ng/ml de M-CSF (R&D Systems).

Después de 48 horas de preacondicionamiento con 5-FU (150 mg/kg), se aislaron células de médula 6sea de ratones de
8-10 semanas de edad de tipo silvestre y deficientes en GM-CSF/IL-3/IFN-y y se cultivaron durante la noche con X-
VIVO (Cambrex) suplementado con factor de células madre (100 ng/ml) y trombopoyetina (50 ng/ml). Las células se
transdujeron con sobrenadantes retrovirales durante 48 horas y después se inyectaron 1 x 108 células en receptores
irradiados letalmente (dos dosis de 560 rads, separadas 6 horas entre si, mediante el uso de una fuente de '3’Cs). Ocho
semanas después del trasplante, los ratones se sacrificaron y se analizaron para la expresion de MFG-E8, capacidad
fagocitica y subconjuntos de células T CD4* como anteriormente.

Experimentos con melanoma B16. Para los estudios de prevencion de tumores, se inyectaron subcutaneamente ratones
C57BI/6 hembras de 8-12 semanas de edad en el flanco con 1 x 10° células B16 irradiadas (150 Gy) de tipo silvestre o
transducidas retroviralmente (GM-CSF, MFG-ES8 y/o RGE) y siete dias después se desafiaron por via subcutanea en la
espalda con 1x10° células B16 vivas. Para el modelo de terapia, los ratones se inyectaron el dia 0 o 3 con 5 x 10°
células B16 vivas y se trataron los dias 0, 7 y 14 con 1 x 108 células B16 modificadas genéticamente irradiadas. Se
monitoreo el crecimiento del tumor y se registré el producto de los diametros del tumor.

Los linfocitos infiltrantes de tumores se obtuvieron a partir de los sitios de desafio con B16 mediante el uso de
separacion celular por gradiente Nocoprep (Axis-Shield) seguida de purificacion de células T CD3* con esferas
magnéticas (Miltenyi) marcadas con anti-CD3. Las células se analizaron por citometria de flujo mediante el uso de AcM
contra CD4, CD8, CD69 y FoxP3. Se determinaron las respuestas CD8* especificas del antigeno frente a los péptidos
con restricciéon H-2° (DFCI Molecular Biology Core) derivados de TRP-2 (180-188: SVYDFFVWL) o E1A (234-243:
SGPSNTPPEI) mediante la incubacion de linfocitos durante 72 horas con 1x10° células B16 y 25 U/ml de IL-2 y
midiendo la producciéon de IFN-y mediante ELISPOT mediante el uso de esplenocitos pulsados con péptido como
dianas.

Ejemplo 2: EI GM-CSF regula la fagocitosis de las células apoptoticas

Las células marcadas entradas en apoptosis por dexametasona o etopdsido o necréticas por congelacion-
descongelaciéon se anadieron a macréfagos peritoneales CD1 1b* de tipo silvestre o deficientes en GM-CSF y la
eficiencia de la ingestion se midié por citometria de flujo. Se observd afectacion en la captacion por macréfagos
peritoneales deficientes en GM-CSF en el caso de células T Jurkat tratadas con etopdsido y esplenocitos irradiados con
gamma, mientras que la captacion de células entradas en necrosis por ciclos de congelacion-descongelacion repetidos
o tratamiento con etanol al 20 % estaba intacta (Figura 1A y no mostrado). Los macroéfagos deficientes en GM-CSF/IL-3
y GM-CSF/IL-3/IFN-y mostraron perfiles de fagocitosis comparables, revelando un requerimiento selectivo de GM-CSF
en la captacion de células apoptéticas (no mostrado). Las células dendriticas que expresan CD11c purificadas de los
bazos de ratones deficientes en GM-CSF manifestaron una afectacion similar, aunque las células dendriticas generadas
por el cultivo de precursores de médula 6sea con el ligando FIt3 (FIt3-L) mostraron una ingestion eficiente del material
apoptético (Figura 1B). Estos ultimos resultados concuerdan con un reciente informe que indica que las células
dendriticas estimuladas con FIt3-L emplean un proceso llamado "proceso de digestion fragmentada” ("nibbling") para
ingerir células moribundas, en contraste con el englobamiento desencadenado con GM-CSF (Janssen et al., 2006). Sin
embargo, nuestros resultados sugieren que, bajo condiciones de estado estacionario, el GM-CSF puede ser una sefial
mas importante que FIt3-L para regular la fagocitosis por células dendriticas de las células apoptoticas.
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De acuerdo con estudios previos, los macréfagos de tipo silvestre indujeron cantidades sustanciales de TGF-§ pero
minimas de IL-1, IL-6, IL-12p70 e IL-23p19 en respuesta a células apoptoticas (Fadok et al., 1998; Huynh Et al., 2002,
Kim et al., 2004, Stark et al., 2005), mientras que las células necréticas indujeron el perfil opuesto (Figura 1C). Por el
contrario, los macréfagos deficientes en GM-CSF (no mostrado), GM-CSF/IL-3, GM-CSF e IL-3/IFN-y produjeron
significativamente menos TGF-3, pero mas IL-1, IL-6, IL-12p70 e IL-23p19 después de la exposicion tanto a células
apoptoticas como necroticas. Los macréfagos deficientes en GM-CSF/IL-3 generaron los niveles mas altos de 1L-12p70,
mientras que los macrofagos deficientes en GM-CSF/IL-3/IFN-y generaron los niveles mas altos de 1L-23p19, lo que
sugiere que el IFN-y también contribuye a la regulacién de citocinas. Se observaron pocas diferencias en la produccion
de IL-10 o TNF-a a través del conjunto de ratones (no mostrado).

Para examinar la relevancia funcional de la afectacion de la fagocitosis de las células apoptéticas, realizamos
reacciones leucocitarias mixtas con macrofagos peritoneales de ratones deficientes en citocinas y esplenocitos de
ratones Balb/c alogénicos de tipo silvestre (Figura 1D). Mientras que los fagocitos de tipo silvestre y los deficientes en
GM-CSF/IL-3/IFN-y cargados con células necroticas estimularon respuestas robustas de células T alogénicas, la
ingestion de células apoptoticas por macréfagos de tipo silvestre suprimid las respuestas proliferativas mas
eficientemente que los macréfagos deficientes en GM-CSF/IL-3/IFN-y.

Ejemplo 3: EIl GM-CSF regula la expresion de MFG-E8

El analisis de PCR en tiempo real de los macréfagos peritoneales deficientes en GM-CSF revelé cambios minimos o
nulos en los niveles de MARCO, CD36, receptor depurador clase A, y el receptor putativo de fosfatidilserina, los
transcritos de MFG-E8 se redujeron significativamente en comparacion con las células de tipo silvestre (no mostrado).
La citometria de flujo confirmé la marcada disminucion en la expresion de MFG-E8 en macroéfagos aislados de la
cavidad peritoneal, el bazo, el higado y el pulmén de ratones deficientes en GM-CSF (Figura 2A). Las células
dendriticas esplénicas y las células dendriticas derivadas de médula 6sea generadas por FIt3-L mostraron reducciones
similares en MFG-ES8, subrayando la importancia del GM-CSF enddgeno para la expresion de esta opsonina (Figura
2B). Ademas, la ingestion eficiente de células apoptéticas por las células dendriticas inducidas por el ligando FIt3
(Figura 1B) en ausencia de MFG-E8 sugiere que estas células pueden usar multiples receptores para la eliminacion del
cadaver. Se observaron disminuciones comparables en la expresion de MFG-E8 con células presentadoras de antigeno
de ratones deficientes en GM-CSF/IL-3 y GM-CSF/IL-3/IFN-y (no mostrado). Dado que la captacion mediada por MFG-
E8 de células moribundas implica integrinas a3 y a,fs e intersecta con la via Gas-6/Mer (Hanayama et al., 2002, Wu et
al., 2005), también ensayamos la expresion de estas moléculas en macréfagos deficientes en GM-CSF. Se observaron
reducciones modestas mediante citometria de flujo (Figura 8), lo que sugiere que el GM-CSF regula ampliamente la
captacion basada en fosfatidilserina de células apoptéticas.

Para delinear la contribucién de la deficiencia de MFG-E8 a la afectacion de la fagocitosis de células apoptéticas por
macrofagos deficientes en GM-CSF, reconstituimos la expresion de MFG-ES8 in vitro mediante la transduccion retroviral
de macrofagos peritoneales replicantes, mediante el uso de M-CSF como mitégeno. Para estos experimentos, también
generamos un alto titulo de virus que codifica un mutante MFG-E8 previamente descrito, en el cual la secuencia RGD
implicada en la unién a integrina se modifico a RGE (Asano et al., 2004). Dado que esta proteina conserva la capacidad
de unirse a la fosfatidilserina en células apoptéticas, pero no puede internalizarse en fagocitos, este constructo funciona
como un inhibidor negativo dominante. La citometria de flujo documenté que los macrofagos deficientes en GM-CSF,
GM-CSF/IL-3 y GM-CSF/IL-3/IFN transducidos alcanzaron niveles de MFG-E8 comparables a los macrofagos de tipo
silvestre (no mostrado). La restauracion de MFG-E8 aumentd la fagocitosis de células apoptéticas en células deficientes
en GM-CSF a los niveles de tipo silvestre, mientras que la sobreexpresiéon de MFG-E8 en células de tipo silvestre
aumentd adn mas la ingestion de cadaveres (Figura 2C). Los niveles de MFG-E8 no afectaron la captaciéon de células
necroticas (no mostrado). Por el contrario, el mutante RGE disminuy6 la ingestion de células apoptéticas en macrofagos
de tipo silvestre y en deficientes en citocinas.

La modulacién de la via MFG-ES8 dio lugar a cambios significativos en la produccion de citocinas y la inmunogenicidad.
La expresion forzada de MFG-E8 en macréfagos deficientes en GM-CSF/IL-3/IFN-y restablecid la secrecion de TGF-f y
redujo la produccion de IL-1, IL-6, IL-12p70 e IL-23p19 a niveles comparables a los controles de tipo silvestre (Figura
2D). En cambio, el mutante RGE disminuy6 la secrecion de TGF-f y aument6 la produccién de IL-1, IL-6, IL-12p70 e IL-
23p19 en macrofagos de tipo silvestre. Ademas, el mutante RGE anulé los efectos inhibitorios de las células apoptéticas
sobre la actividad aloestimuladora de macréfagos peritoneales de tipo silvestre (Figura 2E). En cambio, la transduccion
de MFG-E8 normalizd la actividad aloestimuladora aberrante de macréfagos deficientes en GM-CSF/IL-3/IFN-y
expuestos a células apoptéticas. Esta supresion requirid TGF-3, ya que la adicion de anticuerpos neutralizantes anti-
TGF-B antagonizo los efectos de la transduccion de MFG-ES8, pero no los del mutante RGE.

Ejemplo 4: EI GM-CSF es necesario para la homeostasis de Treg a través de la captacion de células apoptoticas
mediada por MFG-E8

Para explorar si la captacion mediada por MFG-E8 de células moribundas podria contribuir a la homeostasis de Treg

bajo condiciones fisiologicas, primero co-cultivamos células T CD4" singénicas de tipo silvestre con macrofagos

peritoneales cargados de células apoptéticas y después analizamos la expresion de FoxP3 (Figura 3A). Mientras que

las células de tipo silvestre estimularon eficientemente los Tregs, los macréfagos GM-CSF/IL-3/IFN-y se vieron
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afectados. La transduccion de MFG-E8 tanto de macréfagos tipo silvestre como deficientes en citocina dio como
resultado un aumento de células FoxP3*, mientras que el mutante RGE disminuyd la induccién de Treg. Los
experimentos de bloqueo de anticuerpos establecieron que la expansion mediada por MFG-E8 de Treg requirio TGF-B y
MHC clase Il (Figura 3B). Las células FoxP3* proliferaron durante el co-cultivo y manifestaron actividad supresora tipica
en reacciones leucocitarias mixtas alogénicas (no mostrado). Ademas, el sobrenadante de macrofagos de tipo silvestre
cargados de células apoptoéticas, pero no el de los deficientes en GM-CSF/IL-3/IFN-y, provocé la migracion selectiva de
células T CD4*CD25" de una forma dependiente de CCL22 (Figura 3C). La reconstitucion de la expresion de MFG-E8
en macrofagos deficientes en GM-CSF/IL-3/IFN-y restaurd la quimiotaxis de células T CD4*CD25* dependientes de
CCL22 (Curiel et al., 2004)

Para determinar si la afectacion de la induccion de Tregs in vitro era indicativa de alteracion de la homeostasis Treg in
vivo, cuantificamos las células FoxP3* en los ratones mutantes. Aunque no se observaron diferencias en el nimero de
células T CD4*CD25* esplénicas, la frecuencia de células T CD3*CD4*FoxP3* en ratones deficientes en GM-CSF (no
mostrado), GM-CSF/IL-3 y GM-CSF/IL-3/IFN-y disminuy6 significativamente en comparacion con los controles de tipo
silvestre (Figura 3D). Los numeros absolutos de células FoxP3* fueron 3,5 + 1,8 x 10% células/bazo para 5 ratones de
tipo silvestre, 0,7 £ 0,1 x 10° células/bazo para 5 ratones deficientes en GM-CSF/IL-3 y 0,7 + 0,4 x 10° células/bazo para
5 ratones deficientes en GM-CSF/IL-3/IFN-y (cualquiera de las cepas knockout frente a la tipo silvestre, p=0,007). Se
observaron reducciones similares en los Treg en los ganglios linfaticos, pero no en el timo de los ratones mutantes
(Figura 9), lo que sugiere que el mantenimiento periférico, mas que la produccién, podria ser el defecto primario. Las
células T CD4*CD25* de ratones deficientes en GM-CSF/IL-3/IFN-y mostraron una actividad supresora mas débil
comparada con células CD4*CD25" de ratones de tipo silvestre en ensayos estandar in vitro (Figura 10), aunque se
requieren estudios adicionales mediante el uso de células FoxP3* purificadas para evaluar la funcién reguladora sobre
la base de una célula individual.

Ejemplo 5: EI GM-CSF regula los subconjuntos de células T efectoras CD4* a través de MFG-E8

El aumento de la produccion de citocinas inflamatorias por células presentadoras de antigeno deficientes en GM-CSF
cargadas de células apoptoticas planted la posibilidad de que los subconjuntos de células T efectoras CD4" podrian
estar alterados. Para investigar este tema, co-cultivamos células T virgenes singénicas de tipo silvestre
CD3*CD45RA*CD62" con macrofagos peritoneales cargados de células apoptoticas y después analizamos la expresion
de IL-17 e IFN-y mediante citometria de flujo (Figura 4A). En consonancia con la secrecion aumentada de p70 de IL-12,
los macréfagos deficientes en GM-CSF/IL-3 estimulados aumentaron las células Th1. La combinacion de niveles
aumentados de IL-23, IL-1 e IL-6 en macréfagos deficientes en GM-CSF/IL-3/IFN-y produjo el aumento de células Th17.
La transduccion de MFG-E8 de macrofagos deficientes en citocinas suprimio el desarrollo de células efectoras CD4*. Se
obtuvieron hallazgos comparables mediante el uso de células dendriticas derivadas de médula 6sea generadas en
presencia de FIt3-L (Figura 4B). De acuerdo con estos resultados, la expresion del mutante RGE en macroéfagos de tipo
silvestre promovi6 células Th1, mientras que la transduccion de macréfagos deficientes en IFN-y con el mutante RGE
desencadend células Th17 (Figura 4C]. Para determinar si se generaron subconjuntos de células T CD4* similares in
vivo, se estimularon esplenocitos recién aislados con PMA e ionomicina (Figura 4D). El sesgo a Th1 fue evidente en
ratones deficientes en GM-CSF, mientras que las células Th17 fueron predominantes en ratones deficientes en GM-
CSF/IFN-y.

Ejemplo 6: La reconstitucion de MFG-E8 normaliza los subconjuntos CD4* en ratones deficientes en GM-CSF

Para probar ademas el papel de MFG-E8 en la regulacién del subconjunto de células T CD4* dependiente de GM-CSF,
realizamos experimentos de trasplante de médula 6sea. Los progenitores hematopoyéticos de ratones de tipo silvestre y
deficientes en GM-CSF/IL-3/IFN-y se transdujeron con vectores retrovirales y se infundieron en receptores letalmente
irradiados de 2-4 meses de edad. Los ratones se sacrificaron dos meses después del trasplante, y la expresion de
GFP/MFG-E8 se documentd en macréfagos (no mostrado). La transduccion de MFG-E8 dio como resultado el aumento
de la fagocitosis de células apoptéticas tanto en macroéfagos de tipo silvestre como en deficientes en GM-CSF/IL-3/IFN-
Y, mientras que el mutante RGE redujo la eliminacion de cadaveres en ambas cepas (Figura 5A]. La expresion forzada
de MFG-E8 dio como resultado niveles aumentados de TGF-f y niveles reducidos de IL-6, IL-23p19 e IL-17 en el suero
de ratones tipo silvestre y deficientes en GM-CSF/IL-3/IFN-y Figura 5B). No se observaron cambios en las
concentraciones de IL-12p70. Por el contrario, el mutante RGE indujo una disminucion de los niveles de TGF-f3, pero
aumento los niveles de IL-6, IL-12p19, IL-17 e IL-12p70 en el suero de animales trasplantados. El mutante RGE disparé
ademas los niveles circulantes de IFN-y en ratones de tipo silvestre. Este aumento de la produccién de citocinas
proinflamatorias podria explicar la baja incidencia de mortalidad tras el trasplante observada sélo en animales que
recibieron médula 6sea que expresa RGE (no mostrado). La citometria de flujo reveldé que la transduccion de MFG-E8
incremento6 los Treg FoxP3* en esplenocitos de tipo silvestre y en esplenocitos deficientes en GM-CSF/IL-3/IFN-y,
mientras que el mutante RGE disminuyo los Treg en ratones de tipo silvestre (Figura 5C). El MFG-E8 suprimio, pero el
mutante RGE aumento las células Th17 en ratones deficientes en GM-CSF/IL-3/IFN-y, mientras que el mutante RGE
aumento las células Th1 en receptores de tipo silvestre (Figura 5D). La transduccion de MFG-ES8 restablecié ademas los
efectos inmunosupresores de las células apoptéticas en ratones deficientes en GM-CSF/IL-3/IFN-y, como se documentd
por la reduccion de la actividad aloestimuladora (Figura 5E). En conjunto, estos hallazgos establecen un requerimiento
de MFG-ES8 en las actividades inmunorreguladoras del GM-CSF.
23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2629749 T3

Ejemplo 7: La maduracioén de células presentadoras de antigenos implica la regulacion negativa de MFG-E8

Dado que MFG-E8 juega un papel critico en la tolerancia desencadenada por GM-CSF, la inmunidad protectora
inducida por GM-CSF puede implicar la regulacion negativa de la funcion MFG-E8. En concordancia con esta idea,
trabajos previos mostraron que las células dendriticas derivadas de médula 6sea inmaduras generadas con GM-CSF
manifiestan altos de expresion de MFG-E8, mientras que la maduracién inducida por LPS dio como resultado una
disminucion de MFG-E8 (Miyasaka et al., 2004). Aqui ampliamos estos hallazgos al mostrar que el tratamiento de
macrofagos peritoneales de tipo silvestre con miltiples agonistas de TLR incluyendo péptidoglicano (TLR2), poli-I-C
(TLP3), LPS (TLP4) u oligonucledtidos CpG (TLR9) suprimié la induccion de MFG-E8 ante la exposicién a células
apoptoticas (Figura 6A). Esta inhibicién demostré ser funcionalmente importante, ya que la expresion forzada de MFG-
E8 (a través de la transduccion retroviral) antagonizé la reduccién de TGF-B y el aumento de IL-6 estimulado por LPS
(Figura 6B). EI MFG-E8 suprimié ademas la actividad aloestimuladora potenciada de macréfagos cargados de células
apoptoticas tratados con LPS (Figura 6C].

Trabajos recientes establecieron que las células dendriticas B220-derivadas de la médula ésea generadas en presencia
de FIt3-L, pero no las B220*, presentaron eficientemente de forma cruzada antigenos de células apoptoticas para
estimular respuestas de células T citotoxicas CD8* (Janssen et al., 2006). Se encontré que la expresion de MFG-ES8 se
restringié a células dendriticas B220*, mientras que la maduracion con LPS o células necréticas resulté en la regulacion
negativa de MFG-E8 en estas y en células dendriticas derivadas de GM-CSF (Figura 6D]. Las células dendriticas
generadas en presencia de FIt3-L clasificadas como B220*, pero no B220-, secretaron TGF- ante la exposicion a
células apoptéticas, aunque no ante células necréticas. En contraste, las células dendriticas B220" pero no las B220*,
produjeron IFN-a en respuesta a células apoptéticas, y esto se incrementd con LPS, de acuerdo con el reporte anterior
(Janssen et al., 2006). Las células dendriticas B220-, pero no las B220*, también produjeron IFN-a en respuesta a
células necréticas. En conjunto, estos hallazgos apoyan la idea de que MFG-E8 contribuye al potencial tolerogénico de
los subconjuntos de células dendriticas especificas.

Ejemplo 8: EI MFG-ES8 regula los efectos antitumorales de las vacunas secretoras de GM-CSF

Para examinar directamente el impacto de MFG-E8 sobre las respuestas protectoras estimuladas por GM-CSF,
utilizamos el modelo de melanoma B16 (Dranoff et al., 1993). En este sistema, la vacunacién con células tumorales
irradiadas secretoras de GM-CSF protege eficientemente a los ratones C57BI/6 singénicos de tipo silvestre del desafio
posterior con células B16 vivas de tipo silvestre, mientras que la vacunacion con células B16 parentales irradiadas es
ineficaz (Figura 7A). La inmunizacién con células B16 que expresan el mutante RGE no pudo proteger contra la
estimulacion tumoral, lo que indica que el bloqueo de la fosfatidilserina no fue suficiente para la inmunidad protectora en
este sistema. Las vacunas compuestas de células B16 secretoras de MFG-E8 fueron similarmente inactivas. Sin
embargo, la co-expresion de MFG-E8 anulé la inmunidad protectora provocada con células tumorales secretoras de
GM-CSF, mientras que el mutante RGE no lo hizo.

Para determinar si el mutante RGE podria aumentar los efectos antitumorales de GM-CSF, utilizamos un modelo de
terapia en el cual se inici6 la vacunacion el mismo dia que el desafio tumoral (Figura 7B). Bajo estas condiciones, las
células B16 irradiadas secretoras de GM-CSF suscitan un ligero retardo en el crecimiento del tumor, pero todos los
animales eventualmente sucumben a la progresion del tumor. La co-expresion de MFG-E8 también inhibid el impacto de
las células tumorales secretoras de GM-CSF en este sistema. Sin embargo, el mutante RGE potencio la destruccion del
tumor inducida por GM-CSF, ya que casi todos los ratones sobrevivieron al desafio con B16 de tipo silvestre (7 de 8).
Cuando se inicio la terapia tres dias después de la inyeccion de B16, los tumores crecieron inicialmente, pero la
combinacion GM-CSF/RGE detuvo la progresion de la enfermedad e indujo regresién en algunos animales (no
mostrado). No se observaron toxicidades del tratamiento.

Para analizar los mecanismos subyacentes a estos efectos, aislamos los linfocitos infiltrantes del tumor de los sitios de
desafio de B16 de tipo silvestre. La co-expresion de MFG-E8 dio lugar a un aumento de Treg intratumorales (Figura 7C],
mientras que la co-expresion del mutante RGE inhibié el reclutamiento de Treg en comparaciéon con B16 células que
secretan s6lo GM-CSF (Figura 7D). Ademas, el mutante RGE potenci6 la activacion de los linfocitos infiltrantes de
tumores CD8" y aumentd el nimero de células efectoras CD8" secretoras de IFN-y especificas de proteina 2
relacionada con la tirosinasa (TRP-2), restringidas por MHC clase |, mientras que estas se redujeron con MFG-E8
(Figura 7E).

Los tumores cosechados de ratones tratados mostraron diferencias sorprendentes en el aspecto macroscopico. Los
melanomas que surgieron en ratones virgenes (no mostrado) o en animales que recibieron la vacuna GM-CSF/MFG-E8
estaban fuertemente pigmentados, mientras que los que se desarrollaron después de la vacuna GM-CSF o la
combinacion GM-CSF/RGE no lo estaban (Figura 7F). El examen histopatolégico confirmé las diferencias en la
produccion de melanina (no mostrado). Estos hallazgos sugieren que la modulaciéon mediada por MFG-E8 de la
inmunidad frente a los antigenos de diferenciacion de melanocitos, tales como TRP-2, esculpe el fenotipo de tumores
progresivos, en concordancia con el concepto de edicidon inmunolégica (Dunn et al., 2004).
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Estudios adicionales mostraron que los macréfagos asociados a tumores en diversas malignidades humanas muestran
altos niveles de MFG-E8 mediante inmunohistoquimica (Figura 16 y los datos no mostrados).

Ejemplo 9

Mientras el MFG-E8 se detectd por inmunohistoquimica en macréfagos del centro germinal y en macrofagos alveolares
de ratones de tipo silvestre, en concordancia con reportes anteriores, no se observo tincién en los bazos o pulmones de
animales deficientes en GM-CSF (Figura 13) o en macréfagos timicos de cualquiera de ambas cepas. Las células
dendriticas esplénicas y las células dendriticas derivadas de médula 6sea en presencia de FIt3-L, de ratones deficientes
en GM-CSF mostraron ademas reducciones en MFG-E8 en comparacion con los niveles de tipo silvestre (descritos
anteriormente), mientras que se observaron disminuciones similares con células presentadoras de antigenos deficientes
en GM-CSF/IL-3 y GM-CSF/IL-3/IFN-y. También se detectaron reducciones modestas en a5, Gas-6 y Mer (ver
anteriormente), lo que sugiere que el GM-CSF regula ampliamente la captacion basada en fosfatidilserina de células
apoptéticas.

Para aclarar la contribucion de la deficiencia de MFG-ES8, utilizamos transduccion retroviral para reconstituir la expresion
de MFG-E8 en macrofagos peritoneales in vitro. También se generd un alto titulo de virus que codifica para un mutante
de MFG-E8 previamente descrito, en el cual la secuencia RGD implicada en la unién a integrina se modific6 a RGE.
Esta proteina conserva la capacidad de unirse a la fosfatidilserina en las células apoptéticas, pero no puede
internalizarse y por lo tanto funciona como un inhibidor negativo dominante. La citometria de flujo documenté que los
macrofagos deficientes en citocinas transducidos alcanzaron niveles de MFG-E8 comparables a las células de tipo
silvestre (no mostrado). La restauracion de MFG-E8 aumentd la fagocitosis de células apoptéticas en células deficientes
en GM-CSF a los niveles de tipo silvestre, mientras que la sobreexpresiéon de MFG-E8 en células de tipo silvestre
aumentd ademas la ingestion de cadaveres (anterior). La microscopia confocal demostré que el MFG-E8 medi6 el
englobamiento de células apoptodticas, en lugar de simplemente la unién a la superficie de los fagocitos (Figura 15]. Los
niveles de MFG-E8 no alteraron la captacion de células necréticas (no mostrado). Por el contrario, el mutante RGE
disminuyo la ingestion de células apoptéticas en macrofagos de tipo silvestre y en deficientes en citocinas.

Ejemplo 10: un modelo de las funciones duales para el GM-CSF en la tolerancia e inmunidad protectora

Como se muestra en los ejemplos anteriores, identificamos la proteina de unién a fosfatidilserina MFG-E8 como un
determinante principal de la funcién del GM-CSF. Bajo condiciones de estado estacionario, el GM-CSF induce la
expresion de MFG-E8 en las células presentadoras de antigeno, lo que resulta en la fagocitosis eficiente de células
apoptoticas, el mantenimiento de Tregs en la periferia, y la supresion de células Th1 y Th17 autorreactivas. Sin
embargo, bajo condiciones de estrés, los agonistas de TLR o células necréticas regulan negativamente la expresion de
MFG-ES8, por lo que el GM-CSF estimula respuestas protectoras a través de un mecanismo independiente de MFG-ES8.
En conjunto, estos hallazgos delinean un circuito homeostatico GM-CSF/MFG-E8 que regula el equilibrio de
subconjuntos de células T CD4* (Figura 11).

A la luz de las actividades inmunorreguladoras de MFG-ES8, ;por qué el suministro de GM-CSF como terapia contra el
cancer aumenta las respuestas antitumorales? Nuestros resultados indican que diversos agonistas TLR y células
necroticas regulan negativamente la expresion de MFG-E8 en las células presentadoras de antigeno, y esta supresion
puede requerirse para la inmunidad protectora. De hecho, la produccion forzada de MFG-E8 antagonizé el impacto
inmunoestimulador de los agonistas de TLR y las vacunas de células tumorales irradiadas secretoras de GM-CSF,
mientras que altos niveles de MFG-E8 enddgenos fueron asociados con subconjuntos de células dendriticas
tolerogénicas. Mientras el bloqueo de la funcién MFG-E8 con el mutante RGE fue insuficiente para suscitar proteccion
en el modelo de melanoma B16, junto con GM-CSF la estrategia mostré efecto terapéutico contra las lesiones
preexistentes. Esta actividad intensificada sugiere que las vacunas tumorales irradiadas secretoras de GM-CSF, a solas
desencadenan sdélo una regulacién negativa parcial de MFG-E8 in vivo. La inmunidad potenciada provocada por la
combinacion de tratamientos implico la inhibicién de Tregs y la amplificacion de células T citotéxicas CD8+, lo que da
como resultado una respuesta diversificada del hospedero capaz de mediar la regresion de tumores establecidos en la
ausencia de toxicidad. Este mecanismo de sinergia terapéutica es distinto del bloqueo de anticuerpos CTLA-4
subyacente, el cual se dirige principalmente a las células efectoras, pero aumenta ademas las Treg. Por lo tanto, los tres
enfoques juntos podrian resultar complementarios y lograr aun mayores niveles de inmunidad protectora tumoral.

Ejemplo 11: Secuencia de nucleétidos del ADNc que codifica el polipéptido MFG-E8 de tipo silvestre murino
(NM_008594, GI: 113865978)

Esta secuencia fue la secuencia de tipo silvestre usada para los experimentos de transferencia de genes mediados por
retrovirus.
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atgcaggtct coegtgtget ggcegegoetg tgegeeatge tactetgege ctetggecte

61 ttegecgegt ctggtgactt ctgtgactee agectgtgee tgaacggtgg cacctgetty

121 acpgpccaag acaatgacat ctactgecte tgccctgaag gottcacagy cettgtptpe
181 aatgagactg agagaggacc atgcteccca aaccettget acaatgatge caaatgtetg
241 gtgactttgg acacacagceg tggggacate ttcaccgaat acatctgeca gtgeectgtg
301 gpctactegg peatccactg tgaaaccgag accaactact acaacctgga tggagaatac
361 atgttcacea cageegtece caatactgee gteeccacce cggececcac ceccgatett
421 tccaacaacc tagecteecg ttgttctaca cagetgggca tgpaagpppge cgccattget
481 pattcacaga tttccgecte gtetgigtat atgggtttca tggecttgea gegetggppe

541 ccggagcetgp ctogtetgta cegeacaggp atcgtcaatg cetggacage cageaactat
601 gatagcaage cctggateca ggtgaacctt ctgeggaaga tgegggtate aggtgtgatg
661 acgcaggpte ccageegtge cgggagegeg gagtacetga agaccttcaa ggtgecttac
721 agcctegacg gacgoaagtt tgagttcate caggatgaaa geggtpgapa caaggagttt
781 ttgggtaace tggacaacaa cagectgaag gitaacatgt tcaaccegac tetggaggea
841 cagtacataa agetgtacce tgtttegtge cacegeggct geacecteog cottecgagete
901 ctggectatg agttgcacgg atgtictgag cecctgggec tgaagaataa cacaatfect
961 gacagccaga tgtcagecte cageagetac aagacatgga acctgegtgc ttttggetgg
1021 tacceccact tgggaagget ggataatcag ggcaagatea atgeetggac ggctcagage
1081 aacagtgcca aggaatggct geaggttpac ctgggeactc agaggcaagt gacaggaatc
1141 atcacccagg gggeocgtga ctitggecac atccagtatg tggegtecta caaggtagec
1201 cacagtgatg atggtgtgca gtggactgta tatgaggage aaggaageag caagptcttc
1261 cagggcaact tggacaacaa ctcocacaag aagaacatct tcgagaaacc cttcatgget
1321 cgctacgtge gtgtecttee agtgtectgg cataacegea teaceetgeg cetggagetg
1381 ctgppctptt aa
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Ejemplo 12: Aminoacido del polipéptido MFG-E8 de tipo silvestre murino (NM_008594, GI: 113865978)

MQVSRVLAALCGMLLCASGLFAASGDFCDSSLCLNGGTCLTGQDND
IYCLCPEGFTGLYCNETERGPCSPNPCYNDAKCLVTLDTQRGDIFTEYICQCP
VGYSGIHCETETNYYNLDGEYMFTTAVPNTAVPTPAPTPDLSNNLASRCSTQ
LGMEGGATADSQISASSVYMGFMGLQRWGPELARLYRTGIVNAWTASNYD
SKPWIQVNLLRKMRVSGVMTQGASRAGRAEYLKTFKVAYSLDGRKFEFIQ
DESGGDKEFLGNLDNNSLKYNMFNPTLEAQYIKLYPYVSCHRGCTLRFELLG
CELHGCSEPLGLKNNTIPDSQMSASSSYKTWNLRAFGWYPHLGRLDNQGKI
NAWTAQSNSAKEWLQVDLGTQRQVTGIHTQGARDFGHIQYVASYKVAHSD
DGVOWTVYEEQGSSKVFQGNLDNNSHKKNIFEKPFMARY VRVLPVSWHNR
ITLRLELLGC

Ejemplo 13: Secuencia de nucledtidos del ADNc que codifica el polipéptido MFG-E8 murino mutante RGE (NM_008594,
Gl: 113865978)

Esta secuencia fue la secuencia RGE mutante usada para los experimentos de transferencia de genes mediados por
retrovirus. La posicion del residuo mutado (nucledtido 267) se muestra en letra mayuscula en negrita.

atgcaggtct coegtgtget ggcegegoetg tgegeeatge tactetgege ctetggecte
61 ttegecgegt ctggtgactt ctgtgactee agectgtgee tgaacggtgg cacctgetty
121 acpgpccaag acaatgacat ctactgecte tgccctgaag gottcacagy cettgtptpe
181 aatgagactg agagaggacc atgeteecca aaccettget acaatgatge caaatgtetg
241 gtgactttgg acacacageg tggggaAatce ttcaccgaat acatctgeea gtgeectgtg
301 gpctactegg peatccactg tgaaaccgag accaactact acaacctgga tggagaatac
361 atgttcacea cageegtece caatactgee gteeccacce cggececcac ceccgatett
421 tceaacaacce tageeteceg ttgtictaca cagetgggcea tggaagggge cgecattget
481 pattcacaga tttccgecte gtetgigtat atgggtttca tggecttgea gegetggppe
541 ccggagetgg ctegietgta ccgeacaggg atcgtcaatg cetggacage cageaactat
601 gatagcaage cctggateca ggtgaacctt ctgeggaaga tgegggtate aggtgtgatg
661 acgcaggetp ccageegtge cgggapgucg gagtacctga agaccttcaa ggtggcttac
721 agcctegacg gacgoaagtt tgagttcate caggatgaaa geggtpgapa caaggagttt
781 ttgggtaacc tggacaacaa cagectgaag gttaacatgt tcaacccgac tetggaggea
841 cagtacataa agetgtacce tgtttcgtee cacegeggct geaceeteog cottegagote
901 ctgggetgty agttgcacgg atgttetgag ceectgggec tgaagaataa cacaatteet
961 gacagccaga tgtcagecte cageagetac aagacatgga acctgegtgc ttttggetgg
1021 tacceccact tgggaagget ggataatcag ggcaagatea atgeetggac ggctcagage
1081 aacagtgcca aggaatggct geaggttpac ctgggeactc agaggcaagt gacaggaatc
1141 atcacccagg gggeocgtga ctitggecac atccagtatg tggegtecta caaggtagec
1201 cacagtgatg atggtgtgca gtggactgta tatgaggage aaggaageag caagptcttc
1261 cagggcaact tggacaacaa ctcocacaag aagaacatct tcgagaaacc cttcatgget
1321 cgctacgtge gtgtecttee agtgtectgg cataacegea teaceetgeg cetggagetg
1381 ctgppctptt aa

Ejemplo 14: Aminoacido del polipéptido MFG-E8 mutante murino (NM_008594, GI: 113865978)

La posicién del residuo mutado (aminoacido 89) se muestra en letra mindscula en negrita.
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MQVSRVLAALCGMLLCASGLFAASGDFCDSSLCLNGGTCLTGQDND
IYCLCPEGFTGLVCNETERGPCSPNPCYNDAKCLVTLDTQRGeIFTEY1CQCP
VGYSGIHCETETNYYNLDGEYMFTTAVPNTAVPTPAPTPDLSNNLASRCSTQ
LGMEGGATADSQISASSVYMGFMGLQRWGPELARLYRTGIVNAWTASNYD
SKPWIQVNLLRKMRVSGVMTQGASRAGRAEYLKTFKVAYSLDGRKFEFIQ
DESGGDKEFLGNLDNNSLKYNMENPTLEAQYIKLYPVSCHRGCTLRFELLG
CELOGCSEPLGLKNNTIPDSQMSASSSYKTWNLRAFGWYPHLGRLDNQGKI
NAWTAQSNSAKEWLQVDLGTQRQVTGITQGARDFGHIQYVASYKVAHSD
DGVOWTVYEEQGSSKVFQGNLDNNSHKKNIFEKPFMARY VRVLPVSWHNR
ITLRLELLGC"

Ejemplo 15: Secuencia de nucledtidos del ADNc que codifica el polipéptido MFG-E8 humano de tipo silvestre
(NM_005928, GI: 5174556)

| atgcegegee ceegectget ggecgegetg tgcggegege tgetetgege coccagecte
61 ctegtcgecce tggatatctg ttCcaaaaac coctgecaca acggtopttt atgcgageay
121 atttcccaap aagtgcgagg agatgtette cectegtaca ccotgeacgtg cettaaggge
181 tacgcgggea accactgtga gacgaaatgt gtcgagecac tgggcatgga gaatgggaac
241 attgccaact cacagatcge cgeetcatct gtgcgtptea ccttettgpg titpeageat
301 tpggtececgg agetggeccg cotgaaccge geaggeatgg tcaatgectg gacacccage
361 agcaatgacg ataacccctg gatccaggtg aacctgetge ggaggatgty ggtaacaggt
421 gtgpteacge aggptpccag cegettggec agtcatgagt acctgaagge cttcaaggtg
481 gectacagee ttaatggaca cgaattegat ttcatccatg atgttaataa aaaacacaag
541 gagtttgtee gtaactggaa caaaaacgeg gtgeatgtea acctgtttga gaccectgty
601 gaggcteagt acgtgagatt gtaccecacg agetgecaca cggectgeac tetgegettt
061 gagctactgg getgtgaget gaacggatge gecaatcece tgggectpaa gaataacage
721 atcectgaca ageagatcac ggectecage agetacaaga cetggggett geatctette
781 agctggaace cctectatge acggetggac aageagggea acttcaacge ctggpttgeg
841 gggagctacg gtaacgatca gtgyctgeag gtggacctgg getcctegaa ggaggtgaca
501 ggcatcatca cccaggggece cegtaacttt ggetetgtec agttigtgge atcctacaag
961 gttgcctaca gtaatgacag tgegaactgg actgagtace aggaccecag gactggcage
1021 agtaagatct tccetggeaa ctgggacaac cactcccaca agaagaactt gtttgagacg
1081 cccatcctgg ctegetatgt gegeateetg cotgtagect ggeacaaceg catcgeectg
1141 cgectggage tgctgggcete ttag

Ejemplo 16: Secuencia de aminoacidos del polipéptido MFG-E8 humano de tipo silvestre (NM_005928, Gl: 5174556)

MPRPRLLAALCGALLCAPSLLVALDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRG
DVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKCVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGL
QHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGA
SRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLF
ETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITA
SSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSK
EVTGUTQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEY QDPRTGSSKIFPGNW
DNHSHKKNLFETPILARYVRILPYAWHNRIALRLELLGC
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(NM_005928, Gl: 5174556)

La posicién del residuo mutado (nucleétido 144) se muestra en letra mayuscula en negrita.

Ejemplo 18: Secuencia de aminoacidos del polipéptido MFG-E8 humano mutante RGE (NM_005928, GI: 5174556)

| atgccgegee ceegectget ggecgegetg tgcggegege tgetetgege coccagecte
61 ctogtegocc tggatatctg ttccaaaaac cocctgecaca acggtggttt atgegaggap
121 atttcccaap aaptgcgagg agaAgtettc cectegtaca cetgeacgtg cettaagppc
181 tacgegggea accactgtga gacgaaatgt gtegagecac tgggcatgga gaatgggaac
241 attpccaact cacagatcge cgectcatet gtpegtptpa cottettppp tttpcageat
301 tgggteccgg agetggeecg cotgaaccge geaggeatgg tcaatgectg gacacceage
361 agcaatgacg ataaccecetg gatccaggty aacctgetge ggaggatgty gotaucaggt
421 gtgpteacge aggptpccag cegettggec agtcatgagt acctgaagge cttcaaggtg
481 gectacagcec ttaatggaca cgaattegat ttcatccatg atgttaataa aaaacacaag
541 gagtttgtpe gtaactggaa caaadacgey glgcatgtea acclgttiga gaccoctgty
601 gaggctcagt acgtgagatt gtaccceacg agetgecaca cggectgeac tetgegettt
661 gagctactgg getgtgaget gaacggatge gecaatecee tgggectgaa gaataacage
721 atccctgaca agcagalcac ggectecage agetacaaga cctggggett geatctetic
781 agctggaace cetectatge acggetggac aageagggea acttcaacge ctgggttgeg
841 gggagcetacg gtaacgatca gtggctgeag gtggacctge gctectcgaa ggaggtgaca
501 ggcatcatca cccaggggece cegtaacttt ggetetgtec agttigtgge atcctacaag
961 gttpcctaca gtaatgacag tgcgaactgg actgagtace aggaccecag gactggeage
1021 agtaagatct tccetggeaa ctgggacaac cactcccaca agaagaactt gtttgagacg
1081 cecatcctgg ctegetatgt gogeateetg cetgtagect ggeacaaceg catcgeoctg
1141 cgectggage tgctgggcete ttag

La posicién del residuo mutado (aminoacido 48) se muestra en letra mindscula en negrita.

Se ha descrito un nimero de modalidades de la invencion. No obstante, debe entenderse que se realizaron varias

modificaciones.

MPRPRLLAALCGALLCAPSLLVALDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGe
VFPSYTCTCLKGY AGNHCETKCVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQ
HWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGAS
RLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFE
TPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITASS
SYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEV
TGUTQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEY QDPRTGSSKIFPGNWDN
HSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGC

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2629749 T3

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> DANA-FARBER CANCER INSTITUTE, INC.

<120> INMUNIDAD TUMORAL

<130> 39786-0002EP2
<140> 07843837.1
<141>2007-10-04

<140> PCT/US2007/080446
<141>2007-10-04

<150> 60/828,177

<151> 2006-10-04

<160> 10

<170> PatentIn versién 3.5

<210>1
<211>9
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 1

Ser val Tyr Asp Phe Phe Val Trp Leu

1

<210> 2
<211>10
<212> PRT

5

<213> Adenovirus humano

<400> 2

Ser Gly Pro Ser Asn Thr Pro Pro Glu Ile

1

<210> 3
<211> 1392
<212> ADN

5

<213> Mus musculus

<400> 3

atgcaggtct
ttecgeegegt
acgggccaag
aatgagactg
gtgactttgg
ggctactegyg
atgttcacca

tccaacaace

ceegtgtget
ctggtgactt
acaatgacat
agagaggacc
acacacagcg
geateccactyg
cagccgtece

tageccteeceg

ggccgogetg
ctgtgactce
ctactgecte
atgctccceca
tggggacatc
tgaaaccgag
caatactgcc

ttgttctaca

10

tgeggecatge
agcetgtgee
tgcecctgaag
aacccttgct
ttcaccgaat
accaactact
gtccccacce

cagcectgggea

tactectgege
tgaacggtgg
gcttcacagg
acaatgatge
acatctgcca
acaacctgga
cggceccccac

tggaaggggg

30

ctetggecte
cacctgcttg
ccttgtgtge
caaatgtctg
gtgccctgtg
tggagaatac
cccegatett

cgecattget

60

120

180

240

300

360

420

480



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

gattcacaga
ccggagetgy
gatagcaage
acgeagggty
agecotegacy
ttgggtaacc
cagtacataa
ctgggctgtg
gacagccaga
tacccaccact
aacagtgcca
atcaccecagg
cacagtgatyg
cagggcaact
cgctacgtge

ctgggetgtt

ttteegecte
ctegtcectgta
cetggateca
ccagecgtge
gacgcaagtt
tggacaacaa
agctgtacce
agttgcacgyg
tgtcagcctce
tgggaagget
aggaatggct
gggcccgtga
atggtgtgeca
tggacaacaa
gtgtecttee

aa

gtetgtgtat
ccgcacaggg
ggtgaacctt
cgggagggeyg
tgagttcate
cagcctgaag
tgtttcgtge
atgttctgag
cagcagctac
ggataatcag
gcaggttgac
ctttggecac
gtggactgta
cteccacaag

agtgtcetgg

ES 2629749 T3

atgggtttca
atcgtcaatyg
ctgeggaaga
gagtaccetga
caggatgaaa
gttaacatgt
caccgegget
cceetgggee
aagacatgga
ggcaagatca
ctgggcactc
atccagtatg
tatgaggage
aagaacatct

cataaccgeca

<210> 4

<211> 463

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 4

Met Gln Val Ser Arg Val Leu Ala Ala Leu
1 5 10

Cys

Ala Ser Gly Leu Phe Ala Ala Ser Gly Asp

20 25

Phe

Cys Leu Asn Gly Gly Thr Cys Leu Thr Gln

35 40

Gly

Cys Leu Cys Pro Glu Gly Phe Thr Gly Leu Val

Arg Gly Pro Cys Ser Pro Asn Pro Cys Tyr Asn
65 70 15

Val Thr Leu Asp Thr Gln Arg Gly Asp Ile Phe

Gln Cys Pro Val Gly Tyr Ser Gly Ile His Cys

tgggecttgca
cctggacage
tgegggtate
agaccttecaa
geggtggaga
tcaaccegac
gcaceccteocg
tgaagaataa
acctgcgtgce
atgcatggac
agaggcaagt
tggegtacta
aaggaagcag
tcgagaaace

tcacecctgeg

Gly Met

Cys Asp

bAsp Asn Asp

45

Cys
60

Asp Ala Lys

Thr

Glu

31

Leu

Ser
30

Asn Glu

Glu Tyr

Thr Glu

gcgetgggge
cagcaactat
aggtgtgatg
gatggettac
caaggagttt
totggaggea
cttecgagete
cacaattect
ttttggctgg
ggcteagage
gacaggaatc
caaggtagecce
caaggtcttce
cttecatgget

cctggagetg

Leu Cys
15

Ser Leu

Ile

Tyr

Thr Glu

Leu
80

Cys

Ile Cys

Thr Asn

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1392
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Tyr

Thr

Ala

145

Asp

Gln

Asn

Asn

Ser

225

Ser

Asp

Met

Ser

Leu

305

Asp

aAla

Tyr

aAla

130

Ser

Ser

Arg

Ala

Leu

210

Arg

Leu

Lys

Fhe

Cys

290

His

Ser

Phe

Asn

115

Val

Arg

Gln

Trp

Trp

195

Leu

Ala

Asp

Glu

Asn

275

His

Gly

Gln

Gly

100

Leu

Pro

Cys

Ile

Gly

180

Thr

Arg

Gly

Gly

Phe

260

Pro

Arg

Cys

Met

Trp
340

Asp

Thr

Ser

Ser

165

Pro

Ala

Lys

Arg

Arg

245

Leu

Thr

Gly

Ser

Ser

325

Tyr

Gly

Pro

Thr

150

Ala

Glu

Ser

Met

Ala

230

Lys

Gly

Leu

Cys

Glu

310

Ala

Pro

Glu

Ala

135

Gln

Ser

Leu

Asn

Arg

215

Glu

Phe

Asn

Glu

Thr

295

Pro

Ser

His

Tyr

120

Pro

Leu

Ser

Ala

Tyr

200

Val

Tyr

Glu

Leu

Ala

280

Leu

Leu

Ser

Leu

105

Met

Thr

Gly

val

Arg

185

Asp

Ser

Leu

Phe

Asp

265

Gln

Arg

Gly

Ser

Gly
345

ES 2629749 T3

Dhe

Pro

Met

Tyr

170

Leu

Ser

Gly

Lys

Ile

250

Asn

Tyr

Phe

Leu

Tyr

330

Arg

Thr

Asp

Glu

155

Met

Tyr

Lys

Val

Thr

235

Gln

Asn

Ile

Glu

Lys

315

Lys

Leu

Thr

Leu

140

Gly

Gly

Arg

Pro

Met

220

Phe

Asp

Ser

Lys

Leu

300

Asn

Thr

Asp

32

Ala

125

Ser

Gly

Phe

Thr

Trp

205

Thr

Lys

Glu

Leu

Leu

285

Leu

Asn

Trp

Asn

110

Val

Asn

Ala

Met

Gly

190

Ile

Gln

val

Ser

Lys

270

Tyr

Gly

Thr

Asn

Gln
350

Pro

Asn

Ile

Gly

175

Ile

Gln

Gly

Ala

Gly

255

Val

Pro

Cys

Ile

Leu

335

Gly

Asn

Leu

Ala

160

Leu

Val

Vval

Ala

Tyr

240

Gly

Asn

val

Glu

Pro

320

Arg

Lys
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Ile Asn Ala
355

vVal Asp Leu
370

Ala Arg Asp
385

His Ser Asp

Ser Lys Val

Ile Phe Glu

435

Ser Trp His

450

Trp

Gly

Phe Gly

Thr Ala Gln

Thr Gln Arg

His

360

375

Ile Gln

390

Asp Gly val

405

Phe
420

Lys

Asn Arg

Gln Gly Asn

Ile

Gln Trp

Ser Asn

Gln val

Thr val

ES 2629749 T3

Ser Ala

Thr Gly

Tyr Val Ala

395

Tyr
410

Leu Asp Asn Asn

425

440

Thr
455

Leu Arg Leu

Pro Phe Met Ala Arg Tyr Val

Glu

<210>5

<211> 1392

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 5

atgcaggtct
ttegecgegt
acgggccaag
aatgagactyg
gtgactttgg
ggctactcgg
atgttcacca
tccaacaacc
gattcacaga
ccggagetgg
gatagcaage
acgcagggtyg
agcctcgacg
ttgggtaacc

cagtacataa

ccegtgtget
ctggtgactt
acaatgacat
agagaggacc
acacacagcg
gcatccactg
cagcegteoce
tagcctcccg
tttoogocte
ctcgtctgta
cotggateca
ccagccgtge
gacgcaagtt
tggacaacaa

agetgtacce

ggccgegetyg
ctgtgactce
ctactgeete
atgctccecca
tggggaaatc
tgaaaccgag
caatactgoe
ttgttctaca
gtcotgtgtat
ccgcacaggg
ggtgaacctt
cgggagggcg
tgagttcatc
cagcctgaag

tgtttegtge

tgcggecatge
agecetgtgee
tgcecctgaag
aaccecttget
ttcaccgaat
accaactact
gtecccacce
cagctgggca
atgggtttca
atcgtcaatg
ctgcggaaga
gagtacctga
caggatgaaa
gttaacatgt

caccgegget

Lys Glu Trp

365

Ile Thr

380

Ile

Ser Tyr Lys

Glu Glu Gln

Ser His Lys

430

Arg Val Leu

445

Leu
460

Leu Gly

tactetgege
tgaacggtgg
gcttcacagg
acaatgatgc
acatctgecca
acaacctgga
cggcoccccac
tggaaggggg
tgggettgea
cctggacagce
tgegggtate
agaccttcaa
gcggtggaga
tcaacccgac

gcaccctecg

33

Leu Gln

Gln Gly

Val Ala
400

Gly Ser
415

Lys Asn

Pro Val

Cys

ctetggecte
cacctgettg
ccttgtgtge
caaatgtctg
gtgccectgtg
tggagaatac
caccgatett
cgccattgct
gegetgggge
cagcaactat
aggtgtgatyg
ggtggcttac
caaggagttt
tctggaggca

ctteogagete

60

120

1380

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800
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ctgggctgtyg
gacagccaga
tacccccact
aacagtgcca
atcacccagg
cacagtgatg
cagggcaact
cgctacgtge

ctgggetgtt

agttgcacgg
tgtecagecte
tgggaaggct
aggaatgget
gggcccgtga
atggtgtgca
tggacaacaa
gtgtecttee

aa

atgttctgag
cagcagetac
ggataatcag
gcaggttgac
ctttggecac
gtggactgta
ctcccacaag

agtgtcctgg

ES 2629749 T3

cccetgggee
aagacatgga
ggcaagatca
ctgggecactce
atccagtatg
tatgaggage
aagaacatct

cataaccgceca

<210> 6

<211> 463

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 6

Met Gln Val Ser Arg Val Leu Ala Ala Leu Cys

1

Ala

Cys

Cys
50

Arg Gly Pro

65

val

Gln Cys

Tyr

Leu Asn
35

Leu Cys

Thr Leu Asp

Pro Val

Tyr Asn

Ser Gly Leu Phe Ala Ala

20

Gly Gly

Pro

Cys

Thr Cys

Glu Gly Phe

Ser Pro Asn

Ser

Leu
40

Thr
55

Pro

70

85

Gly
100

115

Thr Ala Val

130

Ala

Ser Arg Cys

Pro

Ser

Thr Gln Arg

Tyr

Leu Asp Gly Glu

Thr Pro Ala

Thr Gln

Gly

Ser Gly

Tyr
120

Pro
135

Leu

10

Gly Asp Phe

25

Thr Gly Gln

Gly Leu Val

Cys Tyr Asn

15

Glu Ile

20

Phe

Ile
105

His Cys

Met Phe Thr

Thr Pro Asp

Gly Met Glu

tgaagaataa
acctgogtge
atgoctggac
agaggcaagt
tggcgtecta
aaggaagcag
taegagaaacce

tcaccctgeg

Gly Met

Cys Asp

Asp Asn Asp

45

Cys
60

Asp Ala Lys

Thr

Glu

Leu

Ser

Asn Glu

Glu Tyr

Thr Glu

cacaattcet
ttttggctgyg
ggctcagage
gacaggaatc
caaggtagecc
caaggtcttce
ctteoatgget

cctggagetg

Leu Cys
15

Ser Leu

Ile

Tyr

Thr Glu

Len
80

Cys

Ile Cys
95

Thr Asn

110

Thr Ala Val

125

Leu
140

Gly

34

Gly Ala

Pro Asn

Ser Asn Asn Leu

Ile Ala

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1392
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145

Asp

Gln

Asn

Asn

Ser

225

Ser

Asp

Met

Ser

Leu

305

Asp

Ala

Ile

val

Ala
385

Ser

Arg

Ala

Leu

210

Arg

Leu

Lys

Phe

Cys

290

His

Ser

Phe

Asn

Asp

370

Arg

Gln

Trp

Trp

195

Leu

Ala

Asgp

Glu

Asn

275

His

Gly

Gln

Gly

Ala

355

Leu

Asp

Ile

Gly

180

Thr

Arg

Gly

Gly

Phe

260

Pro

Arg

Cys

Met

Trp

340

Trp

Gly

Phe

Ser

165

Pro

Ala

Lys

Arg

Arg

245

Len

Thr

Gly

Ser

Ser

325

Tyr

Thr

Thr

Gly

150

Ala

Glu

Ser

Met

Ala

230

Lys

Gly

Leu

Cys

Glu

310

Ala

Pro

Ala

Gln

His
390

Ser

Leu

Asn

Arg

215

Glu

Phe

Asn

Glu

Thr

295

Pro

Ser

His

Gln

Arg

375

Ile

Ser

Ala

Tyr

200

Val

Tyr

Glu

Leu

Ala

280

Leu

Leu

Ser

Leu

Ser

360

Gln

Gln

Val

Arg

185

Asp

Ser

Leu

Phe

Asp

265

Gln

Arg

Gly

Ser

Gly

345

Asn

val

Tyr

ES 2629749 T3

Tyr

170

Leu

Ser

Gly

Lys

Ile

250

Asn

Tyr

Phe

Leu

Tyr

330

Arg

Ser

Thr

Val

155

Met

Tyr

Lys

val

Thr

235

Gln

Asn

Ile

Glu

Lys

315

Lys

Leu

Ala

Gly

Ala
395

Gly

Arg

Pro

Met

220

Phe

Asp

Ser

Lys

Leu

300

Asn

Thr

Asp

Lys

Ile

380

Ser

35

FPhe

Thr

Trp

205

Thr

Lys

Glu

Leu

Leu

285

Leu

Asn

Trp

Asn

Glu

365

Ile

Tyr

Met

Gly

190

Ile

Gln

val

Ser

Lys

270

Tyr

Gly

Thr

Asn

Gln

350

Trp

Thr

Lys

Gly

175

Ile

Gln

Gly

Ala

Gly

255

Val

Pro

Cys

Ile

Leu

335

Gly

Leu

Gln

Val

160

Leu

Val

val

Ala

Tyr

240

Gly

Asn

val

Glu

Pro

320

Arg

Lys

Gln

Gly

Ala
400



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

His Ser

Ser Lys
Ile

Phe

Ser Trp

450

<210>7

<211> 1164

<212> ADN

Asp

val

Glu

435

His

Asp Gly

405

Phe
420

Gln
Pro

Lys

Asn Arg

<213> Homo sapiens

<400> 7

atgcecgegee
ctegtegece
atttecccaag
tacgcgggca
attgcecaact
tgggtccogg
agcaatgacg
gtggtgacge
goctacagece
gagtttgtgy
gaggctcagt
gagctactgg
atccotgaca
agctggaacce
gggagctacy
ggcatcatca
gttgcctaca
agtaagatct
cecatectgg

cgcetggage

<210> 8
<211> 387
<212> PRT

cccgectget
tggatatctg
aagtgcgagg
accactgtga
cacagatege
agctggeeeg
ataacccetg
agggtgccag
ttaatggaca
gtaactggaa
acgtgagatt
getgtgaget
agcagateac
cctectatge
gtaacgatca
cccagggggc
gtaatgacag
tccctggeaa
ctecgetatgt

tgetgggetg

<213> Homo sapiens

val Gln

Gly Asn

Phe Met

Ile Thr

Trp

Leu

ES 2629749 T3

Thr Val Tyr Glu Glu

410

Asp Asn Asn Ser His

425

Ala
440

Leu
455

ggccgagety
ttccaaaaac
agatgtctte
gacgaaatgt
cgccteoatet
cctgaacege
gatccaggtyg
cegettggee
cgaattcgat
caaaaacgceg
gtaccccacg
gaacggatge
ggcctocage
acggctggac
gtggetgeag
ccgtaacttt
tgcgaactgg
ctgggacaac
gegeatectg

ttag

Arg Tyr Val Arg Val

Arg Leu Glu Leu Leu

tgcggegege
ccctgecaca
ccctegtaca
gtcgagceac
gtgcgtgtga
gcaggcatgg
aacctgetge
agtcatgagt
ttecatccatg
gtgcatgtca
agctgccaca
gccaatecce
agcetacaaga
aagcagggca
gtggacctygyg
ggctctgtcce
actgagtacc
cactcccaca

cctgtagect

Gln

Lys
430

Leu
445

Gly
460

tgetetgege
acggtggttt
cctgcacgtg
tgggcatgga
cottettggg
tcaatgectg
ggaggatgtg
acctgaagge
atgttaataa
acctgtttga
cggcctgcac
tgggoctgaa
cotggggett
acttcaacge
gctectegaa
agtttgtggc
aggaccccag
agaagaactt

ggcacaaceg

36

Gly Ser

415

Lys Asn

Pro Val

Cys

ccccagecte
atgcgaggag
ccttaaggge
gaatgggaac
tttgcagcat
gacacccagc
ggtaacaggt
cttecaaggtg
aaaacacaag
gacccctgtg
tctgegettt
gaataacagc
geatctctte
ctgggttgeg
ggaggtgaca
atcctacaag
gactggcagce
gtttgagacg

catcgeectg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

560

1020

1080

1140

1164
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<400> 8

Met

1

Ala

His

Val

His

65

Ile

Gly

Met

Gln

Gly

145

Ala

Lys

Val

Pro

Cys

Pro

Pro

Asn

Phe

50

Cys

Ala

Leu

val

val

130

Ala

Tyr

Lys

Asn

Thr

210

Glu

Arg

Ser

Gly

35

Pro

Glu

Asn

Gln

Asn

115

Asn

Ser

Ser

His

Leu

195

Ser

Leu

Pro

Leu

20

Gly

Ser

Thr

Ser

His

100

Ala

Leu

Arg

Leu

Lys

180

Phe

Cys

Asn

Arg

Leu

Leu

Tyr

Lys

Gln
85

Trp

Trp

Leu

Leu

Asn

165

Glu

Glu

His

Gly

Leu

val

Cys

Thr

Cys

70

Ile

Val

Thr

Arg

Ala

150

Gly

Phe

Thr

Thr

Cys

Leu

Ala

Glu

Cys

55

Val

Ala

Pro

Fro

Arg

135

Ser

His

val

Pro

Ala

215

Ala

Ala

Leu

Glu

40

Thr

Glu

Ala

Glu

Ser

120

Met

His

Glu

Gly

val

200

Cys

Asn

Ala

Asp

25

Tle

Cys

Pro

Ser

Leu

105

Ser

Trp

Glu

Phe

Asn

185

Glu

Thr

Pro

ES 2629749 T3

Leu

10

Ile

Ser

Leu

Leu

Ser

90

Ala

Asn

val

Tyr

Asp

170

Trp

Ala

Leu

Leu

Cys

Cys

Gln

Lys

Gly

15

Val

Arg

Asp

Thr

Leu

155

Phe

Asn

Gln

Arg

Gly

Gly

Ser

Glu

Gly

60

Met

Arg

Leu

ASp

Gly

140

Lys

Ile

Lys

Tyr

Phe

220

Leu

37

Ala

Lys

Val

45

Tyr

Glu

Val

Asn

Asn

125

Val

Ala

His

Asn

Val

205

Glu

Lys

Leu

Asn

30

Arg

Ala

Aszn

Thr

Arg

110

Pro

val

Phe

Asp

Ala

1390

Arg

Leu

Asn

Leu

15

Pro

Gly

Gly

Gly

Phe

95

Ala

Trp

Thr

Lys

val

175

val

Leu

Leu

Asn

Cys

Cys

Asp

Asn

Asn

80

Leu

Gly

Ile

Gln

val

160

Asn

His

Tyr

Gly

Ser
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225

Ile

Leu

Gly

Leu

Gln

305

Val

Arg

His

Ile

Leu
385

Pro

His

Asn

Gln

290

Gly

Ala

Thr

Lys

Leu

370

Gly

<210>9

<211> 1164
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 9

Asp

Leu

Phe

275

val

Ala

Tyr

Gly

Lys

355

Pro

Cys

atgccgcogece

ctegtegecee

atttcccaag

tacgcgggea

attgccaact

tgggteccgg

agcaatgacg

230

Gln
245

Lys

Phe
260

Ser
Asn Ala
Leu

Asp

Arg Asn

Ile

Trp

Trp

Gly

Phe

Thr Ala

Asn Pre

val Ala

280

Ser Ser

285

Gly Ser

310

Asn
325

Ser

Ser Ser

340

Asn Leu

val Ala

ccegectget
tggatatctg
aagtgegagyg
accactgtga
cacagatcge
agetggeoceg

ataacccctg

Asp

Lys

Phe

Trp

Ser Ala

Ile Phe

Glu Thr

360

His Asn

375

ggccgogetyg
ttccaaaaac
agaagtctte
gacgaaatgt
cgectecatet
cetgaacege

gatccaggtg

ES 2629749 T3

2358

Ser Ser

250

Ser

Ser Ala

265

Tyr

Gly Ser Tyr

Lys Glu val

val Gln Phe

315

Asn Trp Thr

330

Pro Asn

345

Gly

Pro Ile Leu

Arg Ile Ala

tgcggegege
ccctgccaca
ccctegtaca
gtegageeac
gtgcgtgtga
gcaggeatgg

aacctgetge

Iyr Lys

Leu

Arg

Asn
285

Gly

Thr
300

Gly

val Ala

Glu Tyr

Trp Asp

Ala Arg

365

Leu
380

Arg

tgetetgege
acggtggttt
cctgeacgtg
tgggcatgga
ccttettggg
tcaatgeetg

ggaggatgtg

38

Thr

Asp

270

Asp

Ile

Ser

Gln

Asn

350

Tyr

Leu

240

Trp Gly

255

Lys Gln

Gln Trp

Ile Thr

Tyr Lys

320

Asp Pro

335

His Ser

Val Arg

Glu Leu

ccccagecte
atgcgaggag
ccttaaggge
gaatgggaac
tttgcagcat
gacacecage

ggtaacaggt

60

120

180

240

300

360

420
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gtggtgacge
gcctacagcc
gagtttgtgg
gaggcetcagt
gagctactgyg
atccctgaca
agotggaace
gggagctacy
ggcatcatca
gttgcctaca
agtaagatct
cocatectgyg

cgcectggage

<210>10

<211> 387
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 10

Met Pro
1

Ala Pro

His Asn

35

Val Phe

50

His
€65

Cys

Ile Ala

Gly

Leu

Met Val

Arg

Ser

Gly

Pro

Glu

Asn

Gln

Asn Ala

agggtgccag
ttaatggaca
gtaactggaa
acgtgagatt
getgtgaget
agcagatcac
cctoctatge
gtaacgatca
cccagggggce
gtaatgacag
tccctggcaa
ctegetatgt

tgetgggetg

Pro Arg

Leu Leu

20

Gly Leu

Ser

Tyr

Thr Lys

Leu

val

Cys

Thr

Cys

ccgettggec
cgaattcgat
caaaaacgeg
gtaccccacg
gaacggatge
ggcctccage
acggctggac
gtggetgeayg
ccgtaacttt
tgcgaactgg
ctgggacaac
gogeateetyg

ttag

Leu Ala

Ala Leu

Glu Glu

40

Cys Thr

55

val Glu

70

Ser Gln

His
100

Trp

Trp

115

Ile

Val

Thr

Ala Ala

Glu

Pro

Ser
120

Pro

ES 2629749 T3

agtcatgagt
ttcatccatg
gtgcatgtca
agcetgecaca
goecaateoccoe
agctacaaga
aagcagggcea
gtggacctgy
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Reivindicaciones

1.

Una composicion que comprende un inhibidor de MFG-E8 y GM-CSF, en donde el inhibidor de MFG-ES8 interfiere
con la unién de MFG-E8 a una integrina o a la fosfatidilserina expresada en la superficie de una célula.

Una composicion de conformidad con la reivindicacion 1, que comprende ademas uno o mas antigenos de
células tumorales que provocan una respuesta inmunitaria contra un tumor.

La composicion de conformidad con la reivindicacion 1 o 2, que comprende ademas un anticuerpo dirigido contra
CTLA-4.

La composicion de conformidad con la reivindicacién 1 o 2, en donde el inhibidor de MFG-E8 se selecciona del
grupo que consiste en un anticuerpo anti-MFG-ES8, un anticuerpo anti-fosfatidilserina, un polipéptido MFG-E8 que
carece de la capacidad para unirse a integrinas; y un polipéptido MFG-E8 que carece de la capacidad de unirse a
fosfatidilserina.

La composicion de conformidad con la reivindicacion 3, en donde el anticuerpo dirigido contra CTLA-4 es un
anticuerpo monoclonal, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado, un
anticuerpo de cadena Unica o un fragmento Fab.

La composicion de conformidad con la reivindicacion 2, en donde el antigeno tumoral se selecciona del grupo
que consiste en antigeno carcinoembrionario (CEA), RAGE, MART (antigeno de melanoma), MAGE (antigeno de
melanoma) 1-4, 6 y 12, MUC (mucina) (por ejemplo, MUC-1, MUC-2, etcétera), tirosinasa, Pmel 17 (gp100),
secuencia V intrénica de GnT-V (secuencia V intronica de N-acetilglucosaaminiltransferasa V), psm del cancer de
prostata, PRAME (antigeno de melanoma), B-catenina, MUM-1-B (producto génico mutante ubicuo de
melanoma), GAGE (antigeno del melanoma) 1, BAGE (antigeno de melanoma) 2-10, c-ERB2 (Her2/neu), EBNA
(antigeno nuclear del virus Epstein-Barr) 1-6, gp75, virus del papiloma humano (HPV) E6 y E7, p53, proteina de
resistencia pulmonar (LRP), Bcl-2, antigeno prostatico especifico (PSA) y Ki-67.

La composicion de conformidad con la reivindicaciéon 1 o 2, en donde el inhibidor de MFG-E8 es un anticuerpo
anti-MFG-ES8 para su uso en el tratamiento del cancer en donde dicho cancer se caracteriza por expresar MFG-
ES.

La composicion de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones anteriores para su uso en el tratamiento
del cancer.

La composicion de conformidad con la reivindicacion 8 para su uso en el tratamiento del melanoma.
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El motivo RGD se muestra en negrita en los aminoacidos 46-48.

El dominio EGF esta subrayado y se extiende del aminoacido 21 al 66.

El dominio C1 se muestra en negrita y se extiende del aminoécido 61 al 125.
El dominio C2 se muestra en negrita y se extiende del aminoacido 230 al 387.
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