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DESCRIPCION
Proliferacion de células que expresan MUC1
Campo de la invencion:
La invencion se refiere a un método para expandir una poblacion de células que expresan MUCL1.
Antecedente general y estado de la técnica:

La reciente investigacion apoya la existencia de células madre cancerosas (CSC) (Prospective identification of tumorigenic
stem cells. Al-Hajj M, Wicha MS, Benito-Hernandez A, Morrison SJ y Clarke MF. (2003). Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 100,
3983-3988; Characterization of clonogenic multiple myeloma cells. Matsui W, Huff CA, Wang Q, Malehorn MT, Barber J,
Tanhehco Y, Smith BD, Civin Cl y Jones RJ. (2004) Blood, 103, 2332-2336; Identification of a cancer stem cell in human
brain tumor. Singh SK, Clarke ID, Terasaki M, Bonn VE, Hawkins C, Squire J y Dirks PB. (2003) Cancer Res., 63, 5281-
5828). Las células madre normales se caracterizan por su capacidad de autorrenovarse indefinidamente y de diferenciarse
para convertirse en células adultas de diferentes tipos de tejidos. Las células progenitoras tienen la capacidad de
diferenciarse aun mas en distintos tipos celulares pero han perdido la capacidad de diferenciarse en cualquier tipo de
célula. Se ha demostrado que no todas las células cancerosas tienen la capacidad de autorrenovarse, de inducir
enfermedad en un nuevo huésped o de formar nuevos tumores (A cell initiating human acute myeloid leukaemia after
transplantation into SCID mice. Lapidot T, Srirad C, Vormoor J, Murdoch B, Hoang T, Caceres-Cortes J, Minden M,
Paterson B, Caligiuri M y Dick J. (1994). Nature, 17, 645-648; Identification of a cancer stem cell in human brain tumor.
Singh SK, Clarke ID, Terasaki M, Bonn VE, Hawkins C, Squire J y Dirks PB. (2003) Cancer Res., 63, 5281-5828; Human
acute myeloid leukemia is organized as a hierarchy that originates from a primitive hematopoyéticas cell. Bonnet D., y Dick
JE. (1997) Nat. Med. 3, 730-737). Mas bien, solo una pequefia fraccion de células cancerosas tiene esta capacidad de
autorrenovarse y de formar nuevos tumores, es decir, hacer metastasis. Una teoria lider es que el cancer es provocado
por células madre normales cuyo sistema de controles y balances fuertemente regulado se ha roto (Self-renewal and solid
tumor stem cells. Al-Hajj M y Clarke MF. (2004) Oncogene, 23, 7274-7282). Los tumores sdlidos se producen en 6rganos
que tienen poblaciones de células madre. Los canceres epiteliales, que incluyen canceres de mama, préstata, colon y
pulmoén son los cdnceres mas comunes en adultos. Mas del 75 % de estos canceres se caracterizan por la expresion
aberrante del receptor MUC1 (Development and characterization of breast cancer reactive monoclonal antibodies directed
to the core protein of the human milk mucin. Burchell J, Gendler S, Taylor-Papadimitriou J, Girling A, Lewis A, Millis R, y
Lamport D. (1987) Cancer Res., 47, 5476-5482; Monoclonal antibodies to epithelial sialomucins recognize epitopes at
different cellular sites in adenolymphomas of the parotid gland. Zotter S, Hageman P C, Lossnitzer A, Mooi W y Hilgers J.
(1988) Cancer Rev. 11-12, 55-101; Mucins and mucin binding proteins in colorectal cancer. Byrd JC y Bresalier RS. (2004)
Cancer Metastasis Review enero-junio;23(1-2):77-99.), en donde expresidn aberrante significa que el receptor no se ubica
mas en el borde apical de las células luminales sino que se distribuye de manera uniforme en toda la superficie celular
(Differential reactivity of a novel monoclonal antibody (DF3) with human malignant versus benign breast tumors. (1984)
Kufe D, Inghirami G, Abe, M, Hayes D, Justi-wheeler H y Schlom J. Hybridoma, 3, 223-232). El mayor porcentaje de
canceres positivos a MUC1 se encuentra en los canceres de mama donde mas del 96 % muestra una expresion aberrante
de MUCL1. De manera interesante, en la hembra adulta, el tejido mamario debe experimentar proliferaciones ciclicas del
crecimiento y apoptosis con cada periodo menstrual y embarazo. Por lo tanto se deduce que el tejido mamario debe
mantener las poblaciones de células madre o al menos de células progenitoras funcionales durante la vida de la hembra
adulta.

La identificacién de factores de crecimiento y sus receptores que conducen al crecimiento de células madre cancerosas
podrian proporcionar la clave para comprender cémo cultivar y manipular células madre y células progenitoras para la
investigacion, la terapia y otros usos.

MUC1 (mucina 1) es una glicoproteina mucina de transmembrana que se expresa en una serie de tipos de células
epiteliales (Molecular cloning and expression of the human tumor associated polimorphic epithelial mucin, PEM. Gendler
Sj, Lancaster CA, Taylor-Papadimitriou J, Dhuig, T, Peat, N, Burchell, J, Pemberton, L, Lalani, E-N y Wilson D. (1990) J.
Biol. Chem. 265, 15286-15293; Episialin, a carcinoma associated mucin, is generated by a polimorphic gene encoding
splice variants with alternative amino termini. Ligtenberg MJL, Vos HL, Genissen, AMC y Hilkens J. (1990) J. Biol. Chem.
265, 15573-15578), en células hematopoyéticas (Evaluation of MUC1 and EGP40 in Bone marrow and Peripheral Blood
as a Marker for Occult breast cancer. (2001). Zhong XY, Kaul S, Bastert G, Arch Gynecol Obstet 264:177-181), y en
células progenitoras también (Epithelial Progenitors in the Normal Human mammary Gland. Stingl J, Raouf A, Emerman
J, y Eaves C. (2005). Journal of Mamary Gland Biology and Neoplasia, Vol. 10, No. 1, 49-59). El receptor de superficie
celular MUC1 esté presente en el borde apical del epitelio sano, pero se expresa de manera aberrante (se expande en
toda la superficie celular) en una amplia variedad de tumores sélidos humanos. Se ha conocido durante algun tiempo que
el receptor MUC1 puede escindirse o "desprenderse” de la superficie celular. El ectodominio de MUC1 en realidad se
compone de tres regiones diferentes: 1) las repeticiones en tandem; 2) una region de unién intercadenas que se
autoagrega; y 3) la porcion del receptor que permanece unida a la superficie celular después de la protedlisis, llamada
PSMGFR en la presente descripcién. La porcion del receptor MUC1 que permanece unida a la superficie celular después
de la escision, que consiste principalmente en PSMGFR, es el principal receptor del factor de crecimiento que media el
crecimiento de células cancerosas positivas a MUCL in vitro. La transfeccién de un receptor MUC1 mutante compuesto
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por los dominios de transmembrana y citoplasmaticos intactos, pero que tiene un ectodominio que termina en el extremo
de la secuencia de PSMGFR, que se ha demostrado que es un sitio de escision natural que se produce en células
cancerosas, es suficiente para conferir la capacidad de estas células de adherirse en cultivo independientemente de la
prueba para la transformacion a un estado neoplasico. Esta forma escindida de MUCL1 es la forma predominante del
receptor MUC1 en muestras de tejido canceroso humano.

En mayor detalle, MUC1 comprende varias regiones denominadas en la presente descripcién como sigue, mencionadas
en un orden que comienza desde la regién mas cercana a la superficie celular y que contintda fuera de la célula. La
estructura basica del receptor MUC1 se ilustra en la Figura 1. El receptor, como se ilustra comprende: 1) cola
citoplasmatica; 2) seccién de transmembrana; 3) MGFR; 4) IBR, 5) Region Unica, 6) repeticiones, y region N-terminal que
comprende un péptido sefial. Para una descripcién detallada de MUC1 y su funcién en células normales y tumorales,
consultar el documento PCT/US2005/032821.

Resumen de la invencién

En un primer aspecto, la invencion se dirige a un método in vitro para estimular la proliferacion o mejorar la proliferacion
de células madre o células progenitoras mediante la activacion del receptor MUCL1 en las células, en donde el receptor
MUC1 es un producto de escisién que comprende una cola citoplasmatica, una porcion de transmembrana y un dominio
extracelular que se escinde, en donde el dominio extracelular del producto de escision de MUCL1 es la secuencia peptidica
definida en la SEQ ID NO:10 y todas las variantes funcionales y fragmentos de esta que tienen cualquier valor entero de
adiciones o deleciones de aminoéacidos de hasta 20 en sus extremos N-terminal y/o C-terminal.

La activacion puede llevarse a cabo mediante el contacto de las células con (i) un agente que multimeriza la secuencia
peptidica definida en la SEQ ID NO: 10; o (ii) un ligando que se une a la secuencia peptidica definida en la SEQ ID NO:10.
El receptor MUC1 puede activarse mediante un agente de multimerizacion del receptor MUC1. El agente de
multimerizacion puede ser un agente bivalente. El agente bivalente puede reconocer una porcion de la secuencia peptidica
definida en la SEQ ID NO:10. Ademas, el agente bivalente puede ser un compuesto sintético. El agente bivalente puede
ser un ligando dimérico de MUCL1. Y mas aun, el agente bivalente puede ser un anticuerpo. En algunas modalidades en
donde el agente es un ligando de MUC1, el agente es NM23. Estos y otros objetivos de la invencién se completaran de
manera mas completa a partir de la siguiente descripcion de la invencion, las figuras referenciadas adjuntas a esta y las
reivindicaciones adjuntas a esta.

Breve descripcion de las figuras

La presente invencion se comprendera de manera mas completa a partir de la descripcion detallada dada en la presente
descripcién a continuacion, y las figuras acompafantes que se dan solo a modo de ilustracion, y por lo tanto no son
limitativos de la presente invencién, y en donde;

La Figura 1 es un esquema del receptor MUC1 de longitud completa y el producto de escision receptor del factor de
crecimiento, MGFR.

La Figura 2 es un grafico de un ensayo de proliferacion celular en el cual se trataron con anti-PSMGFR tres (3) lineas
celulares diferentes (A) linea celular de cancer de mama 1504, (B) células HeLa que son muy poco positivas a MUC1 y
muestran una ligera respuesta en cultivo a la dimerizacion de MUC1, y (C) células HEK 293 que son negativas a MUCL1.
El crecimiento celular normalizado se grafica como una funciéon de la concentracién de anticuerpos. La curva de
crecimiento de la linea celular de cancer de mama positiva a MUC1 1504 muestra la respuesta bifasica tipica que es
caracteristica de un receptor del factor de crecimiento de Clase I; el crecimiento celular se mejora a medida que aumenta
la concentracién de anticuerpos a medida que cada anticuerpo dimeriza cada dos receptores. El crecimiento celular
comienza a disminuir a medida que la concentracion de anticuerpos se hace muy alta y que cada anticuerpo Unico se une
a un unico receptor en lugar de dimerizar dos receptores. En ausencia de dimerizacion, se pierde la sefial de crecimiento.
Las células HEK 293 no muestran respuesta a la estimulacion de MUC1 por anti-PSMGFR ya que carecen de receptores
MUCL. Estos resultados indican que la porcién del receptor MUC1 que contiene la secuencia de PSMGFR funciona como
un receptor del factor de crecimiento y estimula que la célula se divida cuando dimeriza. Anti-Mucl* se refiere al anticuerpo
anti-PSMGFR.

La Figura 3 es un gréafico de un ensayo de proliferacién celular en el cual las células de rifién embrionario humano (HEK)
293 (negativas a MUC1) que se han transfectado establemente con un receptor MUCL1 que tiene un ectodominio truncado,
terminado en el extremo de la secuencia de PSMGFR, se trataron con anti-PSMGFR. El crecimiento celular normalizado
se grafica como una funcion de la concentracion de anticuerpos y muestra que la porcion PSMGFR del receptor MUC1
media el crecimiento celular a través de la dimerizacion de esta porcion del receptor.

La Figura 4 es un gréfico de un ensayo de proliferacion celular en el cual tres (3) lineas celulares se trataron con el anti-
PSMGFR monovalente que es incapaz de dimerizar el receptor. El grafico muestra que las lineas celulares de control (A)
HelLa y (B) HEK 293 no se afectan por la adicién del anticuerpo pero en la linea celular de cancer de mama positiva a
MUC1 1504 (C) y (D), se inhibe el crecimiento celular.
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La Figura 5 es una transferencia de western que muestra que la rama ERK2 de la ruta de proliferacion de MAP quinasa
se activa (ERK2 se fosforila) tras la dimerizacion de la region de PSMGFR del receptor MUCL.

La Figura 6 es una transferencia de western de un experimento de competencia en el cual las pequefias moléculas que
se unen a la region de PSMGFR de MUC1 compiten con anti-PSMGFR por la unién al sitio. En presencia de la pequefia
molécula competidora, el anticuerpo no se une y se inhibe la fosforilacién de ERK2. Estos resultados indican que la porcion
PSMGFR del receptor MUC1 media el crecimiento celular y la dimerizacion del receptor puede desencadenar esta sefial
de crecimiento. La férmula quimica del compuesto competidor MN 9 mencionado en esta figura es
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Las Figuras 7A-7B muestran cuatro (4) fotografias de muestras de cancer de mama humano con aumento. (A) y (C) son
cortes adyacentes de la misma seccién de un cancer positivo a MUC1 y (B) y (D) son cortes adyacentes de la misma
seccién de un cancer negativo a MUC1. Las secciones (A) y (B) (parte superior) se han tratado con anti-PSMGFR que se
une a la porcion del receptor MUC1 que permanece unida a la superficie celular después de la escision del receptor. Las
secciones (C) y (D) (parte inferior) se han tratado con anticuerpo VU4H5 que se une a la porcion de repeticion en tandem
del receptor MUC1, que se desprende frecuentemente de la superficie de las células cancerosas. Notar la mayor
intensidad de la tincién con anti-PSMGFR en comparacion con la tincion con VU4H5. Este resultado indica que la forma
predominante del receptor MUCL1 en la superficie de células cancerosas carece de la porcién de repeticion en tdndem y
se compone esencialmente de la secuencia de PSMGFR.

Las Figuras 8A-8C muestran tres (3) fotografias de cortes adyacentes de una muestra de biopsia de cancer de mama
tefiida ya sea con A) H&E; B) anti-PSMGFR, o C) VU4H5. La comparacion de B) y C) muestra que VU4HS5 tifie el
citoplasma de manera difusa mientras que anti-PSMGFR tifie de manera clara la membrana de la superficie celular. Esto
indica que, en las células cancerosas, el receptor MUC1 se ha escindido para liberar la porcién de repeticion en tandem
pero deja la porcién que contiene la secuencia de PSMGFR unida a la superficie celular.

Las Figuras 9A-9D muestran cuatro (4) fotografias de muestras de tejido de cancer de pulmén humano con aumento. (A)
y (C) son cortes adyacentes de una primera seccion de un cancer de pulmoén positivo a MUC1 y (B) y (D) son cortes
adyacentes de un cancer negativo a MUCL. Las secciones (A) y (B) (parte superior) se han tratado con anti-PSMGFR, el
cual se une a la porcion del receptor MUC1 que permanece unida a la superficie celular después de la escision del
receptor. Las secciones (C) y (D) (parte inferior) se han tratado con anticuerpo VU4H5 que se une a la porcién de repeticion
en tandem del receptor MUC1, que se desprende frecuentemente de la superficie de las células cancerosas. Notar la
mayor intensidad de la tincién con anti-PSMGFR en comparacion con la tincién con VU4H5 y esa tinciéon con anti-PSMGFR
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se limita a la superficie celular. Estos resultados indican de nuevo que la forma predominante del receptor MUC1 en la
superficie de células de cancer de pulmén positivas a MUC1 carece principalmente de la porcion de repeticién en tandem
y se compone esencialmente de la secuencia de PSMGFR.

Las Figuras 10A-10C muestran el mismo conjunto de muestras de tejido de cancer de pulmén positivo a MUC1 como en
las Figuras 9A-9D a un mayor aumento. A mayor aumento, se observa facilmente que la tincién con anti-PSMGFR se
limita a la superficie celular mientras que la tincién con VU4H5 es difusa y citoplasmatica, lo que confirma que el receptor
MUCL1 en la superficie de células de cancer de pulmén positivo a MUC1 se escinde para liberar el dominio de repeticion
en tandem y deja la porcion MGFR unida a la superficie celular.

Las Figuras 11A-11B muestran dos (2) fotografias de muestras de tejidos de cancer de colon que se han tefiido ya sea
con (A) anti-PSMGFR o (B) VU4HS5. Las flechas sefialan las porciones de la seccién que son muy cancerosas como lo
indica el hecho de que han perdido toda la arquitectura celular. La seccién (A), muestra regiones oscuras de la tincién con
anti-PSMGFR pero la misma region de la seccion adyacente (B), la cual se ha tefiido con VU4H5, que reconoce la porcion
de repeticion en tandem del receptor MUC1, no muestra ninguna tincién. Estos resultados indican que, en el cancer de
colon positivo a MUC1, el receptor MUC1 se ha escindido para liberar la porcién de repeticién en tandem pero deja la
porcion del receptor que contiene la secuencia de PSMGFR intacta y unida a la superficie celular.

Las Figuras 12A-12B muestran dos (2) fotografias de muestras de tejido negativo a MUCL1 tefiidas ya sea con anti-
PSMGFR (A) o VU4H5 (B). Notar que en (A) las flechas sefialan varios mastocitos, cuya superficie se ha tefido
fuertemente con anti-PSMGFR pero no con VU4HS5. Estos resultados indican que una forma escindida del receptor MUC1
gue contiene la secuencia de PSMGFR, pero no el dominio de repeticion en tandem, esti presente en la superficie de
mastocitos.

La Figura 13 es un mayor aumento de la Figura 12 (A) y muestra los mastocitos revestidos con anti-PSMGFR. Las flechas
sefialan los mastocitos revestidos con el producto de escision de MUC1, PSMGFR.

Las Figuras 14A-14B muestran fotografias de cortes adyacentes de muestras de tejido de trompas de Falopio sanas
teflidas ya sea con anticuerpo anti-PSMGFR (A) o VU4H5 (B).

Descripcion detallada
En la presente solicitud, "un" y "una" se usan para referirse tanto a objetos Unicos como a una pluralidad de objetos.

El término "Receptor del factor de crecimiento de MUC1" (MGFR) es una definicion funcional que significa esa porcion del
receptor MUC1 que interactla con un ligando de activacion, tal como un factor de crecimiento o una enzima de
modificacion tal como una enzima de escision, para promover la proliferacion celular. La region de MGFR de MUCL1 es
esa porcién extracelular que es cercana a la superficie celular y esta definida por la mayoria o la totalidad de la PSMGFR,
como se define mas abajo. EI MGFR incluye tanto los péptidos no modificados como los péptidos que han experimentado
modificaciones enzimaticas, tales como, por ejemplo, fosforilacion, glicosilacion, etcétera. Los resultados son consistentes
con un mecanismo en el cual esta porcion se hace accesible al ligando tras la escision de MUC1 en un sitio asociado con
la tumorigénesis que provoca la liberacion de algunas o todas las IBR desde la célula.

Como se usa en la presente descripcion, "anti-PSMGFR" se refiere a cualquier anticuerpo que reconoce una region del
MGFR y opcionalmente cualquier porcion de PSMGFR. El anticuerpo contra nat-PSMGFR se ejemplifica y se prefiere en
la solicitud, pero no pretende limitarse a un anticuerpo producido contra esta secuencia especifica, ya que se contemplan
también otros fragmentos de MGFR y PSMGFR.

El término "Regién de union intercadenas” (IBR) es una definicién funcional que significa esa porcion del receptor MUC1
que se une fuertemente a regiones idénticas de otras moléculas de MUCL1 lo que brinda a MUCL1 la capacidad de
agregarse (es decir, autoagregarse) con otros receptores MUCL1 a través de las IBR de los respectivos receptores. Esta
autoagregacion puede contribuir a la agrupacion de receptores MUC1, observada en células sanas. La IBR puede definirse
aproximadamente como un tramo de al menos una secuencia de 12 a 18 amino&cidos dentro de la regién del receptor
MUC1 humano de longitud completa definida como que comprende los aminoacidos 507 a 549 de la secuencia
extracelular del receptor MUC1 (SEQ ID NO: 1), con los aminoacidos 525 al 540 y 525 al 549 especialmente preferidos
(los numeros se refieren a Andrew Spicer y otros, J. Biol. Chem Vol 266 No. 23, 1991 paginas 15099-15109; estos numeros
de aminoacidos corresponden a los nimeros 1067, 1109, 1085, 1100, 1085, 1109 del niumero de acceso de Genbank
P15941; PID G547937, SEQ ID NO: 1) o fragmentos, variantes funcionales o sustituciones conservadoras de estos, como
se define en mayor detalle mas abajo.

El término "IBR escindida" significa la IBR (o0 una porcion de esta) que se ha liberado del segmento de la molécula de
receptor que permanece unida a la superficie celular. La liberacion puede ser debido a la escisién enzimatica u otra
escision de la IBR. Como se usa en la presente descripcion, cuando la IBR esta "en la superficie de una célula", significa
que la IBR se une a la porcion del receptor de superficie celular que no se ha desprendido o escindido. La IBR escindida
de interés es una "escision asociada a enfermedad”, es decir, el tipo de escision que puede dar como resultado un cancer.
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El término "Region constante" (CR) es cualquier secuencia no repetitiva de MUC1 que existe en una relacién 1:1 con la
IBR y forma parte de la porcion de MUCL1 que se desprende tras la escision en células sanas y tumorigénicas.

El término "Repeticiones" proporciona su significado normal en la técnica.

El término "Secuencia primaria del receptor del factor de crecimiento de MUC1" (PSMGFR) es una secuencia peptidica
gue define la mayoria o todo el MGFR en algunos casos, y las variantes funcionales y fragmentos de la secuencia
peptidica, como se define mas abajo. La PSMGFR se define como la SEQ ID NO: 10 enumerada mas abajo en la Tabla
1, y todas las variantes funcionales y fragmentos de esta que tienen cualquier valor entero de sustituciones de aminoacidos
de hasta 20 (es decir 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20) y/o cualquier valor entero de
adiciones o deleciones de amino&cidos de hasta 20 en sus extremos N-terminal y/o C-terminal. Una "variante o fragmento
funcional” en el contexto anterior se refiere a tal variante o fragmento que tiene la capacidad de unirse especificamente
a, o de cualquier otra manera interactuar especificamente con, ligandos que se unen especificamente a, o de cualquier
otra manera interacttan especificamente con, el péptido de la SEQ ID NO: 10. Un ejemplo de una PSMGFR que es una
variante funcional del péptido de PSMGFR de la SEQ NO: 10 (denominada nat-PSMGFR - para "nativo") es la SEQ NO:
12 (denominada var-PSMGFR), que difiere de nat-PSMGFR en la inclusién de una secuencia -SPY- en lugar de la -SRY-
nativa (ver el texto en negrita en los listados de secuencias). Var-PSMGFR puede tener una mejor estabilidad
conformacional, cuando se compara con la forma nativa, lo cual puede ser importante para determinadas aplicaciones tal
como para la produccion de anticuerpos. La PSMGFR incluye tanto los péptidos no modificados como los péptidos que
han experimentado modificaciones enzimaticas, tales como, por ejemplo, fosforilacion, glicosilacion, etcétera.

El término "Secuencia extendida del receptor del factor de crecimiento de MUC1" (ESMGFR) es una secuencia peptidica,
definida mas abajo (Ver la Tabla 1 - SEQ ID NO: 15), que define toda la His-var-PSMGFR méas 9 aminoéacidos del extremo
proximal de PSIBR.

El término "Secuencia extendida especifica de tumor del receptor del factor de crecimiento de MUC1" (TSESMGFR) es
una secuencia peptidica (Ver, como un ejemplo, la Tabla 1 - SEQ ID NO: 16) que define un producto de escision de MUC1
encontrado en células tumorales que permanece unida a la superficie celular y es capaz de interactuar con ligandos de
activacion de una manera similar a la PSMGFR. PSIBR es una secuencia peptidica, definida més abajo (Ver la Tabla 1 -
SEQ ID NO: 17), que define la mayoria o todas las IBR.

"Region de union intercadenas truncada" (TPSIBR) es una secuencia peptidica definida méas abajo (Ver la Tabla 1 - SEQ
ID NO: 18), que define una porcion mas pequefia de la IBR que se libera de la superficie celular después de la escision
del receptor en algunas células tumorales.

PSMGFRTC es una isoforma truncada del receptor MUC1 que comprende PSMGFR y se trunca en o dentro de
aproximadamente hasta 30 (es decir dentrode 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30) aminoé&cidos de su extremo N-terminal y que comprende las secuencias de transmembrana y
citoplasmaticas del receptor MUC1 de longitud completa. Como se usa en la presente descripcion, la frase "en su extremo
N-terminal" en referencia a la localizacion de una secuencia mencionada dentro de una molécula méas grande, tal como
un polipéptido o receptor, se refiere a una secuencia tal que no es mas de 30 aminoacidos del aminoacido N-terminal de
la molécula. Opcionalmente la PSMGFRTC, asi como las otras isoformas truncadas del receptor MUC1 analizadas mas
abajo, pueden incluir una secuencia de sefializacién en el extremo N-terminal de MUC1 (Tabla 1-SEQ ID NOS: 2, 3 0 4),
tipicamente entre 20 y 30 aminoé&cidos de longitud, o un fragmento o variante funcional de esta. Una secuencia tal es
codificada tipicamente por los constructos de acidos nucleicos que codifican una isoforma truncada del receptor MUC1 y
se traduce pero se escinde tipicamente antes de o tras la insercidon del receptor en la membrana de la célula. Una
PSMGFRTC tal, es decir, que incluye la secuencia sefial opcional, ain podria ser un péptido o proteina "que tiene una "
secuencia "PSMGFR en su extremo N-terminal" por la definicién anterior. Un ejemplo es nat-PSMGFRTC (SEQ ID NO:
5, con o sin el péptido sefial de las SEQ ID NOS: 2, 3, 0 4 en el extremo N-terminal) que tiene nat-PSMGFR (SEQ NO:
10) en su extremo N-terminal (es decir, en el extremo N-terminal o dentro de los 30 aminoéacidos de este).

Como se usa en la presente descripcion, "multimerizacion” de los receptores incluye sin limitacién la dimerizacion de los
receptores. Ademas, la multimerizacién incluye la unién del correceptor o de correceptores con MUCI, o la unién de
multiples receptores MUCL entre si, los que pueden ser reunidos por un ligando o ligandos que poseen mltiples valencias.

Un "ligando" para un receptor de superficie celular, se refiere a cualquier sustancia que puede interactuar con el receptor
para alterar de manera temporal o permanente su estructura y/o funcién. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a
parejas de union del receptor, (por ejemplo, anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de estos), y agentes capaces
de alterar la estructura quimica del receptor (por ejemplo, enzimas de modificacion).

Un "ligando de activacion" se refiere a un ligando capaz de interactuar con un receptor para transducir una sefial a la
célula. Los ligandos de activacion pueden incluir, pero no se limitan a, especies que efectdan la multimerizacion inductiva
de los receptores de superficie celular tal como una especie molecular Unica con mas de un sitio activo capaz de unirse a
un receptor; un dimero, un tetrdmero, un multimero superior, un anticuerpo bivalente o fragmento de unién a antigeno
bivalente de este, o un complejo que comprende una pluralidad de especies moleculares. Los ligandos de activacion
pueden incluir ademas especies que modifican el receptor de manera que el receptor trasmita después una sefial. Las
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enzimas también pueden ser ligandos de activacién cuando modifican un receptor para convertirlo en un nuevo sitio de
reconocimiento para otros ligandos de activacién, por ejemplo las glicosilasas son ligandos de activacién cuando la adicion
de carbohidratos mejora la afinidad de un ligando por el receptor. Las enzimas de escision son ligandos de activacion
cuando el producto de escision es la forma mas activa del receptor, por ejemplo haciendo un sitio de reconocimiento para
un ligando mas accesible. En el contexto de las células madre o las células progenitoras positivas a MUC1, un ligando de
activacion puede ser una especie que escinde MUC1, modifica quimicamente el receptor, o especies que interactdan con
los MGFR en la superficie de las células MUCL1 para transducir una sefial a la célula que estimule la proliferacién, por
ejemplo, una especie que efectla la multimerizacion inductiva.

Un "factor de crecimiento" se refiere a una especie que puede o0 no pertenecer a una clase de factores de crecimiento
identificados anteriormente, pero que actia como un factor de crecimiento en el sentido de que actlia como un ligando de
activacion.

Una "célula presentadora de MUC1" se refiere a células que expresan MUC1 y/o MGFR en la superficie. El término "célula

inmadura" se usa en la presente descripcion para referirse a células que se encuentran en diversas etapas de
diferenciacion desde células madre no diferenciadas a células progenitoras y otras células tales como diversas células
precursoras y neutréfilos, que se diferencian parcialmente, y excluye las células que se diferencian completamente.

El término, "célula madre" se refiere a una célula con capacidad de diferenciarse en mltiples linajes y de autorrenovarse,
asi como con la capacidad de regenerar tejido. Las células madre pueden originarse de, pero no se limita a, sangre de
corddn umbilical, células madre hepéticas, células madre pancreaticas, células madre neuronales, células madre de
médula ésea, células madre de sangre periférica 0 una mezcla de estos. Ademas, la invencién no se limita al trasplante
de cualquier célula madre particular obtenida a partir de cualquier fuente particular, pero puede incluir células madre de
"multiples fuentes de células madre" mezcladas entre si. Por lo tanto, las células estromales mesenquimales expandidas
pueden usarse en el cotrasplante de las células madre obtenidas a partir de una Unica o mdltiples fuentes de células
madre para aumentar la cantidad de injerto.

El término "cancer", como se usa en la presente descripcion, puede incluir pero no se limita a: cancer del tracto biliar;
cancer de vejiga; cancer de cerebro incluido glioblastomas y meduloblastomas; cancer de mama; cancer de cuello uterino;
coriocarcinoma; cancer de colon; cancer de endometrio; cancer de esofago; cancer gastrico; neoplasias hematoldgicas
incluidas leucemia linfocitica aguda y mielégena; mieloma multiple; leucemias asociadas a AIDS y linfoma o leucemia de
células T del adulto; neoplasias intraepiteliales incluidas enfermedad de Bowen y enfermedad de Paget; cancer de higado;
cancer de pulmon; linfomas incluido enfermedad de Hodgkin y linfomas linfociticos; neuroblastomas; cancer de boca
incluido carcinoma de células escamosas; cancer de ovario incluidos los que surgen de células epiteliales, células
estromales, células germinales y células mesenquimales; cancer de pancreas; cancer de prostata; cancer de recto;
sarcomas incluidos leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma, liposarcoma, fibrosarcoma y osteosarcoma; cancer de piel
incluido melanoma, sarcoma de Kaposi, cancer basocelular, y cancer de células escamosas; cancer de testiculos incluidos
tumores germinales tales como seminoma, no seminoma (teratomas, coriocarcinomas), tumores estromales y tumores de
células germinales; cancer de tiroides incluido adenocarcinoma de tiroides y carcinoma medular; y cancer de rifidn incluido
adenocarcinoma y tumor de Wilms. Los canceres preferidos son; cancer de mama, prostata, pulmoén, ovario, colorrectal y
cancer de cerebro.

El término "tratamiento del cancer" como se describe en la presente descripcion, puede incluir pero no se limita a:
quimioterapia, radioterapia, terapia adyuvante o cualquier combinacién de los métodos mencionados anteriormente. Los
aspectos del tratamiento que pueden variar incluyen, pero no se limitan a: dosificaciones, momento de administracion o
duracion de la terapia; y pueden combinarse o no con otros tratamientos, los cuales también pueden variar en dosificacion,
momento o duracion. Otro tratamiento para el cancer es la cirugia, que puede utilizarse ya sea sola 0 en combinacién con
cualquiera de los métodos de tratamiento mencionados anteriormente. Un experto en las técnicas médicas puede
determinar un tratamiento apropiado.

Un "agente para la prevencion del cancer o la tumorigénesis"” significa cualquier agente que contrarresta cualquier proceso
asociado con el cancer o la tumorigénesis descrito en la presente descripcion.

Un "agente que mejora la escision de una region de union intercadenas del receptor de superficie celular" como se usa
en la presente descripcion es cualquier composicién que promueva la escisién en una localizacion particular mediante la
modificacién de MUCL1 con grupos de azUcar o fosfatos que generen un motivo de reconocimiento para la escision en esa
localizaciéon. Otras enzimas pueden promover la escision de receptores mediante la activacion de otras enzimas de
escision. Una manera de seleccionar agentes que mejoren la escisiéon de una IBR del receptor de superficie celular es
primero identificar las enzimas que afectan la escision como se describié anteriormente, y tamizar agentes y sus analogos,
para determinar su capacidad de alterar la actividad de estas enzimas. Otra manera es probar agentes que se conoce
que afectan la actividad de enzimas similares (por ejemplo, de la misma familia) para determinar su capacidad de alterar
el sitio de escision de MUC1, y probar de manera similar los analogos de estos agentes. Alternativamente, los agentes se
tamizan en un ensayo libre de células que contiene la enzima y los receptores MUC1, y la tasa o posicién de la escisién
se mide mediante el sondeo de anticuerpos, la Reaccibn en Cadena de la Polimerasa (PCR), o similares.
Alternativamente, sin identificar primero las enzimas que afectan MUC1, los agentes se tamizan contra las células que
presentan MUC1 para determinar la capacidad de los agentes de alterar el sitio de escision o la tasa de escisién de MUCL1.
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Por ejemplo, los agentes pueden tamizarse en un ensayo que contenga todas las células que presentan MUC1 y puede
medirse la agregacién potencial del sobrenadante celular, un indicio de la cantidad de IBR que permanece unida a la
porcién escindida de MUC1, es decir, el grado de escisién entre MGFR e IBR. En otra técnica, los agentes pueden
tamizarse en un ensayo que contiene células enteras que presentan MUC1, el sobrenadante se elimina, y el remanente
de células se analiza para determinar la accesibilidad de la porcion MGFR, por ejemplo, mediante el uso de un anticuerpo
marcado contra el MGFR. Los agentes pueden identificarse de las fuentes disponibles comercialmente tales como
bibliotecas moleculares, o disefiarse racionalmente en base a agentes conocidos que tengan la misma capacidad
funcional y analizarse para determinar la actividad mediante el uso de los ensayos de tamizaje.

Un sujeto, como se usa en la presente descripcion, se refiere a cualquier mamifero (preferentemente, un ser humano).
Los ejemplos incluyen un ser humano, primate no humano, vaca, caballo, cerdo, cabra, carnero, perro o gato. En general,
la invencién se dirige hacia el uso con seres humanos. Las muestras usadas en la presente descripcion son cualquier
muestra de tejido corporal y de fluido corporal obtenida de un sujeto. Se prefieren los fluidos corporales, por ejemplo linfa,
saliva, sangre, orina, leche y secreciones mamarias, y similares. La sangre es la mas preferida. Las muestras de tejido
ylo células para el uso en los diversos métodos descritos en la presente descripcién pueden obtenerse mediante métodos
estandar incluidos, pero no se limitan a: biopsia de tejidos, que incluye biopsia por puncion y raspado celular, biopsia con
agujas, y recoleccion de sangre y otros fluidos corporales mediante aspiracién u otros métodos.

Expansion celular a través de la manipulacion del receptor MUC1

La presente solicitud describe que la porcién del receptor MUC1 que permanece unida a la superficie celular después de
la escision del receptor, MGFR, que consiste principalmente en Nat-PSMGFR (Tabla 1: SEQ ID NO: 10) (Figura 1), es un
receptor del factor de crecimiento primario que impulsa el crecimiento de células madre y/o células progenitoras o células
més diferenciadas que aln pueden experimentar otra etapa de diferenciacion. El receptor puede activarse a propdsito
para promover el crecimiento de estas células madre o células precursoras in vitro, ex vivo, y/o in vivo para terapia,
investigacion y otros fines.

El receptor MUCL1 puede activarse a propésito mediante: 1) la induccién de la escision del receptor; 2) el tratamiento de
células que portan el receptor con un ligando de activacion que puede ser un agente que dimeriza el receptor, incluido un
anticuerpo que se une a una porcion del receptor que es accesible; 3) la transfeccién de células con el receptor MUC1 o
la porcion MGFR de este; y/o el suministro de un gen u otro mecanismo que permita que una célula exprese el receptor
MUC1 y/o sus ligandos de activacion.

El receptor MUC1 se expresa en el epitelio normal, en donde el receptor se agrupa tipicamente en el borde apical de
células luminales adultas. MUC1 se expresa ademas en la mucosa intestinal, células madre de médula 6sea pluripotentes,
precursores de neutrofilos y neutréfilos. El solicitante ha observado que los mastocitos se recubren con un receptor MUC1
truncado que consiste esencialmente en la secuencia de PSMGFR (Figuras 12 y 13). Una publicacion reciente demostré
gue cuando los pacientes de cancer de mama se trataron con G-CSF (factor estimulante de colonias de granulocitos) sus
niveles séricos de MUC1 desprendido aumenté mucho (G-CSF induce la elevacion de CA 15-3 circulante en pacientes
de carcinoma de mama tratados en un entorno adyuvante. Briasoulis E, Andreopolou E, Tolis CF, Bairaktari E, Katsaraki
A, Dimopoulos MA, Fountzilas G, Seferiadis C y Pavlidis N. (2001) Cancer, 91, 909-917). Su investigacion demostré que
el aumento de los niveles de MUC1 desprendido se correlaciona con un aumento del nimero de neutrofilos. Estos
investigadores informaron que estos neutrofilos portan un mayor nimero de receptores MUCL en el citoplasma, pero no
en la superficie del neutrdéfilo. El solicitante demostrd que las conclusiones logradas en esta publicacién, es decir que los
neutréfilos no expresan MUCL1 en su superficie, es una conclusion errénea porque los estudios mencionados usaron un
anticuerpo (CA 15.3) que reconoce la porcion de repeticion en tandem del receptor MUC1, (ver las Figuras 8, 10 y 14).
Las Figuras 8 y 10 muestran que las células de cancer de mama y pulmén se tifien positivas para el receptor MUC1 en el
citoplasma, pero no en la superficie celular cuando se prueban con VU4H5, que es un anticuerpo que se une a la porcion
de repeticion en tandem del receptor. Sin embargo, cuando la seccion adyacente se prueba con anti-PSMGFR, el cual se
une a la porcion PSMGFR del receptor, puede observarse que un producto de escision del receptor recubre
completamente la superficie celular. Los solicitantes demostraron anteriormente que un producto de escision del receptor
MUC1 que se compone esencialmente de la secuencia de PSMGFR, funciona como un receptor del factor de crecimiento.
La Figura 14 muestra una muestra de tejido de una trompa de Falopio sana que muestra que las células luminales que
revisten la trompa se tifien positivas en la superficie celular cuando se prueban con anti-PSMGFR (A), pero no se tifien
positivas en el citoplasma cuando se prueban con VU4H5 (B). Las células que revisten las trompas de Falopio y otros
conductos muestran un producto de escision de MUC1 que contiene la region de PSMGFR pero no las repeticiones en
serie. Estas células luminales no son cancerosas pero deben reponerse con frecuencia. Estos tejidos contienen células
madre y células progenitoras para hacer este rapido recambio de células posibles.

Estos datos son consistentes con la idea de que G-CSF estimula la proliferacién de neutréfilos y que el aumento de la
proliferacién se debe a un mayor niumero de receptores MUC1 que estan presentes en la superficie de neutréfilos en la
forma escindida, a los que se les han quitado la seccién de repeticién en tandem, y que esta forma proteolizada de MUC1
es el receptor del factor de crecimiento que impulsa la proliferacién. Las células en muestras de tejido canceroso humano
muestran ademas una fuerte tincién citoplasmatica para MUC1 y no una tinciéon en la superficie, cuando se usan
anticuerpos que se unen a la porcién de repeticién en tandem del receptor (Figuras 7C, 8C y 10C). Sin embargo, el sondeo
del corte de tejido adyacente con un anticuerpo contra la region de PSMGFR de MUC1 demostré que toda la superficie
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celular se revistié de manera uniforme con un MUC1 escindido que no contenia la seccidn de repeticion en tandem pero
contenia la secuencia de PSMGFR (Figuras 7A, 8B y 10B). A la luz de estos hallazgos, la forma predominante del receptor
MUC1 en neutrdfilos, sus precursores y en células madre, incluidas las células madre pluripotentes, es la forma escindida,
gue comprende o0 que consiste esencialmente en PSMGFR. Este MUCL1 escindido media la proliferacion y expansion de
algunas si no todas las células madre, células progenitoras, neutréfilos y precursores. Ademas, la dimerizacién de la
porcion MGFR de MUC1 desencadena esta proliferacion celular, opcionalmente con un agente para hacerlo. Por lo tanto,
los agentes que dimerizan MUC1 pueden usarse para estimular el crecimiento de ciertos tipos celulares, tal como in vitro,
ex vivo, in vivo, o in situ. Especificamente, las células madre, células progenitoras, células precursoras, neutréfilos y
similares, pueden estimularse para proliferar mediante la adicion de agentes que dimerizan o multimerizan la porcién
MGFR de MUC1.

Se ha demostrado que los anticuerpos bivalentes dirigidos contra la secuencia de PSMGFR o nat-PSMGFR del receptor
MUC1 estimulan el crecimiento de células tumorales presentadoras de MUCL1 (Figuras 2-6). Pueden usarse anticuerpos
similares para activar el receptor MUC1 y promover la proliferaciéon de una variedad de células no cancerosas incluidas
células inmaduras o células madre. El anticuerpo anti-PSMGFR o anti-nat-PSMGFR son ejemplos de tales anticuerpos.
Sin embargo cualquier anticuerpo dirigido contra cualquier region del MGFR puede usarse para estimular el crecimiento
de células positivas a MUC1 en donde la porcién nat-PSMGFR del receptor es accesible. Los ligandos naturales del
receptor MUC1 o imitadores naturales de estos pueden usarse ademas para promover el crecimiento de células mediadas
por MUCL. Los ligandos del receptor MUC1 pueden incluir pero no se limitan a NM23, 14-3-3 y/o catepsina D.

Como se informa en la literatura, G-CSF mejora la produccién de MUC1 y especificamente de la forma escindida de MUC1
gue actiia como un receptor del factor de crecimiento. Por lo tanto, las estrategias para estimular el crecimiento de tipos
celulares que presentan el receptor MUCL1 y/o el receptor G-CSF pueden incluir agentes que acttan sobre el receptor G-
CSF y el receptor MUC1, especificamente la porcidon que permanece unida a la superficie celular después de la escision
del receptor. Es decir que la proliferacion de células madre puede lograrse mediante la coestimulacion de ambos
receptores, ya sea simultdneamente o en protocolos de tratamiento escalonados.

Existen muchos usos de las técnicas para estimular el crecimiento de células madre y células progenitoras. Una sola
célula madre puede proliferar y diferenciarse hasta convertirse en un 6rgano completo. Los métodos para manipular el
crecimiento y/o la diferenciacion de células madre y progenitoras podrian encontrar usos en la regeneracion de tejidos,
generacion de 6rganos, expansion de poblaciones celulares agotadas para tratar afecciones tales como lesién de la
columna espinal y enfermedad de Alzheimer. El cultivo de estas células puede llevarse a cabo in vitro o ex vivo. Por
ejemplo, las propias células de un paciente podrian expandirse y después reintroducirse al paciente. Alternativamente,
los agentes estimulantes pueden introducirse in vivo, ya sea solos o en combinacion con células madre o células de tipo
células madre, por ejemplo en un sitio de tejido o lesion nerviosa. En otras modalidades, pueden usarse células alogénicas
en el caso de células madre.

Los agentes que se dirigen a la porcion MGFR del receptor MUC1, tales como un anticuerpo dimerizante, pueden usarse
para mejorar el recuento de células blancas en pacientes que reciben terapias que inducen neutropenia. Estos agentes
pueden administrarse directamente a pacientes que se tratan para condiciones no cancerosas 0 canceres negativos a
MUC1, asi como otros pacientes inmunocomprometidos. Alternativamente, los propios neutrofilos de un paciente o
precursores de estos pueden eliminarse del paciente y expandirse y después reintroducirse en el paciente. Por ejemplo,
esto podria eliminar la necesidad de trasplantes de médula ésea para pacientes que han experimentado una radiacién
extensa u otros métodos que destruyen la médula 6sea. Las afecciones tales como leucemias pueden tratarse ademas
con este método para restaurar el sistema inmunitario del paciente y el perfil sanguineo. Los métodos que incluyen
anticuerpos que dimerizan la porciéon MGFR del receptor MUC1 incluyen administrarlos a neutréfilos o sus precursores in
vitro o ex vivo, después eliminar el anticuerpo y reintroducir los neutréfilos o sus precursores al paciente. De manera
similar, los agentes que aumentan la escision de MUC1 a la forma del receptor del factor de crecimiento pueden usarse
para estimular el crecimiento de células inmaduras, tales como pero no se limita a células madre, células progenitoras,
células precursoras, neutrdéfilos y precursores de neutrdéfilos. Los ligandos, tales como los factores de crecimiento, que
activan la porcion MGFR del receptor MUC1 pueden usarse ademas para estimular el crecimiento de estos tipos celulares.
Estos métodos pueden usarse para estimular la proliferacién de células madre, neutréfilos o cualquier otra célula que
presenta el receptor de superficie celular MUC1, donde podria ser conveniente la proliferacion celular.

Una forma de terapia génica disefiada para estimular el crecimiento de células inmaduras tales como células madre,
células progenitoras, neutréfilos o precursores de neutréfilos, comprende introducir el ADN que codifica para MUCL1 o
preferentemente el MUC1 truncado, que consiste esencialmente en la PSMGFR, en células inmaduras tales como células
madre, células progenitoras, neutrofilos o células similares en donde es conveniente la proliferacion. EI ADN que codifica
en ligando de MUCL1 o los anticuerpos que se unen a la porcion del receptor que permanece unida a la superficie celular
después de la escision puede introducirse para estimular el crecimiento de las células nuevas. El ADN que codifica el
receptor G-CSF puede introducirse en paralelo ya que G-CSF estimula la expresion o escision del receptor MUCL.

G-CSF puede afiadirse o0 administrarse en combinacion con un agente que activa MUC1 y/o un agente que dimeriza el
receptor MUCL1 para provocar la proliferacién de células madre o células progenitoras que presentan el receptor MUC1
ylo el receptor G-CSF.
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Los agentes que realizan las funciones descritas anteriormente pueden identificarse, sintetizarse y/o seleccionarse por
los expertos en la técnica en base a la descripcién en la presente descripcién sin exceso de experimentacion.

Expresion de MUCL en células tumorales

Un mecanismo clave del crecimiento celular en canceres positivos a MUC1 puede depender mas de la cantidad de
escision de MUC1 que se produce en lugar de la cantidad total de receptor MUC1 que se expresa. Las especies de bajo
peso molecular que migran en un gel de acrilamida con un peso molecular aparente de alrededor de 20-30 kD (algunas
glicosiladas) existen en células tumorales positivas a MUC1 pero no existen en cantidades suficientes para ser detectables
en células positivas a MUC1 no tumorales. Se identificaron anteriormente dos sitios de escision del receptor MUC1 en
células tumorales. El primer sitio de escisién se produce en el medio de la IBR y el segundo sitio de escision, el cual segin
lo indica la evidencia es la forma mas tumorigénica, se produce en el extremo C-terminal de la IBR: el primer sitio de
escision gque se ubica en el extremo N-terminal de TPSIBR (SEQ ID NO: 17) y el segundo sitio de escisién que se ubica
en el extremo N-terminal de la nat-PSMGFR que tiene la SEQ ID NO: 13. Cuando la escisién se produce en el primer
sitio, la porcién del receptor que permanece unida a la superficie celular es similar a TSESMGFR (Ver la Tabla 1, SEQ ID
NO: 16, pero con la secuencia de SRY nativa). Cuando se escinde en el segundo sitio, la porcion restante es una PSMGFR
como se muestra en la Tabla 1, SEQ ID NO: 11. Esta especie de bajo peso molecular que es especifica de tumor consiste
esencialmente en la secuencia de PSMGFR nativa y en algunos casos la secuencia de TSESMGFR y esta disponible
para ligandos afines, es decir, no autoagregados, que en la cantidad general del receptor MUC 1 expresado por la célula.
Como apoyo a esta conclusién, se encontrd que la susceptibilidad de las células tumorales a proliferar es una funcién de
la cantidad de la forma mas corta del receptor MUCL1. La Figura 7 muestra cuatro (4) fotografias de muestras de cancer
de mama humano con aumento. (A) y (C) son cortes adyacentes de la misma seccion de un cancer positivo a MUC1 y
(B) y (D) son cortes adyacentes de la misma seccion de un cancer negativo a MUCL. Las secciones (A) y (B) (parte
superior) se han tratado con anti-PSMGFR que se une a la porcion del receptor MUC1 que permanece unida a la superficie
celular después de la escision del receptor. Las secciones (C) y (D) (parte inferior) se han tratado con anticuerpo VU4H5
que se une a la porcion de repeticion en tandem del receptor MUC1, que se desprende frecuentemente de la superficie
de las células cancerosas. Notar la mayor intensidad de la tincion con anti-PSMGFR en comparacion con la tincion con
VU4HS5. Este resultado indica que la forma predominante del receptor MUCL en la superficie de células cancerosas carece
de la porcién de repeticion en tandem y se compone esencialmente de la secuencia de PSMGFR. La Figura 9 muestra
cuatro (4) fotografias de muestras de tejido de cancer de pulmén humano con aumento. (A) y (C) son cortes adyacentes
de una primera seccién de un cancer de pulmon positivo a MUC1 y (B) y (D) son cortes adyacentes de un cancer negativo
a MUCI1. Las secciones (A) y (B) (parte superior) se han tratado con anti-PSMGFR, el cual se une a la porcién del receptor
MUC1 que permanece unida a la superficie celular después de la escision del receptor. Las secciones (C) y (D) (parte
inferior) se han tratado con anticuerpo VU4H5 que se une a la porcion de repeticion en tandem del receptor MUC1, que
se desprende frecuentemente de la superficie de las células cancerosas. Notar la mayor intensidad de la tincion con anti-
PSMGFR en comparacion con la tincion con VU4H5 y esa tincion con anti-PSMGFR se limita a la superficie celular. Estos
resultados indican de nuevo que la forma predominante del receptor MUC1 en la superficie de células de cancer de pulmon
positivas a MUCL1 carece principalmente de la porcién de repeticion en tdndem y se compone esencialmente de la
secuencia de PSMGFR. La Figura 11 muestra dos (2) fotografias de muestras de tejidos de cancer de colon que se han
teflido ya sea con (A) anti-PSMGFR o (B) VU4H5. Las flechas sefialan las porciones de la seccion que son muy
cancerosas como lo indica el hecho de que han perdido toda la arquitectura celular. La seccion (A), muestra regiones
oscuras de la tincién con anti-PSMGFR pero la misma region de la seccion adyacente (B), la cual se ha tefiido con VU4HS5,
que reconoce la porcién de repeticion en tAndem del receptor MUC1, no muestra ninguna tincion. Estos resultados indican
que, las porciones de crecimiento mas rapido del tumor presentan una forma de MUC1 que carece de la porcion de
repeticion en tAndem pero deja la porcion del receptor que contiene la secuencia de nat-PSMGFR intacta y unida a la
superficie celular.

En apoyo adicional a la conclusion de que los productos de escision del receptor MUCL1 funcionan como receptores del
factor de crecimiento en células tumorales, las células HEK se transfectaron con variantes de MUC1 que se terminaron
ya sea después de PSMGFR (ver la Tabla 1, SEQ ID NO: 5) o después de la regién de unioén intercadenas completa
(PSIBR) (SEQ ID NO: 6). Las células transfectadas con el receptor que incluye la PSIBR crecieron a una tasa 4-6 veces
menor que las células transfectadas con las variantes de MUC1 que se terminaron después de la PSMGFR (por ejemplo,
SEQ ID NO: 5). El solicitante ha demostrado anteriormente que una forma proteolizada de MUC1 es un receptor del factor
de crecimiento que impulsa la proliferacion de una amplia variedad de células cancerosas. La Figura 2 es un gréfico de
un ensayo de proliferacion celular en el cual se trataron con anti-PSMGFR tres (3) lineas celulares diferentes (A) linea
celular de cancer de mama 1504, (B) células HelLa que son muy poco positivas a MUC1 y muestran una ligera respuesta
en cultivo a la dimerizacion de MUC1, y (C) células HEK 293 que son negativas a MUC1. El crecimiento celular
normalizado se grafica como una funcién de la concentraciéon de anticuerpos. La curva de crecimiento de la linea celular
de cancer de mama positiva a MUC1 1504 muestra la respuesta bifésica tipica que es caracteristica de un receptor del
factor de crecimiento de Clase [; el crecimiento celular se mejora a medida que aumenta la concentraciéon de anticuerpos
a medida que cada anticuerpo dimeriza cada dos receptores.

El crecimiento celular comienza a disminuir a medida que la concentracion de anticuerpos se hace muy alta y que cada

anticuerpo Unico se une a un Unico receptor en lugar de dimerizar dos receptores. En ausencia de dimerizacion, se pierde
la sefial de crecimiento. Las células HEK 293 no muestran respuesta a la estimulacion de MUC1 por anti-PSMGFR ya
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gue carecen de receptores MUCL. Estos resultados indican que la porcion del receptor MUC1 que contiene la secuencia
de PSMGFR funciona como un receptor del factor de crecimiento y estimula que la célula se divida cuando dimeriza.

La Figura 3 es un gréafico de un ensayo de proliferacion celular en el cual se trataron con anticuerpo anti-PSMGFR las
células de rifion embrionario humano (HEK) 293 (negativas a MUC1) que se habian transfectado establemente con un
receptor MUC1 que tenia un ectodominio truncado, terminado en el extremo de la secuencia de PSMGFR. El crecimiento
celular normalizado se grafica como una funcion de la concentracién de anticuerpos y muestra que la porcion PSMGFR
del receptor MUC1 media el crecimiento celular a través de la dimerizacién de esta porcion del receptor. La Figura 4 es
un grafico de un ensayo de proliferacion celular en el cual tres (3) lineas celulares se trataron con el anti-PSMGFR
monovalente que es incapaz de dimerizar el receptor. El grafico muestra que las lineas celulares de control (A) HeLa y
(B) HEK 293 no se afectan por la adicién del anticuerpo pero en la linea celular de cancer de mama positiva a MUC1 1504
(C) y (D), se inhibe el crecimiento celular.

La Figura 5 es una transferencia de western que muestra que la rama ERK2 de la ruta de proliferaciéon de MAP quinasa
se activa (ERK2 se fosforila) tras la dimerizacion de la regiéon de PSMGFR del receptor MUCL1. La Figura 6 es una
transferencia de western de un experimento de competencia en el cual las pequefias moléculas que se unen a la region
de PSMGFR de MUC1 compiten con anti-PSMGFR por la unién al sitio. En presencia de la pequefia molécula
competidora, el anticuerpo no se une y se inhibe la fosforilacion de ERK2. Estos resultados indican que la porcién
PSMGFR del receptor MUC1 media el crecimiento celular y la dimerizacion del receptor puede desencadenar esta sefial
de crecimiento. Estos resultados apoyan la conclusion de que la porcién del receptor MUC1 que actiia como un receptor
del factor de crecimiento es un producto de escision en el cual muchas o todas las IBR se liberan de la superficie celular.

Ademas, estos resultados apoyan la conclusién de que los tumores en los cuales se ha escindido un buen porcentaje de
los receptores MUCL1 para liberar la TPSIBR (SEQ ID NO: 18) son canceres especialmente agresivos y los que se escinden
para liberar la IBR completa, dejando PSMGFR (SEQ ID NO: 11) unida a la superficie celular son incluso méas agresivos.
Por lo tanto, los anticuerpos que se generan contra la porcion TPSIBR (SEQ ID NO: 18) del receptor MUC1 pueden usarse
para evaluar la agresividad de los canceres que son positivos a MUC1.

Consistente con estos hallazgos, la cantidad de MGFR que esta accesible en las células (tejidos) puede correlacionarse
con la agresividad del tumor y el crecimiento celular agresivo. Por lo tanto, los anticuerpos que reconocen la porcién
MGFR del receptor y que se ha demostrado que desencadenan el crecimiento celular mediado por MUCL1 pueden usarse
para promover el crecimiento celular en células no cancerosas que expresan MUC1 en donde la porcion PSMGFR del
receptor esta accesible. Los ejemplos de tales células incluyen pero no se limitan a células madre, neutréfilos, mastocitos
y otras células inmaduras.

Proliferacion de células no tumorales

Se describen ademas los métodos para tratar un sujeto para los cuales la célula madre o cualquier célula progenitora
podrian tener valor terapéutico, u otra afeccién que requiere el tratamiento con uno 0 mas anticuerpos o fragmentos de
union a antigeno de estos. El método implica administrar al sujeto un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este
en una cantidad eficaz para expandir la célula madre o célula progenitora en el sujeto. En ciertos casos, puede usarse
cualquiera de los anticuerpos mencionados anteriormente o fragmentos de unién a antigeno de estos, especialmente los
que se unen especificamente a MGFR, PSMGFR, nat-PSMGFR y etcétera. En ciertos casos, el anticuerpo o fragmento
de union a antigeno de este se administra en una cantidad eficaz para mejorar la interaccién del receptor MUC1 por
ejemplo, MGFR, que permanece unido a una célula después del desprendimiento de una regién de unién intercadenas
del receptor MUCL1. En ciertos casos, particularmente en los cuales el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este
especificamente se une a MGFR, un método de tratamiento tal puede implicar administrar al sujeto el anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno de este en una cantidad eficaz para provocar la dimerizacién inductiva de un receptor del
factor de crecimiento, tal como MUC1 escindido.

Expansion de células inmaduras

Las células inmaduras incluyen células madre sométicas, células madre embrionarias, células madre de sangre de cordon
y otras no diferenciadas completamente. Las células madres adultas también conocidas como células madre somaticas,
son células indiferenciadas ge se encuentran entre las células diferenciadas de un tejido especifico y son en su mayoria
células multipotentes. Estas ya estan en uso en tratamientos para mas de cien enfermedades y afecciones. Ciertas células
madre adultas nombradas "células de tipo espora” estan presentes en todos los tejidos (Vacanti, M. P., A. Roy, J. Cortiella,
L. Bonassar, y C. A. Vacanti. 2001, J Cell Biochem 80:455-60.). Solo para referencia, las células madre embrionarias son
células cultivadas que pueden obtenerse de las células de masa interna no diferenciadas de un embrién humano en etapa
temprana y son totipotentes. Las células madre de sangre de corddn se derivan de la sangre de la placenta y el cordon
umbilical después del nacimiento. Las células madre de sangre de corddn se usan para tratar sin limitacion la enfermedad
de Gunther, el sindrome de Hunter, el sindrome de Hurler, leucemia linfocitica aguda.

Se contempla el tratamiento alogénico.
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Ademas, en particular, la médula ésea contiene dos tipos de células madre: hematopoyéticas (que pueden producir células
sanguineas) y estromales (que pueden producir grasa, cartilago y hueso). Las células madre estromales tienen la
capacidad de diferenciarse en muchos tipos de tejidos, tales como tejido nervioso. Las células madre hematopoyéticas
dan lugar a las tres clases de célula sanguinea que se encuentran en la circulacion: leucocitos, glébulos rojos (eritrocitos)
y plaguetas (trombocitos). Las células madre hemopoyéticas pluripotenciales o células madre hematopoyéticas
pluripotenciales (PHSC) son células madre encontradas en la médula 6sea. Las PHSC son las células precursoras que
dan lugar a todos los tipos de células sanguineas de ambos linajes mieloide y linfoide. Esto incluye monocitos y
macrofagos, neutrofilos, baséfilos, eosindéfilos, células T, células B, células NK, microglia, eritrocitos (glébulos rojos),
megacariocitos (por ejemplo plaguetas) y células dendriticas.

Como se analiza en la presente descripciéon, una forma proteolizada del receptor MUC1 funciona como un receptor
primario del factor de crecimiento para impulsar la proliferacién de una cantidad de tipos celulares, que incluyen pero no
se limita a tipos celulares inmaduros tales como células madre y células progenitoras. La Tabla 3 enumera los tipos
celulares que se conoce que expresan MUCL1 y los tratamientos para los cuales podrian ser convenientes los métodos de
la invencién. Ademds, los tipos celulares que no expresan MUC1 podrian estimularse para proliferar mediante
manipulacion genética de las células para expresar MUC1 o un mutante de truncamiento de MUC1 y después la aplicacién
de los métodos de la invencion para estimular el receptor MUC1 e inducir o mejorar la proliferacion celular.

Anticuerpos

Los péptidos usados para la produccion de anticuerpos pueden glicosilarse o no antes de inmunizar animales. La
secuencia de estos péptidos no necesita reflejar exactamente la secuencia del receptor MUC1 tal como existe en la
poblacion general. Por ejemplo, los inventores observaron que los anticuerpos generados contra la variante peptidica de
PSMGFR var-PSMGFR (SEQ ID NO: 12), que tiene un motivo "-SPY-" tienen una mayor afinidad y mayor especificidad
por la proteina MUC1 que los anticuerpos generados contra la secuencia nativa actual (es decir, nat-PSMGFR, SEQ ID
NO: 10), que tiene un motivo "-SRY-". Pueden introducirse mutaciones en la secuencia peptidica de PSMGFR para
producir un péptido mas rigido que puede mejorar la produccion de anticuerpos. Por ejemplo, la mutacion R a P en la
secuencia de var-PFMGFR de la SEQ ID NO: 12 en realidad puede haber proporcionado un péptido més rigido y era por
lo tanto mas inmunogénico. Otro método de producir anticuerpos contra regiones de péptidos que no son particularmente
inmunogénicos, tal como la IBR o TPSIBR es etiquetar la secuencia peptidica especifica con una secuencia irrelevante
en la que los amino&cidos estan en la forma D y por lo tanto actdan para estimular la respuesta inmunitaria del animal
huésped. Las secuencias peptidicas que se usan para inmunizar animales para la produccion de anticuerpos también
pueden glicosilarse. Las secuencias peptidicas de MUC1 que se usaron en la presente descripcion para tamizar farmacos
y para generar anticuerpos afines se derivaron de las especies humanas de MUC1. Dado que existe una conservacion
considerable entre las especies para la PSMGFR e IBR y algunas porciones de la UR, se anticipa que los péptidos de
MUCL1 cuyas secuencias se derivan de otras especies pueden usarse ademas en los tamizajes de farmacos y para generar
anticuerpos para estos mismos fines.

En ciertos casos, se proporcionan anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de estos. En ciertos casos, se
proporciona un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno que se une especificamente a MGFR. En ciertos casos, los
anticuerpos mencionados anteriormente o fragmentos de unién a antigeno de estos se unen especificamente a PSMGFR.
En ciertos casos, los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de estos pueden unirse especificamente a la secuencia
aminoacidica expuesta en la SEQ ID NO: 10 o una variante o fragmento funcional de esta que comprende hasta 15
adiciones o deleciones de aminoacidos en su extremo N-terminal o que comprende hasta 20 sustituciones de
aminoécidos; en otros casos, se unen especificamente a los aminoacidos expuestos en la SEQ ID NO: 10 o una variante
o fragmento funcional de estos que comprende hasta 10 sustituciones de aminoacidos; en otros casos, los anticuerpos o
fragmentos de unién a antigeno de estos se unen especificamente al aminoacido expuesto en la SEQ ID NO: 10 o una
variante o fragmento funcional de este que comprende hasta 5 sustituciones de aminoacidos; y aun en otros casos los
anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de estos se unen especificamente a la secuencia aminoacidica expuesta
en la SEQ ID NO: 10. En ciertos casos, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno es un anticuerpo o fragmento de
union a antigeno de este humano, humanizado, xenogénico o quimérico humano-no humano. En ciertos casos, los
anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de estos comprenden un anticuerpo intacto o un anticuerpo de cadena
Unica intacto. Para anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno que son monovalentes, pueden comprender un
fragmento Fv de cadena Unica, un fragmento Fab', un fragmento Fab, o un fragmento Fd. Para anticuerpos o fragmentos
de unidn a antigeno que son bivalentes, ciertos casos comprenden un fragmento de unién a antigeno que es un F(ab")z.
En ciertas composiciones tales, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este puede ser policlonal, mientras que
en otros casos puede ser monoclonal.

Dentro de la porcion de unién a antigeno de un anticuerpo, como se conoce bien en la técnica, existen regiones
determinantes de complementariedad (CDR), que interactiian directamente con el epitopo del antigeno, y regiones marco
(FR), que mantienen la estructura terciaria del paratopo (ver, en general, Clark, 1986; Roitt, 1991). Tanto en el fragmento
Fd de la cadena pesada y la cadena ligera de las inmunoglobulinas IgG, existen cuatro regiones marco (FR1 a FR4)
separadas respectivamente por tres regiones determinantes de complementariedad (CDR1 a CDR3). Las CDR, y en
particular las regiones CDR3, y mas particularmente la CDR3 de la cadena pesada, son responsables en gran medida de
la especificidad del anticuerpo.
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Como se conoce hien en la técnica, las regiones que no son CDR de un anticuerpo de mamifero pueden reemplazarse
con regiones similares de anticuerpos especificos de especies o heteroespecificos mientras que mantienen la
especificidad epitopica del anticuerpo original. Esto se manifiesta de manera mas clara en el desarrollo y uso de
anticuerpos "humanizados" en los que las CDR no humanas se unen covalentemente a regiones FR y/o Fc/pFc' humanas
para producir un anticuerpo funcional. Ver, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos nim. 4,816,567, 5,225,539,
5,585,089, 5,693,762 y 5,859,205.

En ciertos casos, los anticuerpos monoclonales completamente humanos pueden prepararse ademas mediante la
inmunizacién de ratones transgénicos para grandes porciones de los loci de cadena pesada y ligera de inmunoglobulina
humana. Después de la inmunizacion de estos ratones (por ejemplo, XenoMouse (Abgenix), ratones HuMAb
(Medarex/GenPharm)), los anticuerpos monoclonales pueden prepararse de acuerdo con la tecnologia de hibridomas
estandar. Estos anticuerpos monoclonales tendran secuencias aminoacidicas de inmunoglobulina humana y por lo tanto
no provocaran respuestas de anticuerpos anti-raton humanos (HAMA) cuando se administran a seres humanos.

Los métodos para producir anticuerpos, o fragmentos de unién a antigeno de estos, que incluyen cualquiera de la(s)
etapa(s) de producir un anticuerpo quimérico, anticuerpo humanizado, anticuerpo de cadena Unica, fragmento Fab,
fragmento F(ab')2, anticuerpo biespecifico, anticuerpo de fusion, anticuerpo marcado o un analogo de cualquiera de los
que son conocidos por el experto en la técnica y se describen, por ejemplo, en Harlow y Lane "Antibodies, A Laboratory
Manual", CSH Press, Cold Spring Harbor, 1988. La produccién de anticuerpos quiméricos se describe, por ejemplo, en el
documento W089/09622. Los métodos para la produccion de anticuerpos humanizados se describen en, por ejemplo, los
documentos EP-A1 0 239 400 y W0O90/07861. Una fuente adicional de anticuerpos a utilizar son los denominados
anticuerpos xenogénicos. El principio general para la produccién de anticuerpos xenogénicos tales como anticuerpos
humanos en ratones se describe, por ejemplo, en los documentos WO 91/10741, WO 94/02602, WO 96/34096 y WO
96/33735. Como se analiza mas abajo, los anticuerpos pueden existir en una variedad de formas (ademas de los
anticuerpos intactos; incluidos, por ejemplo, fragmentos de unién a antigeno de estos, tales como Fv, Fab y F(ab')2, asi
como en cadenas unicas (es decir, como anticuerpos de cadena Unica); ver por ejemplo, el documento W088/09344.

Por ejemplo, fragmentos F(ab’)z, Fab, Fv y Fd; anticuerpos quiméricos en los que las regiones Fc y/o FR y/o CDR1 y/o
CDR2 y/o CDR3 de la cadena ligera se han reemplazado por secuencias homaélogas humanas o no humanas; anticuerpos
quiméricos con fragmentos F(ab")2 en los que las regiones FR y/o CDR1 y/o CDR2 y/o CDR3 de la cadena ligera se han
reemplazado por secuencias homélogas humanas o no humanas; anticuerpos quimeéricos con fragmento Fab en los que
las regiones FR y/o CDR1 y/o CDR2 y/o CDR3 de la cadena ligera se han reemplazado por secuencias homologas
humanas o no humanas; y anticuerpos quiméricos con fragmento Fd en los que las regiones FR y/o CDR1 y/o CDR2 se
han reemplazado por secuencias homdlogas humanas o no humanas, o los denominados anticuerpos de cadena Unica.

Derivados quimicos de anticuerpos y formulaciones

Se describen ademas composiciones que comprenden los anticuerpos mencionados anteriormente o fragmentos de union
a antigeno o derivados quimicos de estos. La composicion puede comprender ademas un portador farmacéuticamente
aceptable. El término "derivado quimico" describe una molécula que contiene porciones quimicas adicionales que no son
normalmente una parte de la molécula base. Tales porciones pueden mejorar la solubilidad, vida media, absorcion, etc.
de la molécula base. Alternativamente las porciones pueden atenuar los efectos secundarios no deseados de la molécula
base o disminuir la toxicidad de la molécula base. Los ejemplos de tales porciones se describen en una variedad de textos,
tal como Remington's Pharmaceutical Sciences.

Los ejemplos de portadores farmacéuticamente aceptables se conocen bien en la técnica e incluyen soluciones salinas
tamponadas con fosfato, agua, emulsiones, tales como emulsiones de aceite/agua, diversos tipos de agentes
humectantes, soluciones estériles etcétera. Las composiciones que comprenden tales portadores pueden formularse
mediante los métodos convencionales bien conocidos. Estas composiciones farmacéuticas pueden administrarse al sujeto
en una dosis adecuada. La administraciéon de las composiciones adecuadas puede efectuarse mediante diferentes vias,
por ejemplo, mediante la administracion intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, intramuscular, topica o intradérmica.
Las formulaciones en aerosol tales como las formulaciones para pulverizacion nasal incluyen soluciones acuosas
purificadas u otras soluciones del agente activo con agentes conservantes y agentes isotonicos. Tales formulaciones se
ajustan preferentemente a un pH y estado isotonico compatible con las membranas de las mucosas nasales, por ejemplo,
para la administracion intranasal. Las formulaciones para la administracion rectal o vaginal pueden presentarse como un
supositorio con un portador adecuado.

Una dosis con eficacia terapéutica se refiere a esa cantidad de anticuerpos y/o fragmentos de unién a antigeno que puede
aliviar los sintomas o afecciones de la enfermedad que se trata. La eficacia terapéutica y la toxicidad de tales
composiciones pueden determinarse mediante procedimientos farmacéuticos estandar en cultivos celulares o en animales
de experimentacion, por ejemplo, ED50 (la dosis con eficacia terapéutica en el 50 % de la poblacion) y LD50 (la dosis letal
para el 50 % de la poblacidn). La relacion de la dosis entre los efectos terapéuticos y toxicos es el indice terapéutico, y
puede expresarse como la relacién, LD50/ED50.

La actividad bioldgica de los anticuerpos y/o fragmentos de union a antigeno de estos indica que estos pueden tener una

afinidad suficiente para hacerlos candidatos para la localizacién de farmacos en células que expresan las estructuras
superficiales apropiadas, por ejemplo, MGFR. Por lo tanto, el direccionamiento y la union a células de los anticuerpos y/o
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fragmentos de uniébn a antigeno de estos, podria ser util para el suministro de agentes terapéuticamente o
diagnoésticamente activos (incluidos farmacos de direccionamiento, secuencias de ADN, secuencias de ARN, lipidos,
proteinas y terapia génica/suministro génico. Por lo tanto, pueden marcarse el anticuerpo y/o fragmentos de union a
antigeno de este (por ejemplo, fluorescentes, radioactivos, enzimas, magnéticos nucleares, coloides, otra entidad de
sefializacion, etcétera) y usarse para detectar objetivos especificos in vitro incluidos los ensayos de tipo "inmunoquimica"
in vitro. Otro método implica usar anticuerpos que se unen a la porcion MGFR del receptor MUC1 como un método para
clasificar y/o aislar células que se necesitan expandir. Una vez clasificadas, estas células podrian expandirse in vitro.
Puede afiadirse un nuevo material genético, por ejemplo que codifique correceptores y/o ligandos de activacién, a estas
células seleccionadas ya sea antes o después de la expansién. Pueden eliminarse los anticuerpos de activacion de la
poblacién celular antes de la introduccién al sujeto.

Proteinas

Se proporciona ademas una serie de proteinas o péptidos aislados. Los péptidos pueden incluir, pero no se limitan a, los
definidos anteriormente como PSMGFR y PSMGFRTC, y los enumerados como las SEQ ID NOS: 2-19. Ademas, se
abarca cualquier proteina, o péptido, no mencionado especificamente antes que es codificado por cualquiera de las
moléculas de &cido nucleico aisladas analizadas méas abajo. Se abarcan ademas los fragmentos Unicos de las proteinas
0 péptidos mencionados anteriormente, asi como los anticuerpos generados contra ellos, incluidos los anticuerpos
monoclonales y policlonales.

Las proteinas pueden aislarse a partir de muestras bioldgicas incluidos los homogeneizados de tejidos o células, y ademas
pueden expresarse por via recombinante en una variedad de sistemas de expresién procariotas y eucariotas mediante la
construccion de un vector de expresion apropiado para el sistema de expresion, la introduccion del vector de expresion
en el sistema de expresion y el aislamiento de la proteina expresada por via recombinante. Los polipéptidos cortos,
incluidos los péptidos antigénicos (tales como los presentados por las moléculas de MHC en la superficie de una célula
para el reconocimiento inmunitario) también pueden sintetizarse quimicamente mediante el uso de métodos bien
establecidos para la sintesis de péptidos.

También se abarcan fragmentos de las proteinas o péptidos, que en un aspecto, se usan para generar anticuerpos. Un
fragmento de cualquiera de las proteinas o péptidos, por ejemplo, generalmente tiene los rasgos y las caracteristicas de
los fragmentos incluidos los fragmentos Unicos como se analiza en la presente descripcion en relacion con moléculas de
acido nucleico. Como reconoceran los expertos en la técnica, el tamafio de un fragmento que es Unico dependera de
factores tales como si el fragmento constituye una porcién de un dominio proteico conservado. Por lo tanto, algunas
regiones de las proteinas o péptidos requeriran que los segmentos mas largos sean Gnicos mientras que otros requeriran
solo segmentos cortos, tipicamente entre 5 y 12 aminoéacidos (por ejemplo 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12 aminoacidos de
longitud).

Los fragmentos Unicos de una proteina son preferentemente los fragmentos que mantienen una capacidad funcional
diferente de la proteina. Las capacidades funcionales que pueden mantenerse en un fragmento de una proteina incluyen
la interaccién con anticuerpos, la interaccidn con otras proteinas o fragmentos de estas, la union selectiva de moléculas
de acido nucleico y la actividad enzimatica. Una actividad importante es la capacidad de actuar como una firma para
identificar el polipéptido.

Los expertos en la técnica estan bien versados en los métodos para seleccionar secuencias aminoacidicas Unicas,
tipicamente sobre la base de la capacidad del fragmento de distinguir de manera selectiva la secuencia de interés de los
miembros no familiares. Una comparacion de la secuencia del fragmento con las de las bases de datos conocidas
tipicamente es todo lo que es necesario.

Se incluyen las variantes de las proteinas o péptidos descritos en la presente descripcion. Como se usa en la presente
descripcién, una "variante" de una proteina es una proteina que contiene una o mas modificaciones en la secuencia
aminoacidica primaria de tal proteina. Pueden hacerse modificaciones que generen una variante proteica a una proteina
1) para producir, aumentar, reducir, o eliminar una actividad de la proteina; 2) para mejorar una propiedad de la proteina,
tal como la estabilidad proteica en un sistema de expresion o la estabilidad de la unidon proteina-proteina; 3) para
proporcionar una nueva actividad o propiedad de una proteina, tal como la adicién de un epitopo antigénico o la adicion
de una porcién detectable; y/o 4) para proporcionar una union equivalente o0 mejor a una molécula de ligando. Las
modificaciones a una proteina pueden hacerse a través de modificaciones a la molécula de 4cido nucleico que codifica la
proteina, y pueden incluir deleciones, mutaciones puntuales, truncamientos, sustituciones de aminoacidos y adiciones de
aminoacidos o porciones no aminoacidicas. Alternativamente, las modificaciones pueden hacerse directamente a la
proteina, tal como mediante la escision, substitucion de uno o mas aminoacidos durante la sintesis quimica, adicion de
una molécula enlazadora, adicion de una porcion detectable, tal como biotina, adicion de un acido graso, etcétera. Las
modificaciones incluyen ademas proteinas de fusion que comprenden toda o parte de una secuencia de aminoacidos. A
un experto en la técnica le seran familiares los métodos para predecir el efecto sobre la conformacién proteica de un
cambio en la secuencia de aminoacidos, y por lo tanto podra "disefiar" un polipéptido variante de acuerdo con los métodos
conocidos. Un ejemplo de un método tal se describe por Dahiyat y Mayo en Science 278:82-87, 1997, mediante el cual
las proteinas pueden disefiarse de novo. El método puede aplicarse a una proteina conocida para variar solo una porcion
de la secuencia proteica. Mediante la aplicacién de los métodos computacionales de Dahiyat y Mayo, las variantes
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especificas de una proteina DOS pueden proporcionarse y analizarse para determinar si la variante mantiene una
conformacion deseada.

El experto en la técnica reconocera ademas que pueden hacerse ciertas sustituciones de aminoacidos, tales como por
ejemplo sustituciones conservadoras de aminoacidos, en las proteinas o péptidos para proporcionar "variantes
funcionales" de las proteinas o péptidos anteriores, es decir, las variantes que poseen las capacidades funcionales de las
proteinas o péptidos correspondientes. Como se usa en la presente descripcidn, una "sustitucion conservadora de
aminoacidos" se refiere a una sustitucién de aminoacidos que no altera las caracteristicas de carga relativa o de tamafio
de la proteina en la que se hace la sustitucién de aminoéacidos. Las sustituciones conservadoras de aminoacidos incluyen
las sustituciones hechas entre los aminoacidos dentro de los siguientes grupos: (&) M, I, L, V; (b) F, Y, W; (c) K, R, H; (d)
A G (e)S T () Q N;y(9)E D.

Pueden hacerse variantes funcionales que tengan hasta 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20
0 mas sustituciones de aminoacidos. De manera similar, pueden prepararse las variantes anteriores u otras variantes
funcionales que tengan, o que tengan ademas, hasta 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 o mas adiciones o deleciones de aminoacidos en sus extremos C- y/o N-terminal. Las
variantes de las proteinas o péptidos preparadas mediante los métodos anteriores pueden secuenciarse, si se desea,
para determinar la secuencia de aminoéacidos y por lo tanto deducir la secuencia de nuclettidos que codifica tales
variantes.

Acido nucleico

Se proporcionan ademas secuencias de acidos nucleicos que codifican una variedad de proteinas receptoras MUC1
truncadas, o variantes funcionales o fragmentos de estas, y otras secuencias de acidos nucleicos que se hibridan a las
secuencias de acidos nucleicos anteriores en condiciones de alta rigurosidad. La secuencia de ciertas moléculas de &cido
nucleico se presentan en la Tabla 2 méas abajo como las SEQ ID NO: 21-25, y las secuencias de aminoacidos predichas
de los productos proteicos de estos genes, cada una que comprende una isoforma de una proteina receptora MUC1
truncada, se presentan en la Tabla 1. Por lo tanto se abarcan ademas las secuencias peptidicas que representan
isoformas truncadas del receptor MUC1, los genes que codifican las secuencias peptidicas y las modificaciones y
variantes funcionales de los anteriores, fragmentos Utiles de los anteriores, asi como los productos terapéuticos y los
métodos relacionados a estos. Los péptidos referidos en la presente descripcion como proteinas receptoras MUC1
truncadas incluyen fragmentos del receptor MUC1 de longitud completa pero no incluyen la proteina receptora MUC1 de
longitud completa (es decir, SEQ ID NO: 1). De manera similar, las moléculas de &cido nucleico que codifican las diversas
isoformas truncadas del receptor MUC1 descritas en la presente descripcion pueden incluir fragmentos de la region
codificante del gen de MUC1, pero no incluyen la region codificante de MUC1 de longitud completa.

Se proporciona una molécula de &cido nucleico aislada. La molécula de acido nucleico aislada se selecciona del grupo
gue consiste en:

(a) moléculas de acido nucleico que codifican los péptidos de la isoforma del receptor truncado MUC1 enumerados como
las SEQ ID NOS: 5, 6, 7, 8 y 9 en la Tabla 1, o variantes funcionales o fragmentos de estos, que incluyen, por ejemplo,
las secuencias de nucledtidos: SEQ ID NOS: 21, 22, 23, 24 y 25, respectivamente, y

(b) moléculas de acido nucleico que se hibridan en condiciones altamente rigurosas a las moléculas de acido nucleico de
(a),

(c) deleciones, adiciones y sustituciones de las moléculas de acido nucleico de (a) o (b),

(d) moléculas de &cido nucleico que difieren de las moléculas de acido nucleico de (a), (b) o (c) en la secuencia de codones
debido a la degeneracion del codigo genético, y

(e) complementos de (a), (b), (c) o (d).

Ciertos acidos nucleicos aislados son moléculas de &cido nucleico que codifican una isoforma truncada del receptor
MUC1, o un fragmento funcional o variante de este, o un equivalente funcional de este (por ejemplo, una secuencia de
acido nucleico que codifica la misma proteina que la codificada por una de las secuencias de acido nucleico, por ejemplo
la SEQ ID NO: 21, enumerada en la Tabla 2, siempre que el fragmento o equivalente funcional codifique una proteina que
exhiba la actividad funcional de una isoforma truncada del receptor MUC1 codificada por una secuencia enumerada tal.
Como se usa en la presente descripcion, la actividad funcional de las isoformas truncadas del receptor MUC1 se refiere
a la capacidad de las isoformas truncadas de la secuencia peptidica del receptor MUC1 de interactuar especificamente
con ligandos para MGFR y de modular el crecimiento celular o la proliferacion celular en respuesta a tal interaccion. En
ciertos casos, la molécula de acido nucleico aislada es la SEQ ID NO: 21.

Se proporcionan ademas las moléculas de acido nucleico que se hibridan en condiciones de alta rigurosidad a una
molécula de acido nucleico que consiste en la secuencia de nucleétidos expuesta en las SEQ ID NOS: 21-25. Tales acidos
nucleicos pueden ser ADN, ARN, compuestos de desoxirribonucleétidos y ribonucleétidos, o pueden incorporar ademas
nucledtidos no naturales sintéticos. Los expertos en la técnica conocen diversos métodos para determinar la expresion
de un acido nucleico y/o un polipéptido en células normales y tumorales
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El término "condiciones altamente rigurosas" o "condiciones de alta rigurosidad" como se usa en la presente descripcion
se refiere a parametros con los cuales estan familiarizados los expertos en la técnica. Los parametros de hibridacién de
acidos nucleicos pueden encontrarse en las referencias que compilan tales métodos, por ejemplo Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, J. Sambrook, y otros, eds., segunda edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, Nueva York, 1989, o Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel, y otros, eds., John Wiley & Sons, Inc.,
Nueva York. Mas especificamente, las condiciones rigurosas, como se usa en la presente descripcién, se refieren, por
ejemplo, a la hibridacién a 65 °C en tampén de hibridacién (3,5 x SSC, Ficoll al 0,02 %, polivinilpirrolidona al 0,02 %,
AlbUumina Sérica Bovina al 0,02 %, NaH2PO4 2,5 mM (pH 7), SDS al 0,5 %, EDTA 2 mM). SSC es cloruro de sodio 0,15
M/citrato de sodio 0,15 M, pH 7; SDS es dodecil sulfato de sodio; y EDTA es acido etilendiaminotetracético. Después de
la hibridacién, la membrana a la cual se transfiere el ADN se lava en 2 x SSC a temperatura ambiente y después en 0,1
x SSC/0,1 x SDS a temperaturas de hasta 68 °C.

En general, los homoélogos y alelos de una SEQ ID NO especifica enumerada en la presente descripcion (ver la Tabla 2)
tipicamente compartirdn al menos 40 % de identidad de nucledétidos y/o al menos 50 % de identidad de aminoacidos con
respecto a una secuencia de nucle6tidos o secuencia de aminoacidos tal, respectivamente, en algunos casos compartiran
al menos 50 % de identidad de nucle6tidos y/o al menos 65 % de identidad de aminoacidos y aln en otros casos
compartiran al menos 60 % de identidad de nucle6tidos y/o al menos 75 % de identidad de aminoacidos. Los homologos
y alelos preferidos comparten las identidades de nucleétidos y aminoacidos con la SEQ ID NO: 21 y la SEQ ID NO: 5,
respectivamente; o la SEQ ID NO: 22 y la SEQ ID NO: 6, respectivamente; o la SEQ ID NO: 23 y la SEQ ID NO: 7,
respectivamente; o la SEQ ID NO: 24 y la SEQ ID NO: 8, respectivamente; o la SEQ ID NO: 25 y la SEQ ID NO: 9,
respectivamente; y codifican polipéptidos de més del 80 %, con mayor preferencia mas del 90 %, aun con mayor
preferencia mas del 95 % y con la maxima preferencia méas del 99 % de identidad. El por ciento de identidad puede
calcularse mediante el uso de diversas herramientas de software publicamente disponibles desarrolladas por NCBI
(Bethesda, Maryland) que pueden obtenerse en internet (ftp:/ncbi.nim.nih.gov/pub/). Las herramientas ilustrativas incluyen
el sistema BLAST disponible en http://www.ncbi.nlm.nih.gov, el cual usa algoritmos desarrollados por Altschul y otros
(Nucleic Acids Res. 25:3389-3402, 1997). Las alineaciones por Pairwise y ClustalW (configuracion de matrices de
BLOSUMS30) asi como el andlisis hidropatico por Kyte-Doolittle pueden obtenerse mediante el uso del software de analisis
de secuencia de MacVector (Oxford Molecular Group). Se incluyen ademés los complementos de Watson-Crick de las
moléculas de 4cido nucleico anteriores.

Se proporcionan ademas fragmentos Unicos aislados de las SEQ ID NOS: 21-25 y/o los complementos de las SEQ ID
NOS: 21-25. Un fragmento Unico es uno que es una 'firma’ para el acido nucleico mas grande. Este es, por ejemplo, lo
suficientemente grande para asegurar que su secuencia precisa no se encuentre en las moléculas fuera de las moléculas
de &cido nucleico definidas anteriormente. Los expertos en la técnica no pueden aplicar mas que los procedimientos de
rutina para determinar si un fragmento es tnico dentro del genoma humano o de ratén.

Como sera reconocido por los expertos en la técnica, el tamafio del fragmento Unico mencionado anteriormente dependera
de su conservacion en el cddigo genético. Por lo tanto, algunas de las regiones de las SEQ ID NOS: 21-25 y sus
complementos requerirdn que los segmentos mas largos sean Unicos mientras que otros requerirdn solo segmentos
cortos, tipicamente entre 12 y 32 nucleétidos o mas de longitud (por ejemplo 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55,
56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63 ,64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87,
88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114,
115 o mas), hasta la longitud completa de la secuencia descrita. Muchos segmentos de la region codificante de
polinucleétidos o complementos de estos que son de 18 o méas nucle6tidos de longitud seran Unicos. Los expertos en la
técnica son bien versados en los métodos para seleccionar tales secuencias, tipicamente sobre la base de la capacidad
del fragmento Unico para distinguir de manera selectiva la secuencia de interés de otras moléculas de &cido nucleico no
relacionadas. Una comparacion de la secuencia del fragmento a las de las bases de datos conocidas tipicamente es todo
lo necesario, aunque pueden realizarse la hibridaciéon confirmatoria y el analisis de secuenciacién in vitro.

Como se usa en la presente descripcion, un "vector" puede ser cualquiera de un nimero de moléculas de acido nucleico
en el que puede insertarse una secuencia deseada mediante restriccion y ligazon para el transporte entre diferentes
ambientes genéticos o para la expresion en una célula huésped. Los vectores se componen tipicamente de ADN aunque
los vectores de ARN también estan disponibles. Los vectores incluyen, pero no se limitan a, genomas plasmidicos, de
fagémidos y virales. Un vector de clonacién es uno que es capaz de replicarse en una célula huésped, y el cual se
caracteriza ademas por uno 0 mas sitios de restriccion por endonucleasas en los cuales el vector puede ser cortado de
un modo determinable y en los cuales una secuencia de ADN deseada puede ligarse de manera que el nuevo vector
recombinante mantenga su capacidad de replicarse en la célula huésped. En el caso de los plasmidos, la replicaciéon de
la secuencia deseada puede producirse muchas veces a medida que aumenta el nimero de copias del dentro de la
bacteria huésped o solo una vez por huésped antes de que el huésped se reproduzca por mitosis. En el caso de los fagos,
la replicacién puede producirse activamente durante una fase litica o pasivamente durante una fase lisogénica.

Un "vector de expresion” es uno en el cual puede insertarse una secuencia de ADN deseada mediante restriccion y ligazon
de manera que ésta se una operativamente a secuencias reguladoras y pueda expresarse como un transcrito de ARN.
Los vectores pueden contener ademas una o mas secuencias de marcadores adecuadas para el uso en la identificacion
de células que se han transformado o transfectado o no con el vector. Los marcadores incluyen, por ejemplo, genes que

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2720288 T3

codifican proteinas que aumentan o disminuyen ya sea la resistencia o sensibilidad a antibiéticos u otros compuestos,
genes que codifican enzimas cuyas actividades son detectables mediante ensayos estandar conocidos en la técnica (por
ejemplo, B-galactosidasa o fosfatasa alcalina), y genes que afectan visiblemente el fenotipo de células, huéspedes,
colonias o placas transformadas o transfectadas (por ejemplo, proteina fluorescente verde). Los vectores preferidos son
los capaces de replicacion autébnoma y expresion de los productos génicos estructurales presentes en los segmentos de
ADN a los cuales se unen operativamente.

Como se usa en la presente descripcion, se dice que una secuencia codificante y las secuencias reguladoras se unen
"operativamente” cuando se unen covalentemente de manera que la expresion o la transcripcion de la secuencia
codificante se coloca bajo la influencia o control de las secuencias reguladoras. Si se desea que las secuencias
codificantes se traduzcan en una proteina funcional, se dice que dos secuencias de ADN se unen operativamente si la
induccion de un promotor en las secuencias reguladoras 5' da como resultado la transcripcién de la secuencia codificante
y si la naturaleza del enlace entre las dos secuencias de ADN no (1) da como resultado la introduccién de una mutacion
de desplazamiento de marco, (2) interfiere con la capacidad de la regidon promotora de dirigir la transcripcién de las
secuencias codificantes, o (3) interfiere con la capacidad del transcrito de ARN correspondiente de transcribirse en una
proteina. Por lo tanto, una regiéon promotora podria unirse operativamente a una secuencia codificante si la region
promotora fuera capaz de efectuar la transcripcién de esa secuencia de ADN de manera que el transcrito resultante
pudiera traducirse en la proteina o polipéptido deseado. La naturaleza precisa de las secuencias reguladoras necesarias
para la expresion génica puede variar entre especies o tipos celulares y es bien conocida por el experto en la técnica.

Terapia génica

Los &cidos nucleicos que comprenden las secuencias que codifican MUCL1, un fragmento de MUCL1 que se expone en la
superficie celular, o la porcion MGFR del polipéptido MUC1 pueden administrarse para tratar, inhibir o evitar una
enfermedad o trastorno en el que la terapia con células inmaduras beneficiard al paciente, mediante terapia génica.
Terapia génica se refiere a la terapia realizada mediante la administracion a un sujeto de un &cido nucleico expresado o
expresable: los &cidos nucleicos producen su proteina codificada que media un efecto terapéutico mediante la
estimulacién de la proliferacion de células inmaduras que expresan MUCL1.

Ademas, el receptor G-CSF génico puede coexpresarse para fines terapéuticos para estimular la proliferacién de células
inmaduras.

Puede usarse cualquiera de los métodos para terapia génica disponibles en la técnica. Los métodos ilustrativos se
describen mas abajo.

Para revisiones generales de los métodos de terapia génica, ver Goldspiel y otros, Clinical Pharmacy 12:488-505 (1993);
Wu y Wu, Biotherapy 3:87-95 (1991); Tolstoshev, Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol. 32:573-596 (1993); Mulligan, Science
260:926-932 (1993); y Morgan and Anderson, Ann. Rev. Biochem. 62:191-217 (1993); May, TIBTECH 11(5):155-215
(1993). Los métodos comunmente conocidos en la técnica de la tecnologia de ADN recombinante que pueden usarse se
describen en Ausubel y otros (eds.), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY (1993); y Kriegler,
Gene Transfer and Expression, A Laboratory Manual, Stockton Press, NY (1990).

Las secuencias de &cidos nucleicos pueden codificar un MUC1, un fragmento de MUC1 que se expone en la superficie
celular o la porcion MGFR del polipéptido MUC1, en el cual las secuencias de acidos nucleicos son parte de vectores de
expresion que expresan los polipéptidos en un huésped adecuado. En particular, tales secuencias de acidos nucleicos
tienen promotores unidos operativamente a la regidn codificante del polipéptido, dicho promotor es inducible o constitutivo,
y, opcionalmente, especifico de tejido. En otro caso, se usan moléculas de &cido nucleico en las que las secuencias
codificantes de polipéptidos y cualquier otra secuencia deseada se flanquean por regiones que promueven la
recombinacion homdloga en un sitio deseado en el genoma, lo que proporciona la expresion intracromosémica de los
acidos nucleicos que codifican anticuerpos (Koller y Smithies, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:8932-8935 (1989); Zijlstra y
otros, Nature 342:435-438 (1989).

El suministro de los acidos nucleicos en un paciente puede ser directo, en cuyo caso el sujeto se expone directamente al
acido nucleico o vectores portadores de acido nucleico, o indirectamente, en cuyo caso, las células se transforman primero
con los acidos nucleicos in vitro, y se trasplantan después al paciente. Estos dos enfoques se conocen, respectivamente,
como terapia génica in vivo 0 ex vivo.

Las secuencias de acido nucleico pueden administrarse directamente in vivo, donde se expresan para producir el producto
codificado. Esto puede lograrse mediante cualquiera de los numerosos métodos conocidos en la técnica, por ejemplo,
mediante su construccion como parte de un vector de expresion de acido nucleico apropiado y su administracion de
manera que se convierta en intracelular, por ejemplo, mediante la infeccion con el uso de retrovirales u otros vectores
virales defectuosos o atenuados, 0 mediante la inyeccion directa de ADN desnudo, o el recubrimiento con lipidos o
receptores de superficie celular o agentes de transcripcion, encapsulacion en liposomas, microparticulas, o microcapsulas,
0 mediante su administracion en unién a un péptido que se conoce que entra al nlcleo, mediante su administracion en un
enlace a un ligando sujeto para endocitosis mediada por receptores (ver, por ejemplo, Wu y Wu, J. Biol. Chem. 262:4429-
4432 (1987)) (que pueden usarse para tipos celulares objetivo que expresan especificamente los receptores) y etcétera.
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En otro caso, pueden formarse los complejos de acido nucleico-ligando en los cuales el ligando comprende un péptido
viral fusogénico para alterar los endosomas, lo que permite que el acido nucleico evite la degradacién lisosomal. Aun en
otro caso, el acido nucleico puede ser dirigido in vivo para la captacién y expresién especifica en células, mediante el
direccionamiento de un receptor especifico. Alternativamente, el acido nucleico puede introducirse intracelularmente e
incorporarse dentro del ADN de la célula huésped para la expresion, mediante recombinacion homéloga (Koller y Smithies,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:8932-8935 (1989); Zijlstra y otros, Nature 342:435-438 (1989)).

Pueden usarse vectores virales que contengan las secuencias de acidos nucleicos que codifican el polipéptido. Las
secuencias de acido nucleico que codifican el polipéptido a usar en la terapia génica se clonan en uno o mas vectores, lo
que facilita el suministro del gen en un paciente. Los vectores retrovirales, los vectores adenovirales y los virus
adenoasociados son ejemplos de vectores virales que pueden usarse. Los vectores retrovirales contienen los
componentes necesarios para el correcto empaquetamiento del genoma viral y la integracion en el ADN de la célula
huésped.

Los adenovirus son vehiculos especialmente atractivos para suministrar genes a los epitelios respiratorios porque estos
infectan de manera natural los epitelios respiratorios donde provocan una enfermedad leve. Otros objetivos para los
sistemas de entrega basados en adenovirus son el higado, el sistema nervioso central, células endoteliales, y musculo.
Los adenovirus tienen la ventaja de ser capaz de infectar las células que no se dividen. Ademas, se ha propuesto también
el virus adenoasociado (AAV) para el uso en la terapia génica.

Otro enfoque para la terapia génica implica transferir un gen a las células en cultivo de tejido mediante tales métodos
como electroporacion, lipofeccién, transfeccién mediada por fosfato de calcio o infeccion viral. Usualmente, el método de
transferencia incluye la transferencia de un marcador seleccionable a las células. Las células se colocan después bajo la
seleccion para aislar las células que estan ocupadas y que expresan el gen transferido. Esas células se suministran
después a un paciente.

El &cido nucleico puede introducirse en una célula antes de la administracioén in vivo de la célula recombinante resultante.
Tal introduccion puede llevarse a cabo mediante cualquier método conocido en la técnica, que incluye pero no se limita
a, transfeccidn, electroporacion, microinyeccion, infeccién con un vector viral o bacteriéfago, que contiene las secuencias
de &cido nucleico, fusion celular, transferencia de genes mediada por cromosomas, transferencia de genes mediada por
microcélulas, fusion de esferoplastos, etcétera. Se conocen en la técnica numerosas técnicas para la introduccion de
genes extrafios en las células y pueden usarse siempre que no se alteren las funciones necesarias de desarrollo y
fisiolégicas de las células receptoras. La técnica debe proporcionar la transferencia estable del acido nucleico a la célula,
de manera que el &cido nucleico es expresable por la célula y preferentemente heredable y expresable por su progenie.

Las células en las que puede introducirse un acido nucleico para fines de terapia génica abarcan cualquier tipo celular
deseado, disponible, e incluyen pero no se limitan a células epiteliales, células endoteliales, queratinocitos, fibroblastos,
células musculares, hepatocitos; células sanguineas tales como linfocitos T, linfocitos B, monocitos, macréfagos,
neutréfilos, eosindfilos, megacariocitos, granulocitos; diversas células madre o progenitoras, en particular células madre
0 progenitoras hematopoyéticas, por ejemplo, obtenidas a partir de la médula 6sea, sangre del cordén umbilical, sangre
periférica, higado fetal, etcétera.

La célula usada para terapia génica puede ser autologa o alogénica. La célula usada para terapia génica puede ser
autéloga con respecto al paciente.

Cuando se usan células recombinantes en terapia génica, las secuencias de acido nucleico que codifican el polipéptido
se introducen en las células de manera que pueden expresarse por las células o su progenie y las células recombinantes
se administran después in vivo para el efecto terapéutico. Pueden usarse células madre o progenitoras. Pueden usarse
potencialmente cualquiera de las células madre y/o progenitoras que pueden aislarse y mantenerse in vitro.

El &cido nucleico a introducir para fines de terapia génica puede comprender un promotor inducible unido operativamente
a la region codificante, de manera que la expresion del acido nucleico sea controlable mediante el control de la presencia
o0 ausencia del inductor adecuado de la transcripcién.

Un vector viral para el suministro de una molécula de acido nucleico que codifica una secuencia peptidica puede
seleccionarse del grupo que consiste en adenovirus, virus adenoasociados, poxvirus incluidos virus vaccinia y poxvirus
atenuados, virus de Semliki Forest, virus de la encefalitis equina venezolana, retrovirus, virus de Sindbis y particula de
tipo virus Ty. Los ejemplos de virus y particulas de tipo virus que se han usado para suministrar acidos nucleicos exdégenos
incluyen: adenovirus con replicacion defectuosa (por ejemplo, Xiang y otros, Virology 219:220-227, 1996; Eloit y otros, J.
Virol. 7:5375-5381, 1997; Chengalvala y otros, Vaccine 15:335-339, 1997), un retrovirus modificado (Townsend y otros,
J. Virol. 71:3365-3374, 1997), un retrovirus sin replicacion (Irwin y otros, J. Virol. 68:5036-5044, 1994), un virus de Semliki
Forest con replicacién defectuosa (Zhao y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:3009-3013, 1995), virus de la viruela del
canario y derivado del virus vaccinia altamente atenuado (Paoletti, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:11349-11353, 1996),
virus vaccinia sin replicacion (Moss, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:11341-11348, 1996), virus vaccinia con replicacion
(Moss, Dev. Biol. Stand. 82:55-63, 1994), virus de la encefalitis equina venezolana (Davis y otros, J. Virol. 70:3781-3787,
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1996), virus de Sindbis (Pugachev y otros, Virology 212:587-594, 1995), y particula de tipo virus Ty (Allsopp y otros, Eur.
J. Immunol 26:1951-1959, 1996). En ciertos casos, el vector viral es un adenovirus.

Otros virus, que pueden usarse potencialmente para ciertas aplicaciones, es el virus adenoasociado, un virus con ADN
bicatenario. El virus adenoasociado es capaz de infectar una amplia variedad de tipos celulares y especies y puede
modificarse por ingenieria genética para que tenga una replicacién deficiente. Este tiene ventajas adicionales, tales como
alta estabilidad en calor y solvente lipidico, altas frecuencias de transduccion en células de varios linajes, incluidas las
células hematopoyéticas, y falta de inhibicion de la superinfeccion que permite por lo tanto mdltiples series de
transducciones. El virus adenoasociado puede integrarse en el ADN celular humano de una forma especifica de sitio, lo
gue minimiza de este modo la posibilidad de mutagénesis de insercion y la variabilidad de la expresion del gen insertado.
Ademas, las infecciones por virus adenoasociado de tipo silvestre se han seguido en cultivo de tejido por mas de 100
pases en ausencia de presion selectiva, lo que implica que la integracion genémica del virus adenoasociado es un evento
relativamente estable. El virus adenoasociado puede funcionar ademas de un modo extracromosémico

Otros vectores virales se basan en los virus eucariotas no citopaticos en los que se han reemplazado los genes no
esenciales con el gen de interés. Los virus no citopaticos incluyen los retrovirus, cuyo ciclo de vida implica la transcripcién
inversa del ARN viral genémico en ADN con la posterior integracion proviral en el ADN celular del huésped. Los adenovirus
y retrovirus se han aprobado para ensayos de terapia génica en humanos. En general, los retrovirus tienen una replicacion
deficiente (es decir, capaces de dirigir la sintesis de las proteinas deseadas, pero incapaces de fabricar una particula
infecciosa). Tales vectores de expresion retrovirales genéticamente alterados pueden tener una utilidad general para la
transduccion con alta eficiencia de genes in vivo. Los protocolos estandar para producir retrovirus con replicacion
deficiente (que incluyen las etapas de la incorporacién de material genético exdgeno en un plasmido, la transfeccion de
una célula de empaquetamiento revestida con plasmido, la produccién de retrovirus recombinantes por la linea celular de
empaquetamiento, la recoleccién de particulas virales a partir de medios de cultivo de tejidos, y la infeccion de las células
objetivo con particulas virales) se proporcionan en Kriegler, M., Gene Transfer and Expression, A Laboratory Manual,
W.H. Freeman Co., Nueva York (1990) y Murry, E.J. Ed. "Methods in Molecular Biology," vol. 7, Humana Press, Inc.,
Cliffton, Nueva Jersey (1991)

Pueden emplearse diversas técnicas para introducir moléculas de acido nucleico en las células, dependiendo de si las
moléculas de acido nucleico se introducen in vitro o in vivo en un huésped. Tales técnicas incluyen la transfeccion de
precipitados de moléculas de &cido nucleico-fosfato de calcio, la transfeccién de moléculas de &acido nucleico asociadas
con DEAE, la transfeccion o infeccién con los virus anteriores que incluyen la molécula de acido nucleico de interés, la
transfeccion mediada por liposomas, y similares.

Para ciertos usos, se prefiere dirigir la molécula de acido nucleico a células particulares. En tales casos, un vehiculo usado
para suministrar una molécula de &cido nucleico en una célula (por ejemplo, un retrovirus, u otro virus; un liposoma) puede
tener una molécula de direccionamiento unida a este. Por ejemplo, una molécula tal como un anticuerpo especifico para
una proteina de membrana superficial en la célula objetivo o un ligando para un receptor en la célula objetivo puede unirse
o incorporarse dentro del vehiculo de suministro de la molécula de &cido nucleico. Especificamente se prefieren los
anticuerpos monoclonales. Cuando se emplean liposomas para suministrar las moléculas de acido nucleico, pueden
incorporarse proteinas que se unen a una proteina de membrana superficial asociada con la endocitosis en la formulacién
del liposomas para dirigir y/o facilitar la captacion. Tales proteinas incluyen proteinas de la capsida o fragmentos de estas
trépicas para un tipo celular particular, anticuerpos para proteinas que experimentan internalizacion en ciclos, proteinas
que dirigen la localizacion intracelular objetivo y mejoran la vida media intracelular, y similares. Los sistemas de suministro
poliméricos se han usado ademas para suministrar exitosamente moléculas de &cido nucleico a las células, como es
conocido por los expertos en la técnica. Tales sistemas incluso permiten el suministro oral de moléculas de &cido nucleico.

Ademas del suministro mediante el uso de vectores, los acidos nucleicos pueden suministrarse a células sin vectores, por
ejemplo, como el suministro de acido nucleico "desnudo" mediante el uso de los métodos conocidos por los expertos en
la técnica.

Animal Transgénico

Se proporciona un animal no humano transgénico que comprende un vector de expresiéon. Como se usa en la presente
descripcién, los "animales no humanos transgénicos" incluyen animales no humanos que tienen una o mas moléculas de
acido nucleico exdgenas incorporadas en células de linea germinal y/o células sométicas. Por lo tanto los animales
transgénicos incluyen animales que tienen vectores de expresion episomales o incorporados cromosémicamente,
etcétera. En general, tales vectores de expresion pueden usar una variedad de promotores que confieren el patrén de
expresion génica deseado (por ejemplo, temporal o espacial). Los promotores condicionales ademas pueden unirse
operativamente a moléculas de acido nucleico para aumentar o disminuir la expresion de la molécula polipeptidica
codificada de una manera regulada o condicional. Los reguladores negativos o positivos de accion trans de la actividad o
expresion de los polipéptidos también pueden unirse operativamente a un promotor condicional como se describid
anteriormente.

Administracion y dosificacion
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Cuando se usan de manera terapéutica, los agentes pueden administrarse en cantidades con eficacia terapéutica. En
general, una cantidad con eficacia terapéutica significa esa cantidad necesaria para retardar la aparicion de, inhibir la
progresion de, o detener por completo la afeccién particular que se trata. En general, una cantidad con eficacia terapéutica
variara con la edad, el estado y el sexo del sujeto, asi como la naturaleza y extension de la enfermedad en el sujeto, todo
lo cual puede ser determinado por un experto en la técnica. La dosificacién puede ser ajustada por el médico o veterinario
individual, particularmente en el caso de cualquier complicacion. Una cantidad con eficacia terapéutica tipicamente varia
de 0,01 mg/kg a aproximadamente 1000 mg/kg. Se espera que la dosis en el intervalo de 1-500 mg/kg, y preferentemente
la dosis en el intervalo de 1-50 mg/kg sea adecuada. En ciertos casos, los agentes se administraran en dosis en el intervalo
de 1 pg/kg/dia a 10 mg/kg/dia, incluso con dosis mas preferidas en el intervalo de 1-200 pg/kg/dia, 1-100 pg/kg/dia, 1-50
pg/kg/dia o de 1-25 pg/kg/dia. En ciertos casos, las dosificaciones pueden variar de aproximadamente 0,1 mg/kg a
aproximadamente 200 mg/kg, y con la méxima preferencia de aproximadamente 0,2 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg.
Estas dosificaciones pueden aplicarse en una o0 mas administraciones de dosis diarias, durante uno o mas dias.

El agente puede administrarse durante un periodo de tiempo suficiente para proporcionar cualquiera o0 ambos de beneficio
terapéutico y profilactico al sujeto. En general, el agente se administra durante al menos un dia. En algunos casos, el
agente puede administrarse durante el resto de la vida del sujeto. La tasa a la cual se administra el agente puede variar
dependiendo de las necesidades del sujeto y el modo de administracion. Por ejemplo, puede ser necesario en algunos
casos administrar dosis mayores y mas frecuentes del agente a un sujeto, por ejemplo, durante o inmediatamente después
de un evento asociado con tumor o cancer, siempre que tales dosis alcancen el resultado médicamente deseable. Por
otro lado, puede ser deseable administrar dosis mas bajas para mantener el resultado médicamente deseable una vez
que se logra. En ciertos casos, la misma dosis del agente puede administrarse en todo el periodo de tratamiento que como
se describe en la presente descripcion puede extenderse durante toda la vida del sujeto. La frecuencia de administracion
puede variar dependiendo de las caracteristicas del sujeto. El agente puede administrarse a diario, cada 2 dias, cada 3
dias, cada 4 dias, cada 5 dias, cada semana, cada 10 dias, cada 2 semanas, cada mes, 0 mas, o en cualquier momento
como si tal momento se hubiera mencionado explicitamente en la presente descripcion.

En un caso, las dosis diarias de agentes activos seran de aproximadamente 0,01 miligramos/kg por dia a 1000
miligramos/kg por dia. Se espera que las dosis orales en el intervalo de 50 a 500 miligramos/kg, en una o varias
administraciones por dia, produzcan los resultados deseados. La dosificacion puede ajustarse apropiadamente para lograr
los niveles deseados, locales o sistémicos, dependiendo del modo de administracion. En el evento que la respuesta en
un sujeto es insuficiente a tales dosis, dosis aun mas altas (o dosis mas altas efectivas por una via de distribucion diferente
y mas localizada), puede ser empleado hasta el limite que permite la tolerancia del paciente. Se contemplan multiples
dosis por dia para lograr niveles sistémicos apropiados de los agentes.

Preferentemente, tales agentes se usan en un esquema de dosis, formulacién y administracion que favorece la actividad
del agente y no tiene un impacto significativo, si acaso, sobre las funciones celulares normales.

El grado de actividad del agente es al menos del 10 %. En ciertos casos, el grado de actividad del farmaco es al menos
del 20 %, al menos del 30 %, al menos del 40 %, al menos del 50 %, al menos del 60 %, al menos del 70 %, al menos del
80 %, al menos del 90 %, o al menos del 95 %.

Cuando se administran a sujetos para fines terapéuticos, las formulaciones se aplican en cantidades farmacéuticamente
aceptables y en composiciones farmacéuticamente aceptables. Una composicion farmacéutica puede incluir los agentes
en combinacion con cualquiera de los portadores fisiologicamente y/o farmacéuticamente aceptables estandar que se
conocen en la técnica. Las composiciones deberian ser estériles y contener una cantidad con eficacia terapéutica del
agente en una unidad de peso o volumen adecuada para la administracion a un sujeto. El término "portador
farmacéuticamente aceptable” como se usa en la presente descripcion significa uno o mas rellenos sélidos o liquidos
compatibles, diluyentes o sustancias de encapsulacion que son adecuados para la administracién en un ser humano u
otro animal. El término "portador" denota un ingrediente organico o inorganico, natural o sintético, con el cual el ingrediente
activo se combina para facilitar la aplicacion. Los componentes de las composiciones farmacéuticas también son capaces
de mezclarse con las moléculas de la presente invencion, y entre si, de una manera que no haya interaccion que pueda
dafiar sustancialmente la eficacia farmacéutica deseada. Farmacéuticamente aceptable significa ademas un material no
toxico que es compatible con un sistema bioldgico tal como una célula, cultivo celular, tejido u organismo. Las
caracteristicas del portador dependeran de la via de administracién. Los portadores fisiolégicamente y farmacéuticamente
aceptables incluyen diluyentes, rellenos, sales, tampones, estabilizantes, solubilizantes y otros materiales que se conocen
en la técnica.

Tales preparaciones pueden contener habitualmente sales, agentes tamponantes, conservantes, portadores compatibles
y opcionalmente otros ingredientes terapéuticos. Cuando se usan en la medicina, las sales deben ser farmacéuticamente
aceptables, pero las sales que no son farmacéuticamente aceptables pueden usarse convenientemente para preparar
sales farmacéuticamente aceptables de estas. Tales sales farmacol6gicamente y farmacéuticamente aceptables incluyen,
pero no se limitan a las preparadas a partir de los siguientes acidos: clorhidrico, bromhidrico, sulfarico, nitrico, fosférico,
maleico, acético, salicilico, p-toluenosulfénico, tartarico, citrico, metanosulfénico, férmico, malénico, succinico, naftaleno-
2-sulfénico y bencenosulfénico. Ademas, las sales farmacéuticamente aceptables pueden prepararse como sales de
metales alcalinos o alcalinotérreos, tales como sales de sodio, potasio o calcio del grupo de acido carboxilico
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Los agentes tamponantes adecuados incluyen: acido acético y una sal (1-2 % P/V); acido citrico y una sal (1-3 % P/V);
acido borico y una sal (0,5-2,5 % P/V); y acido fosférico y una sal (0,8-2 % P/V)

Los conservantes adecuados incluyen cloruro de benzalconio (0,003-0,03 % P/V); clorobutanol (0,3-0,9 % P/V); parabenos
(0,01-0,25 % P/V) y timerosal (0,004-0,02 % P/V).

Estan disponibles una variedad de vias de administracién. El modo particular seleccionado dependera, por supuesto, de
la combinacién particular de farmacos seleccionados, la gravedad de la afeccion que se trata, el estado del paciente y la
dosificacion requerida para la eficacia terapéutica. En términos generales, puede ponerse en practica cualquier modo de
administracion que sea médicamente aceptable, es decir cualquier modo que produzca niveles eficaces de los
compuestos activos sin provocar efectos adversos clinicamente inaceptables. Tales modos de administracién incluyen la
oral, rectal, topica, nasal, otras formas mucosales, inyeccion directa, transdérmica, sublingual u otras vias. Las vias
"parenterales” incluyen la via subcutanea, intravenosa, intramuscular o por infusién. Puede preferirse la inyeccion directa
para el suministro local al sitio del cancer. Puede preferirse la administracion oral para el tratamiento profilactico, por
ejemplo, en un sujeto con riesgo de desarrollar un cancer, debido a la conveniencia para el paciente asi como al esquema
de dosificacion.

Los vectores quimicos/fisicos pueden usarse para suministrar agentes a un objetivo (por ejemplo, célula) y facilitar de
este modo la captacion. Como se usa en la presente descripcion, un "vector quimico/fisico" se refiere a una molécula
natural o sintética, diferente de las derivadas de fuentes bacteriologicas o virales, capaz de suministrar el agente a un
objetivo (por ejemplo, célula).

En ciertos casos un vector quimico/fisico es un sistema de dispersién coloidal. Los sistemas de dispersién coloidal incluyen
sistemas basados en lipidos que incluyen emulsiones de aceite en agua, micelas, micelas mixtas y liposomas. En ciertos
casos, el sistema coloidal es un liposoma. Los liposomas son vasos de membrana artificial que se usan como un vector
de suministro in vivo o in vitro. Se ha demostrado que los grandes vasos unilamelares (LUV), que varian en tamafio desde
0,2-4,0 um pueden encapsular grandes macromoléculas. EI ARN, el ADN vy los viriones intactos pueden encapsularse en
el interior acuoso y pueden suministrarse a células en una forma biolégicamente activa (Fraley, y otros, Trends Biochem.
Sci., v. 6, p. 77 (1981)). Para que un liposoma sea un vector de transferencia de genes eficiente, deben estar presentes
una o mas de las siguientes caracteristicas: (1) encapsulacion del gen de interés a una alta eficiencia con retencion de la
actividad bioldgica; (2) union preferencial y sustancial a una célula objetivo en comparacion con células que no son
objetivos; (3) suministro de los contenidos acuosos de la vesicula al citoplasma de la célula objetivo a una alta eficiencia;
y (4) expresion segura y eficaz de la informacion genética.

Los liposomas pueden dirigirse a un sitio particular (por ejemplo, tejido), tal como (por ejemplo, la pared de células
vasculares), mediante el acoplamiento del liposoma a un ligando especifico tal como un anticuerpo monoclonal, azlcar,
glicolipido o proteina.

Los liposomas estan disponibles comercialmente de Gibco BRL, por ejemplo, como LIPOFECTIN™. y LIPOFECTACE™.,
que se forman de lipidos cationicos tales como cloruro de N-[1-(2,3 dioleiloxi)-propil]-N, N, N-trimetilamionio (DOTMA) y
bromuro de dimetil dioctadecilamonio (DDAB). Los métodos para producir liposomas se conocen bien en la técnica y se
han descrito en muchas publicaciones. Los liposomas también se han revisado por Gregoriadis, G. en Trends in
Biotechnology, V. 3, pags. 235-241 (1985).

El vehiculo preferido es una microparticula o implante biocompatible que es adecuado para el implante en el receptor
mamifero. Los implantes bioerosionables ilustrativos que se usan de acuerdo con este método se describen en la solicitud
internacional PCT ndim. PCT/US/03307(nim. de publicacion WO 95/24929, titulada "Polymeric Gene Delivery System",
que reivindica la prioridad a la solicitud de patente de Estados Unidos num. de serie 213,668, presentada el 15 de marzo
de 1994). El documento PCT/US/0307 describe una matriz polimérica biocompatible preferentemente biodegradable para
contener un gen exdgeno bajo el control de un promotor apropiado. La matriz polimérica se usa para lograr la liberacién
sostenida del gen exdgeno en el paciente. En ciertos casos el agente se encapsula o se dispersa dentro de la matriz
polimérica biocompatible, preferentemente biodegradable descrita en el documento PCT/US/03307. La matriz polimérica
preferentemente esta en forma de una microparticula, tal como, una microesfera (en donde el agente se dispersa en una
matriz polimérica sélida) o una microcapsula (en donde el agente se almacena en el nlcleo de una cubierta polimérica).
Otras formas de la matriz polimérica para contener los agentes incluyen peliculas, recubrimientos, geles, implantes y
prétesis endovascular. El tamafio y la composicion del dispositivo de matriz polimérica se seleccionan para que den como
resultado cinéticas de liberacion favorables en el tejido en el cual el dispositivo de matriz se implanta. El tamafio del
dispositivo de matriz polimérica se selecciona ademas de acuerdo con el método de suministro que va a usarse,
tipicamente la inyeccién en un tejido o la administracion de una suspension mediante aerosol en las areas nasales y/o
pulmonares. La composicion de matriz polimérica puede seleccionarse para que tenga ambas tasas de degradacion
favorables y también para esté formada por un material que es bioadhesivo, para aumentar ain mas la efectividad de la
transferencia cuando el dispositivo se administre a una superficie vascular. La composicién de la matriz puede
seleccionarse ademas para que no se degrade, sino que se libere por difusiéon durante un periodo prolongado de tiempo.

Pueden usarse matrices poliméricas no biodegradables y biodegradables para suministrar los agentes al sujeto. Se
prefieren las matrices biodegradables. Tales polimeros pueden ser polimeros naturales o sintéticos. Se prefieren los
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polimeros sintéticos. El polimero se selecciona basado en el periodo de tiempo durante el cual se desea la liberacién, en
general en el orden de unas pocas horas a un afio o0 mas. Tipicamente, la liberacién durante un periodo que varie de
entre unas pocas horas y tres horas a doce meses es lo mas deseable. El polimero opcionalmente esta en la forma de un
hidrogel que puede absorber hasta aproximadamente el 90 % de su peso en agua y ademds, opcionalmente esta
reticulado con iones multivalentes u otros polimeros.

En general, los agentes pueden administrarse mediante el uso del implante bioerosionable por difusién, o con mayor
preferencia, mediante la degradacion de la matriz polimérica. Los polimeros sintéticos ilustrativos que pueden usarse para
formar el sistema de suministro biodegradable incluyen: poliamidas, policarbonatos, polialquilenos, polialquilenglicoles,
oxidos de polialquileno, tereptalatos de polialquileno, alcoholes de polivinilo, éteres de polivinilo, ésteres de polivinilo,
haluros de polivinilo, polivinilpirrolidona, poliglicoluros, polisiloxanos, poliuretanos y copolimeros de estos, alquil celulosa,
hidroxialquil celulosas, éteres de celulosa, ésteres de celulosa, nitro celulosas, polimeros de ésteres acrilicos y
metacrilicos, metil celulosa, etil celulosa, hidroxipropil celulosa, hidroxipropil metil celulosa, hidroxibutil metil celulosa,
acetato de celulosa, propionato de celulosa, acetato butirato de celulosa, acetato ftalato de celulosa, carboxiletil celulosa,
triacetato de celulosa, sal de sulfato de sodio de celulosa, poli(metil metacrilato), poli(etil metacrilato), poli(butiimetacrilato),
poli(isobutil metacrilato), poli(hexilmetacrilato), poli(isodecil metacrilato), poli(lauril metacrilato), poli(fenil metacrilato),
poli(metil acrilato), poli(isopropil acrilato), poli(isobutil acrilato), poli(octadecil acrilato), polietileno, polipropileno, poli(etilen
glicol), poli(6xido de etileno), poli(etilen tereftalato), poli(vinil alcoholes), acetato de polivinilo, cloruro de polivinilo,
poliestireno y polivinilpirrolidona.

Los ejemplos de polimeros no biodegradables incluyen acetato de etilenvinilo, acido poli(met)acrilico, poliamidas,
copolimeros y mezclas de estos.

Los ejemplos de polimeros biodegradables incluyen polimeros sintéticos tales como polimeros de &cido lactico y acido
glicélico, polianhidridos, poli(orto)ésteres, poliuretanos, poli(acido butico), poli(acido valérico), y poli(lactida-
cocaprolactona), y polimeros naturales tales como alginato y otros polisacaridos que incluyen dextrano y celulosa,
colageno, derivados quimicos de estos (sustituciones, adiciones de grupos quimicos, por ejemplo, alquilo, alquileno,
hidroxilaciones, oxidaciones, y otras modificaciones hechas habitualmente por los expertos en la técnica), albimina y
otras proteinas hidréfilas, zeina y otras prolaminas y proteinas hidréfobas, copolimeros y mezclas de estos. En general,
estos materiales se degradan ya sea mediante hidrélisis enzimatica o exposicion al agua in vivo, mediante la erosion
superficial 0 masiva.

Los polimeros bioadhesivos de particular interés incluyen hidrogeles bioerosionables descritos por H. S. Sawhney, C. P.
Pathak y J. A. Hubell en Macromolecules, 1993, 26, 581-587, acidos polihialurénicos, caseina, gelatina, glutina,
polianhidridos, &cido poliacrilico, alginato, quitosan, poli(metil metacrilatos), poli(etil metacrilatos), poli(butiimetacrilato),
poli(isobutil metacrilato), poli(hexilmetacrilato), poli(isodecil metacrilato), poli(lauril metacrilato), poli(fenil metacrilato),
poli(metil acrilato), poli(isopropil acrilato), poli(isobutil acrilato) y poli(octadecil acrilato). Por lo tanto, en ciertos casos se
proporciona una composicion de los agentes descritos anteriormente para el uso como un medicamento, los métodos
para preparar el medicamento y los métodos para la liberacion sostenida del medicamento in vivo.

Las composiciones pueden presentarse convenientemente en forma de dosificacién unitaria y pueden prepararse
mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de farmacia. Todos los métodos incluyen la etapa de
asociar los agentes terapéuticos con un portador que constituye uno o mas ingredientes adicionales. En general, las
composiciones se preparan asociando de manera uniforme e intima el agente terapéutico con un portador liquido, un
portador sélido finamente dividido, 0 ambos, y después, si es necesario, conformando el producto.

Las composiciones adecuadas para la administraciéon parenteral comprenden convenientemente una preparaciéon acuosa
estéril del agente terapéutico, que es preferentemente isotdnica con la sangre del receptor. Esta preparacion acuosa
puede formularse de acuerdo con métodos conocidos mediante el uso de agentes dispersantes o humectantes y agentes
de suspension. La preparacion inyectable estéril puede ser también una solucion o suspension inyectable estéril en un
diluyente o solvente parenteralmente aceptable no toxico, por ejemplo, como una solucién en 1, 3-butano diol. Entre los
vehiculos y disolventes aceptables que se pueden emplear estan el agua, solucion de Ringer, y solucion de cloruro de
sodio isotonica. Ademas, los aceites fijos, estériles, se emplean convencionalmente como un solvente o medio de
suspension. Para este fin puede emplearse cualquier aceite fijo suave incluidos mono o diglicéridos sintéticos. Ademas,
los acidos grasos tal como el acido oleico encuentran uso en la preparacion de los inyectables. Las formulaciones de
portadores adecuadas para la administracion oral, subcutanea, intravenosa, intramuscular, etcétera pueden encontrarse
en Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, PA

Las composiciones adecuadas para la administracion oral pueden presentarse como unidades discretas tales como
capsulas, bolsitas, tabletas o pastillas, cada una que contiene una cantidad predeterminada del agente terapéutico. Otras
composiciones incluyen suspensiones en liquidos acuosos o liquidos no acuosos tales como un jarabe, un elixir o una
emulsion

Otros sistemas de suministro pueden incluir sistemas de suministro de liberacién por tiempo, de liberacién retardada o de

liberacién sostenida. Tales sistemas pueden evitar las administraciones repetidas del agente terapéutico, lo que aumenta
la conveniencia para el sujeto y el médico. Muchos tipos de sistemas de suministro para la liberacién estan disponibles y
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se conocen por los expertos en la técnica. Estos incluyen sistemas basados en polimeros tales como acido polilactico y
poliglicélico, poli(lactida-glicélido), copolioxalatos, polianhiridos, poliesteramidas, poliortoésteres, acido polihidroxibutirico
y policaprolactona. Las microcapsulas de los polimeros anteriores que contienen farmacos se describen en, por ejemplo,
la patente de Estados Unidos nim. 5,075,109. Los sistemas no poliméricos que son lipidos incluyen esteroles tales como
colesterol, ésteres de colesterol y acidos grasos o grasas neutras tales como mono, di y triglicéridos; liposomas;
fosfolipidos; sistemas de liberacion de hidrogel; sistemas silasticos; sistemas basados en péptidos; recubrimientos de
ceras, tabletas comprimidas que usan aglutinantes y excipientes convencionales, implantes parcialmente fusionados y
similares. Los ejemplos especificos incluyen, pero no se limitan a: (a) sistemas erosivos en los que el polisacarido esta
contenido en una forma dentro de una matriz, encontrados en las patentes de Estados Unidos nums. 4,452,775,
4,675,189, y 5,736,152, y (b) sistemas difusionales en los que un componente activo permea a una tasa controlada de un
polimero tal como se describe en las patentes de Estados Unidos nims. 3,854,480, 5,133,974 y 5,407,686. Ademas,
pueden usarse sistemas hardware de suministro basados en bomba, algunos de los cuales se adaptan para el implante

El uso de un implante de liberacién sostenida a largo plazo puede ser particularmente adecuado para el tratamiento de
afecciones establecidas asi como para sujetos con riesgo de desarrollar la enfermedad. La liberacién "a largo plazo",
como se usa en la presente descripcion, significa que el implante se construye y se dispone para suministrar niveles
terapéuticos del ingrediente activo durante al menos 7 dias, y preferentemente 30-60 dias. El implante puede ubicarse en
un sitio de lesién o en la localizacion en la cual se desea la regeneracion tisular o celular. Los implantes de liberacion
sostenida a largo plazo son bien conocidos por los expertos en la técnica e incluyen algunos de los sistemas de liberacion
descritos anteriormente

El agente terapéutico puede administrarse solo 0 en combinacién con otros agentes que incluyen proteinas, receptores,
correceptores y/o material genético disefiado para introducir, regular positivamente o regular negativamente estos genes
en el area o en las células. Si el agente terapéutico se administra en combinacion con los otros agentes puede
administrarse mediante el mismo método, por ejemplo intravenoso, oral, etcétera o puede administrarse por separado de
diferentes modos, por ejemplo el agente terapéutico administrado por via oral, administrado por via intravenosa, etcétera.
En ciertos casos el agente terapéutico y otros agentes se coadministran por via intravenosa. En otros casos el agente
terapéutico y otros agentes se administran por separado

Otros agentes que pueden coadministrarse con los compuestos, no se limitan a Acivicina; Aclarubicina; Clorhidrato de
acodazol; Acronina; Adriamicina; Adozelesina; Aldesleucina; Altretamina; Ambomicina; Acetato de ametantrona;
Aminoglutetimida; Amsacrina; Anastrozol; Antramicina; Asparaginasa; Asperlina; Azacitidina; Azetepa; Azotomicina;
Batimastat; Benzodepa; Bicalutamida; Clorhidrato de bisantreno; Dimesilato de bisnafida; Bizelesina; Sulfato de
bleomicina; Sodio Brequinar; Bropirimina; Busulfan; Cactinomicina; Calusterona; Caracemida; Carbetimero; Carboplatino;
Carmustina; Clorhidrato de carubicina; Carzelesina; Cedefingol; Clorambucil; Cirolemicina; Cisplatino; Cladribina; Mesilato
de crisnatol; Ciclofosfamida; Citarabina; Dacarbazina; Dactinomicina; Clorhidrato de daunorubicina; Decitabina;
Dexormaplatino; Dezaguanina; Mesilato de dezaguanina; Diaziquona; Docetaxel; Doxorubicina; Clorhidrato de
doxorubicina; Droloxifeno; Citrato de droloxifeno; Propionato de dromostanolona; Duazomicina; Edatrexato; Clorhidrato
de eflornitina; Elsamitrucina; Enloplatino; Enpromato; Epipropidina; Clorhidrato de epirubicina; Erbulozol; Clorhidrato de
esorubicina; Estramustina; Estramustina Fosfato Sddico; Etanidazol; Etoposido; Fosfato de etopoésido; Etoprina;
Clorhidrato de fadrozol; Fazarabina; Fenretinida; Floxuridina; Fosfato de fludarabina; Fluorouracilo; Flurocitabina;
Fosquidona; Fostriecina sédica; Gemcitabina; Clorhidrato de gemcitabina; Hidroxiurea; Clorhidrato de idarubicina;
Ifosfamida; llmofosina; Interferén alfa-2a; Interferén alfa-2b; Interferén alfa-nl; Interferén alfa-n3; Interferé6n Beta- | a;
Interferon Gamma- | b; Iproplatino; Clorhidrato de irinotecéan; Acetato de lanreotida; Letrozol; Acetato de leuprolida;
Clorhidrato de liarozol; Lometrexol Sodio; Lomustina; Clorhidrato de losoxantrona; Masoprocol; Maitansina; Clorhidrato de
mecloretamina; Acetato de megestrol; Acetato de Melengestrol; Melfalan; Menogaril; Mercaptopurina; Metotrexato;
Metotrexato sddico; Metoprina; Meturedepa; Mitindomida; Mitocarcina; Mitocromina; Mitogilina; Mitomalcina; Mitomicina;
Mitosper; Mitotano; Clorhidrato de mitoxantrona; Acido micofenélico; Nocodazol; Nogalamicina; Ormaplatina; Oxisurano;
Paclitaxel; Pegaspargasa; Peliomicina; Pentamustina; Sulfato de peplomicina; Perfosfamida; Pipobromano; Piposulfan;
Clorhidrato de piroxantrona; Plicamicina; Plomestano; Porfimero de sodio; Porfiromicina; Predinimustina; Clorhidrato de
procarbazina; Puromicina; Clorhidrato de puromicina; Pirazofurina; Riboprina; Rogletimida; Safingol; Clorhidrato de
safingol; Semustina Simtrazeno; Esparfosato de sodio; Esparsomicina; Clorhidrato de espirogermanio; Espiromustina;
Espiroplatino; Estreptonigrina; Estreptozocina; Sulofenur; Talisomicina; Taxol; Tecogalan Sodio; Tegafur; Clorhidrato de
teloxantrona; Temoporfina; Tenipdsido; Teroxirona; Testolactona; Tiamiprina; Tioguanina; Tiotepa; Tiazofurina;
Tirapazamina; Clorhidrato de topotecan; Citrato de toremifeno; Acetato de trestolona; Fosfato de triciribina; Trimetrexato;
Glucuronato de trimetrexato; Triptorelina; Clorhidrato de tubulozol; Mostaza de uracilo; Uredepa; Vapreotida; Verteporfina,;
Sulfato de vinblastina; Sulfato de vincristina; Vindesina; Sulfato de vindesina; Sulfato de vinepidina; Sulfato de vinglicinato;
Sulfato de vinleurosina; Tartrato de vinorelbina; Sulfato de vinrosidina; Sulfato de vinzolidina; Vorozol; Zeniplatino;
Zinostatina; Clorhidrato de zorubicina. Los agentes antineoplasicos adicionales incluyen los descritos en el Capitulo 52,
Agentes Antineoplasicos (Paul Calabresi y Bruce A. Chabner), y la introduccién a estos, 1202-1263, de Goodman y
Gilman's "The Pharmacological Basis of Therapeutics", octava edicion, 1990, McGraw-Hill, Inc. (Health Professions
Division).

La presente invencion no se limita en su alcance por las modalidades especificas descritas en la presente descripcion.

De hecho, diversas modificaciones de la invencién ademas de las descritas en la presente descripcion seran evidentes
para los expertos en la técnica a partir de la descripcién anterior y las figuras que la acompafian. Tales modificaciones se
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destinan a incluirse dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas. Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de
ilustracion de la presente invencion y no a modo de limitacion.

EJEMPLOS
EJEMPLO 1 - Produccion de anticuerpos

Los anticuerpos que se unen a la porcion MGFR del receptor MUC1, denominados en la presente descripcion como anti-
PSMGFR se describen en detalle en la solicitud PCT nim. PCT/US2004/027954 (WO 2005/019269), en particular en el
Ejemplo 8 de la solicitud PCT. La produccién de anticuerpos se describe ademas en la solicitud PCT num.
PCT/US2005/032821, en particular en el Ejemplo 2 de la solicitud PCT. Los anticuerpos se generaron contra la porcion
PSMGFR del receptor MUC1, en particular nat-PSMGFR o var-PSMGFR mostrada en la Tabla 1 mediante el uso de
métodos estandar de produccién de anticuerpos. Los anticuerpos policlonales de conejo se produjeron y purificaron
mediante cromatografia en columna en la que el péptido de inmunizacién se une a las perlas de la columna
cromatografica. Se demostré que los anticuerpos, anti-nat-PSMGFR y anti-var-PSMGFR, se unen especificamente y con
sensibilidad a la porcion MGFR del receptor MUCL1.

EJEMPLO 2 - Preparacion de muestras de tejidos

Las muestras de tejidos ilustradas en las Figuras 7-14 se prepararon mediante el uso de los métodos descritos
anteriormente en la solicitud PCT num. PCT/US2005/032821, en particular en el Ejemplo 3 de la solicitud PCT. Las
muestras de tejido embebidas en parafina, fijadas con formalina se analizaron para determinar la reactividad a dos
anticuerpos que reconocen diferentes epitopos en el receptor MUCL1: 1) un anticuerpo policlonal de conejo, anti-PSMGFR,
que se une a la porcion PSMGFR del receptor MUC1 que permanece unida a la superficie celular después del
desprendimiento del receptor; y 2) un monoclonal de ratén disponible comercialmente, VU4H5 (Santa Cruz, CA) que se
une a una secuencia en la seccion de repeticion en tdndem del receptor. Una seccion de cada bloque se tifio con
hemotoxina y eosina (H&E) para ayudar en la evaluacion del grado del tumor.

EJEMPLO 3 - Proliferacién inducida de células presentadoras de MUC1

Los métodos usados en las Figuras 2-4 se describen en detalle en la solicitud PCT nam. PCT/US2004/027954 (WO
2005/019269), en particular en el Ejemplo 1 de la solicitud PCT. Las células positivas a MUC1 se expusieron a un
anticuerpo bivalente desarrollado contra la region de MGFR del receptor MUCL1. El crecimiento celular normalizado se
grafic6 como una funcién de la concentracion de anticuerpos. Los anticuerpos bivalentes se generaron ya sea contra las
secuencias var-PSMGFR o nat-PSMGFR mostradas en la Tabla 1 (es decir, se produjo un anticuerpo Unico que tiene la
capacidad de unirse simultaneamente a dos MGFR). Las células de tumor de mama positivas a MUC1 (T47D y 1504) y
una linea celular negativa a MUC1 HEK293 transfectada con nat-PSMGFR se expusieron al anticuerpo, y la proliferacién
celular se estudi6 como una funcibn de la concentracion del anticuerpo. Se observé la curva tipica de
crecimiento/respuesta de una respuesta de factor de crecimiento/receptor - anticuerpo. Especificamente, a una
concentracion lo suficientemente baja como para que solo una pequefia porcion de las células se expusieran al anticuerpo,
la proliferacién celular fue baja. A una concentracién de anticuerpo lo suficientemente alta como para que un anticuerpo
pudiera unirse a los MGFR adyacentes, la proliferacion celular fue maxima. En un gran exceso de anticuerpo, cada
anticuerpo se unié a un unico MGFR, en lugar de dimerizar con los MGFR adyacentes, y se redujo la proliferacion.
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Tabla 2: Secuencias de acidos nucleicos que codifican las isoformas truncadas del receptor MUC1 (enumeradas
del extremo 5'-terminal al extremo 3'-terminal):

Un ejemplo de una molécula de acido nucleico que codifica el receptor MUCT de longitud
completa de la SEQ 1D NO: 1:

acaggtbctggtcabgoasgotoctacoocoaggtggageaasaggagacttcggotacooag
adaagqtocagigoocagoioiactgagaagaatgoigtgagqtatgaccagoagogtacto
LocagocacagooocgqiicaggotoctocaccactcagqgjacaggatJrocactcbggoc
coggooacggaacoagoticaggticagotgocacoiggggacaggat gt cacotocggi o
Coagt cad CAQEesagooCt QYo CCACCAS e Cageotatgat JrECACS T Lag ol
coggacaacasjocagooooggyotocaccgootcococagocoacggt gt ocacct oggoc
Cogdacaccaglcogldooooglgoi ocacogooooocragoocacggt gt ocacot ogaoe
coggacaccaggoogooocggoiocaccgootoCotagocracgyt gt caccToggo
Ccogdacaccagdoogdoooodgot oAt oo oomagoocacggt gt cacoToggce
coggacaccagyicogqgoooogyyoi ocacoqoo oo ociagoocacyqLtoace T ogqQos
CcoggacaccaggocgdococgdgotcoaccgooCooocagoocoacggt gt ocacct oggos
Coggacaccaglcogacoorgadgsi ocaACogrC e oCragoocacaqt gt oac ot ogaes
Coggacaccagyooggoo oo qggot oCACo Qoo oo AU AL JECACCT oo
coggacaccagjooggooooqagot ooacogoooooonagoocacggt gt cacct oggon
Ccogdasaccagioogioooogyaoi ocacogoo oo oCragoocacgq gt oacoT ogaoe
coggacaccaggoogocooggyotocaccgoocococagocoacggt gt ocacct oggoc
Coggacacragdoogdooooyadgciocacogoo i ocrageoocacrggt ot cacoi oggee
(bads [ =Bt~ Pl el L Tabads F ittt v L T8 Lt o il o Pl it et~ T Lt [ S = Tt s o Lt
CcogJacaccagjocgdocoogdyotocacogocococmagoocacggt gt cacotoggos
cogdacaccaglooglcoooglooi ocacogooaoocragoocacggt gt ocacot ogaoe
coggacaccaggoogooocggoiocaccgoococotagoiracgyt gt caccToggo
Coggacaccagdoogadoooogdgel CocaACC oo oo Icagoocacggt gt CRC T ogaos
Coqyacac CaqyesqYoocogy ol ocacogococoCtagoocacIqt gL oaco T ogg oo
Ccoggacaccaggocgdococgdgotcoaccgooooootagoooacggt gt cacct oggos
abads 1 - Tal-Tadad-Te [ fabade p ladatutals b [= Codaadud- Tutal=feludelutelusol- Ty lncufut-Tass [= ) o e g ofuc-Tuctad i ul= e [acte
Coggacaccaglosggosooggyot Ao oo oo Cago AL JECACCT oo
CogQUaCacoagaooggoocogadgol ocactyiciciomagdoocacggt gt cacot ogaon
Cogiacadtagi oo oo ggot oCACogoC oo o agoo AL L oAt oL oy oD
coggacaccaggoogocooggyotocaccgoocococagocoacggt gt ocacct oggoc
Cogdacaccaglcogldocooogagoi ocacogoo oo ocragoocacagt gt ocacot ogaoe
CoggacaccaggooggooooqggotocanoQoTooootagooracggt gt ocaCcT ogg T
cogiacacscagioogaooooqagot ocacogoonooonagoncacggt gt cacct oggon
coggacaccagyicogqgoooogyyoi ocacoqoo oo ociagoocacyqLtoace T ogqQos
coggacaccaggoogooocoggyotocaccgoooocotagocoacggt gt cacc Tt oggoc
CoggacacragdoogacooT ot ocaACogOC e oCragcoCRraIt gt cac oL ogaee
(bad s T 1= P = Pl il o [t P Tttt 1 L T o] e = L [ 0 11 | S = L AR L Lt i
Coggacaccaggoogidoooogdgotooaccgoooooocagoocoacggt gt cacct oggon
Cogdasaccagdoogiooo gy ocacogoo oo oCiagoocacgg gt CacoT oqaoe
coggacaccaggooggooocggyoicoaccgoocococagocoacgyt gt ocaccToggon
Ccoggacaccagidoogdoooogdgol ccacogooocicagoocacggt gt cacot oggos
Cogdacadtagde s oo ooy ot oCACo oo oo ago o CACgqL L oAt C L oG oD
coggacaccagjocgdocoogdgetocacogococEcmagoocacggt gt cacctoggos
Cogdacaccaglcogldooooglgoi ocacogooooocragoocacggt gt ocacot ogaoe
coggacaccaggoogooocggoiocaccgootoCotagocracgyt gt caccToggo
CoOQUasacCagaeIgaoocogdgol oCaACOoCRC DCadCoCacIgt gt CRCoT ogace
coggacaccagyiooggoocogyyoiocacogqoopoociagoocat gt oace T oggos
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coggacaacaggocogoottgggct cracogoroctocagt coacaat gt cacctoggoo
troaggotobgoatcaggotocagettoctact octggtgoacaeacggoacct ot gocaggget
accacaaccocagocagoaagagoactocattctcaattoccagocaccactotgatact
cotaccaccotigoocagecatagraccaagactigatgocagtageoactcaccatagctog
gtacctocbotcacctoctoocaatcacagoactictocccagitgtctactggggtotet
ttotttttoctgtettttcacatttcaaacotccagtttaattoct chotggaagat oo
agrcacogactactaccaagagetgeagagagacatttetgaaatgttbtbtgoagatttat
aaacaagggggttttoetgggoctotocaat attaagt teaggecaggat ctgtggtggta
caattgactetggooctbecgagaagataccat caatgtocacgacgtggagacacagbtc
aatcagtataaaacggaagragoctoctogatataacctgacgatctcagacgtcagogtg
agtgatgtgeocattteoctttotoctgoccagtetggggoctggggtgocagget ggggcate
gogotgotggtgotggtetgtgttotgottgogetggocattgtctatoctcattgocttg
gotgteotgbecagtgocgeocgaaagaactacgggoagotggacat ctttcocagooocgggat
acctaccatoctatgagogagtaceooacctancacacoratgggogetat gtgoocoot
agcagtaccgatcgtagecootatgagaaggttictgocaggtaacggtggoagoagoctc
tettacacaaaccoageagtggeageogottotgecaacttgtagggeacgtogoogoty
agctgagtggocagocagtgocaticcact ccactcaggtbocticaggocagagococctyg
caccotgtttgggotggt gagetgggagtt caggtgggotget cacagoot cot toagag
gooocaccaatttotoggacacttoctocagtgtgtggaagoctcatgtgggococtgaggct
catgoctgggaagtgtbgtgggggot cocaggaggactggoocagagageectgagatag
cggggatcotgaactggactyaataaaacgtggtctoccactyg (SEQ ID NO: 20)

| Un sjemplo de una molécula de acido nucleico que codifica la nat-PSMGFRTC de la SEQ ID
NO: 5

| Un ejemplo de una molécula de acido nucleico que codifica la nat-PSMGFRTC de la SEQ ID
MO 5

Aogggoacggooggtaccat castgtocacgacgtgragacacagttoaatcagtataaa
acggaagragoctobogatataacctgacgat ctcagacgtecagoghgagtgatgbgoca
tttocttictotgoccagtotggggoctggggtgocaggcbggggecatcgeogotgotggtyg
ctggtotgtgttotggttgogotggocattgtoctatotoattgocttagetgt chgtoag
tgoogoogaaagaactacgggeagetggacatctttocagecogggatacctaccatoot
atgagcgagtaccccacctaccacacccatgggogotatgtgococcctagoagtacogat
cgtagoooctatgagaaggttbtoetgragataacggtggeagragectct ot tacacasan
ceagoagtggoagoogottotgocaacttgtagggeacgt cgocgotgagotgagtggec
agocagbgecattocactocactcaggttebt cagyocagagocockgoacect g b Lgy
goctggtgagotgggagticaggtgggotgotcacagoctcottocagaggooocacocaatt
totoggacacttotcagtgtotggaagoteatgtgggoccctgagget catgoot gggaa
gtattgtgggggct coccaggaggactggoccagagagocctgagatagoggygatoctga
actggactgaatadaacgtggtoctoccactg (SEQ ID NO: 21)

| Un gjemplo de una molécula de acido nucleico que codifica la isoforma CM de la SEQ 1D NO: 8: I
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hoggooggttttotgggoctotoraatattaagttcaggocaggatcbgtggt ggtacaa
ttgactciggocttocogagaaggbaccatcastgiocacgacgtggagacacagttocaat
cagtataaaacggaageagectcicgatataacctgacgatctcagacgtcagogbgagt
gatgtgccatttoctibctetgoocagtctggggotggggtigocaggctggggcategeg
ctgctggtgotggtoctgtgttetggitgogotggocattgtictatctcattgocttggot
gtotgtoagtgoogoogasagaactacgggoagotqracatott tocagooogggatacs
taccatceotatgagegagtaccecacctaccacacccatgagogot abgtgocococotage
agtacegatogtagecoctatgagaagqotttotgraggt aacggtggrageagoot ot ot
tacacaaacccagcagtiggcagecgottotgecaacttgtagggcacgtcgocgotgage
tgagtggoragocagbtgoeattocactocactcaggt tet tcaggocagagoooctgoac
cotgttbgggotggtgagotgggagitcaggtgggotgotcacagoctoct toagaggoe
coaccaatttotoggacacttetcagtgtgtgpaagetocatgtgggoooctgaggotoat

geotgggaagtgttgtgggggctcoccaggaggactggoccagagagocctgagatagegg
ggatcotgaactggactgaataaaacgrggteteccactg (SEQID NO: 22)

| Un ejemplo de una molécula de acido nucleico que codifica la isoforma UR de la SEQ ID HNO: 7: I

Aocggoogotaccacaaccoccagccagoaagagcactocattoctcaattcocagooaccac
totgatactoctacoacocttooragocatagraccaagactgatgooagtageactcac
catagcroggtacotoctoctcacetoctocaatcacagoactitotococagitgiotact
goggtctctttoctttttoctgtcttttcacatttcaaacctocagtttaattoctototyg
gqaagatcocagoacegactactaceaagqagetgcagagagacatttotgaaatgtttttg
cagatttataaacaagggogttitcigggocticicocaatattaagttcaggocaggatct
gtggtgatacaattgactoctggootioogagaaggtaceatcaatgtocacgacgtggag
acacagttcaatcagtataaaacggaageagectctegatataacctgacgatctoagac
gtcagecgtgagtgatgtgocatttooctttotobgoocagh ctggggctggggt goccagge
tggggocatogogotactggtgoctggtoctgtgttctggttgogotggocattgtctatcto
attgccttggotgtoctgtocagtgocgocgaaagaactacgggoagetggacatctticca
gocogggatacctaccatoctatgagogagtaceocacctaccacacocatgggoactat
gtgeccectageagtacegategtagecectatgagaaggtttetgeaggtaacggtgge
agcagcctotottacacaaaccocagoagtggoagoogotboctgocaacttgtagggcacyg
togoogotgagotgagtggocagocagtigocat tocactcoact caggb tottcaggoca
gagooootgracoobgbttgggobgotgagotgggagttcagot gogebgetcacagoot
cottoegaggocooaccaatttoctoggacactt et cagtgtgtggaagotcatgtgggee
cotgaggetcatgoctgggaagt gt tat ggggyot cocaggagqactggoocagagagos
ctgagatagegogggatcectgaactggactgaataaaacgtggtoteccactg (SEQID
MOz 23)

Un sjemplo de una molécula de dcido nucleico gue codifica la isoforma ¥ de la SEQ ID MNO: &:
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Acaggttctggtcatgeaagotctaceccaggtggagasaaggagacttoggctacccag
agaagttcagtgcocccagctctactgagaagaatgottttaattoctoctoctggaagatooe
agcaccgactactaccaagageotgeagagagacatttotgasatgrttergoagatetat
aaacaagggggttttotgggectotocaatattaagttecaggocaggatctgtggtggta
caattgactctggocttocgagaaggtaccatcaatgtocacgacgtggagacacagttc
aatcagtataaaacggaagcagcctctogatataacctgacgatctcagacgtcagegtg
agtgatgtgocatttoctttctotgoccagtoctggggetggggt gocaggotggggcatc
gegotgoctggtgotggtctgtgtt ot gt tgcgotggccattgt ctatotcattgocttyg
getgtotgtcagtgocgocgaaagaactacgggocagotggacatctttocagocogggat
Acctaccatcctatgagegagtaceccacctaccacacecatgggoegetatgtgeccoct
agcagtaccgatogtagococtatgagaagattictgcaggtaatggtggcagoagocte
tettacacaaacocageagtggeagecacttotgecaacttgtaggageacgtegee
(SEQ ID NO: 24)

| Un sjemplo de una molécula de acido nucleico que codifica la isoforma Rep de la SEQ ID NO:
"

ctegacccacgogtecgotogacecacgegtoogracct oggccocggacaccaggoogy
cocogggotocaccgoococoocagoccacggtgtcacctoggoococggacaccaggocgg
cooogggotocaccgoooooocagoccacggtgtcacctoggooocoggacaccaggocgg
cocogggetecacegoecceoocccageccacggtgtcacet CQgeeCCggacaccaggoegy
coocogggotocaccgoocoococagoccacggtgtcacctocggoocccggacaccaggocgg
cooegggotoracogoocooccagottacggt gt cacct cggoocaggataccaggenygy

cooeggootocaccgococooccagoccacggt gt cacot cggoocoggacaccaggoogg
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cooogggotocacogoocooccagoocacgghgt cacctoggocooggacaccaggoogy
cooogggotocacogooccoccagoocacggbgt cacctoggocooggacaccaggocgy
cooogggctocacogooccoccagoocacgqbqt cacctoggocooggacaccagyoogy
cooogggctocacogooccoccagoocacgqbqt cacctoggocooggacaccagyoogy
cooogggotocacogooccoocagoeccacggbgt cacct oggecooggacaccagyoogy
cooogggotocacogooococcagoocacggigt cacctoggoecooggacaccaggyoogy
cooogggotocacogooocoocagoocacggbgt cacctoggocooggacaccaggoogy
cooogggotocacogooococcagoocacggigt cacctoggecooggacaccaggyoogy
Coceggget CCACfooeeaetageaacg Tl t CACCE CUYCoCCggat ACCAGTC oGy
cocegggel CCACYooeEaeeageaacy Il t CACCE CUYCoCCgTat ACCAGTC oGy
cocogggolorareoyoretaoiagootacg iyt cACC COgCaCCggacACTART C oY
cocogggol orareyoretooiagootacgIh gt CACC SOt oCggacACTAGTCod
CoCCgygol oA OrCCCCSAgeS CAcggE gl CACCT CYgooSOeggacacCaAGY ey
Cocoagaol Craregoee oo cagescab gyl gl Canot Cgge s SCagaAt ARCAGTCEEY
cobbtagggobocacegoetctosagtocacaabat cecct caacctcaggocbobgcat cag
gotocagobbobact cbggtogcacaacggeacct chycoagggo b accata Ao Ca g
qoasgageacboccattotcasttoocagocacract ctgatact oot accacccb b gooa
gooatagoaccaagactgatgocagtagoach caccatagotoggtacoh oot cheacot
cotocaat cacagoacttotosccagt gt ctactgggototot ttcbtttE cobgr ot
trcaAcaAttbCcagacciocAgiitAat toCct CECt Jgaagat Cotadoacoqact act aoa
aagagetgragagagacatttotgasatgttbttgeagatt tat asacaagggygrieee
tggaoctobocagtattaagt teagaocaggat cbqtggtagtacsat tgact chggoet
tocgagaaggtaccatcaatgbocacgacgbgyagacacagt toast cagtak aaaacgy
aageagocbobogatataacctgacgatot cagacgteagegtgagtgabgbgecat et
ctttototgyoccagtotgiggactgagagtgocagget gyoacatogogotgcbggigetog
totgtgttcbgybtgogetagecattgbotabctoattgeot tagot gt et gl cagrges
googasadghactacggcagotggacat ftttoragooogggatacctaccat oot atoa
gogagtatocarctacoacacooatgggogrtatgtooacocctagoagt accgat cgta
goocctatgagaagotitotgoaggtaasggoggoageagect ottt acacaaacosag
CASLIoATEOgot Dot gooaact tOt A rasg cgoags tagchaagh oo oo gos
agtgocattoract ccacteagattottcaggecagagoocctgoacoctgb bt gggstg
gtaagotgggaght cagotaagotaotcacageck oottt cagaggooonaceaaktttote
gaacacttctcagtgtgtagaagotcatgtgygooocotgagaoct catgoctgggaagtgt

tgtgggggetococaggaggactggccoagagagecctgagat ageggggatectgaacty

gactgaataaaacgtggtetococactyg (SEQ ID NO: 25)
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Tabla 3
Tipo celular

Eritrocitos
inmaduros

Células
dendriticas

Células
progenitoras
epiteliales

Monoblastos
y Monocitos

Células
endometriales

Pneumocito

Neutréfilos y
Precursores

Mastocitos

ES 2720288 T3

Referencia

Regulated expression of MUCL1 epithelial antigen in
erythropoiesis. Rughetti A, Biffoni M, Pierelli L,
Rahimi H, Bonanno G, Barachini S, Pellicciotta I,
Napoletano C, Pescarmona E, Del Nero A, Pignoloni
P, Frati L y Nuti M. (2003) Br. J. Haematol, 120(2):
344-352

Mucin-1 is expressed on dendritic cells, both in vitro
and in vivo. Cloosen S, Thio M, Vanclee A, van
Leeuwen EB, Senden-Gijsbers BL, Oving EB,
Germeraad WT, Bos GM. (2004) Int. Immunol. 11,
1561-71

Epithelial progenitors in the normal human mammary
gland. Stingl J, Raouf A, Emerman JT, Eaves CJ. J
Mammary Gland Biol Neoplasia. (2005) ene;10(1):49-
59.

Epithelial membrane antigen (EMA) or MUC1
expression in monocytes and monoblasts. Leong CF,
Raudhawati O, Cheong SK, Sivagengi K y Noor
Hamdiah H. 2003 Pathology, 35, 422-427

progesterone and down-regulated in vitro by the
human blastocyst. Meseguer M, Aplin JD, Caballero-
Campo P, O’Connor JE, Martin JC, Remohi J,
Pellicer A, Simon C. (2001) Biol. Reprod. 64(2) 590-
601

MUC1 is a novel marker for the type Il pneumocyte
lineage during lung carcinogenesis. JA Jarrard, Rl
Linnoila, H Lee, SM Steinberg, H Witschi y E Szabo.
(1998) Cancer Research, 58, (23) 5582-5589

G-CSF induces elevation of circulating CA 15-3 in
breast carcinoma patients treated in an adjuvant
setting. Briasoulis E, Andreopolou E, Tolis CF,
Bairaktari E, Katsaraki A, Dimopoulos MA, Fountzilas
G, Seferiadis C y Pavlidis N. (2001) Cancer, 91, 909-
917

Solicitante

Listado de secuencias

<110> Minerva Biotechnologies Corporation Bamdad, Cynthia C

<120> proliferacion de células que expresan MUC1

<130> 13150-70091PCT

<150> US 60/667,216
<151> 2005-03-30

<150> PCT/US2005/032821
<151> 2005-09-14

<160> 25

34

Indicacién

Tratamiento de las enfermedades de la
sangre, anemia

Tratamiento de enfermedades
inmunitarias, especialmente
enfermedades de inmunodeficiencias

Regeneracion de tejidos Aumento de
tejidos

Tratamiento de pacientes después de la
quimioterapia y/o terapia de radiacion
Otras afecciones en las cuales es
deseable aumentar el linaje de
macréfagos

Para el tratamiento de la endometriosis,
y otras afecciones relacionadas con la
fertilidad

Para el tratamiento de enfermedades
respiratorias

Para el tratamiento de enfermedades
de la sangre, y Neutropenia

Para el tratamiento de pacientes que
reciben radiacion ablativa, para
reemplazar el trasplante de la médula
Osea

Para el tratamiento de pacientes
inmunocomprometidos
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<170> PatentIn version 3.3

<210>1

<211> 1255

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 1

Met
1
val
Gly
Thr
Ser
65
Ala
Asp

Pro

Gly

Thr

Leu

Glu

Glu

50

Pro

Pro

val

Pro

ser

130

Pro

Pro

Pro

Thr

Lys

LyS

Gly

Ala

Thr

Ala

115

Thr

Ala

Asp

Gly

val

20

Glu

Asn

ser

Thr

Ser

100

His

Ala

Pro

Thr

Thr

val

Thr

Ala

Gly

Glu

85

val

Asp

Pro

Gly

Arg

Gln

Thr

Ser

val

ser

70

Pro

Pro

val

Pro

ser

150

Pro

ser

Gly

Ala

ser

55

Ser

Ala

val

Thr

Ala

135

Thr

Ala

Pro

Ser

Thr

40

Met

Thr

Ser

Thr

Ser

120

His

Ala

Pro

Phe

Gly

25

Gln

Thr

Thr

Gly

Arg

105

Ala

Gly

Pro

Gly

ES 2720288 T3

Phe

10

His

Arg

Ser

Gln

ser

920

Pro

Pro

val

Pro

ser
170

Leu

Ala

Ser

Ser

Gly

75

Ala

Ala

Asp

Thr

Ala

Thr

Leu

ser

ser

val

60

Gln

Ala

Leu

Asn

Ser

140

His

Ala

35

Leu

Ser

val

45

Leu

ASp

Thr

Gly

Lys

125

Ala

Gly

Pro

Leu

Thr

30

Pro

Ser

val

Trp

Ser

110

Pro

Pro

val

Pro

Leu

15

Pro

Ser

Ser

Thr

Gly

95

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala
175

Thr

Gly

ser

His

Leu

80

Gln

Thr

Pro

Thr

Ser
160
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Gly

Pro

Gly

Gly

Pro

Gly

Gly

Pro

Gly

Arg

385

Ala

Gly

Pro

val

Pro

Ser

210

Pro

Pro

val

Pro

sSer

290

Pro

Pro

val

Pro

ser

370

Pro

Pro

val

Pro

Thr

Ala

195

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala

275

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala

355

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala
435

Ser

180

His

Ala

Pro

Thr

Ser

260

His

Ala

Pro

Thr

Ser

340

His

Ala

Pro

Thr

ser

420

His

Ala

Gly

Pro

Gly

Arg

Ala

Gly

Pro

Gly

Arg

325

Ala

Gly

Pro

Gly

Gly

Pro

val

Pro

Ser

230

Pro

Pro

val

Pro

Ser

310

Pro

Pro

val

Pro

Ser

390

Pro

Pro

val

Asp

Thr

Ala

215

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala

295

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala

375

Thr

Ala

Asp

Thr

Thr

ser

200

His

Ala

Pro

Thr

ser

280

His

Ala

Pro

Thr

ser

360

His

Ala

Pro

Thr

Ser
440

ES 2720288 T3

185

Ala

Gly

Pro

Gly

Gly

Pro

Gly

345

Ala

Gly

Pro

Gly

Arg

Ala

Pro

Pro

val

Pro

Ser

250

Pro

Pro

val

Pro

Ser
330

g Pro

Pro

val

Pro

ser

410

Pro

Pro

Ala Pro

Asp Thr

Thr ser
220

Ala His
235

Thr Ala
Ala Pro
Asp Thr
Thr ser
300
Ala His
315
Thr Ala
Ala Pro
Asp Thr
Thr ser
380

Ala His
395
Thr Ala

Ala Pro

Asp Thr

36

Gly

205

Ala

Gly

Pro

Gly

Arg

285

Ala

Gly

Pro

Gly

365

Ala

Gly

Pro

Gly

Ser

190

Pro

Pro

val

Pro

Ser

270

Pro

Pro

val

Pro

Ser

350

Pro

Pro

val

Pro

ser

430

Pro

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala

335

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala

415

Thr

Ala

Ala

Pro

Thr

ser

240

His

Ala

Pro

Thr

Ser

320

His

Ala

Pro

Thr

Ser

400

His

Ala

Pro
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Gly

Arg

465

Ala

Gly

Pro

Gly

545

Ala

Gly

Pro

Gly

Arg

625

Ala

Gly

Pro

Gly

Ser

450

Pro

Pro

val

Pro

ser

530

Pro

Pro

val

Pro

ser

610

Pro

Pro

val

Pro

ser

690

Pro

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala

515

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala

595

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala

675

Thr

Ala

Ala Pro

Pro Gly

Thr Arg

ser Ala

500

His Gly

Ala Pro

Pro Gly

Thr Arg

565

Ser Ala
580

His Gly

Ala Pro

Pro Gly

Thr Arg

645

Ser Ala
660
His Gly

Ala Pro

Pro Gly

Pro

Ser

470

Pro

Pro

val

Pro

ser

550

Pro

Pro

val

Pro

Ser

630

Pro

Pro

val

Pro

ser
710

Ala

455

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala

535

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala

615

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala

695

Thr

His

Ala

Pro

Thr

ser

520

His

Ala

Pro

Thr

ser

600

His

Ala

Pro

Thr

ser

680

His

Ala

Gly

Pro

Gly

505

Ala

Gly

Pro

Gly

585

Ala

Gly

Pro

Gly

Arg

Ala

Gly

Pro

ES 2720288 T3

val

Pro

Ser

490

Pro

Pro

val

Pro

ser

570

Pro

Pro

val

Pro

Ser

650

Pro

Pro

val

Pro

Thr

Ala

475

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala

555

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala

635

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala
715

ser

460

His

Ala

Pro

Thr

Ser

540

His

Ala

Pro

Thr

ser

620

His

Ala

Pro

Thr

ser

700

His

37

Ala

Gly

Pro

Gly

Arg

Ala

Gly

Pro

Gly

Arg

605

Ala

Gly

Pro

Gly

Arg

Ala

Gly

Pro

val

Pro

Ser

510

Pro

Pro

val

Pro

Ser

590

Pro

Pro

val

Pro

Ser

670

Pro

Pro

val

Asp

Thr

Ala

495

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala

575

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala

655

Thr

Ala

Asp

Thr

Thr

ser

480

His

Ala

Pro

Thr

ser

560

His

Ala

Pro

Thr

ser

640

His

Ala

Pro

Thr

ser
720
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Ala

Gly

Pro

Gly

Arg

785

Ala

Gly

Pro

Gly

Gly

Pro

Gly

Thr

Pro

val

Pro

Ser

770

Pro

Pro

val

Pro

ser

850

Pro

Pro

val

Pro

Ser

930

Pro

ser

ser

Asp

Thr

Ala

755

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala

835

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala

915

Thr

Ala

Gly

Ala

Thr

Ser

740

His

Ala

Pro

Thr

Ser

820

His

Ala

Pro

Thr

ser

900

His

Ala

Leu

Ser

Arg
980

Arg

725

Ala

Gly

Pro

Gly

Arg

805

Ala

Gly

Pro

Gly

Arg

885

Ala

Gly

Pro

Gly

Ala

965

Ala

Pro

Pro

val

Pro

ser

790

Pro

Pro

val

Pro

ser

870

Pro

Pro

val

Pro

ser

950

ser

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala

775

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala

855

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala

935

Thr

Gly

Thr

Pro

Thr

Ser

760

His

Ala

Pro

Thr

Ser

840

His

Ala

Pro

Thr

ser

920

His

Ala

ser

Thr

ES 2720288 T3

Gly

745

Ala

Gly

Pro

Gly

Arg

Ala

Gly

Pro

Gly

Arg

905

Ala

Gly

Pro

Ala

Pro
985

Ser

730

Pro

Pro

val

Pro

Ser

810

Pro

Pro

val

Pro

ser

890

Pro

Pro

val

Pro

ser

970

Ala

Thr Ala

Ala Pro

Asp Thr

Thr Ser
780

Ala His
795

Thr Ala

Ala Pro

Asp Thr

Thr Ser

860

Ala His
875

Thr Ala

Ala Pro

Asp Thr

Thr Ser

940

val His
955

Thr Leu

ser Lys

38

Pro

Gly

765

Ala

Gly

Pro

Gly

845

Ala

Gly

Pro

Gly

Asn

val

Ser

Pro

Ser

750

Pro

Pro

val

Pro

Ser

830

Pro

Pro

val

Pro

Ser

910

Pro

Pro

val

His

Thr
990

Ala

735

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala

815

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala

895

Thr

Ala

Asp

Thr

Asn

975

Pro

His

Ala

Pro

Thr

ser

800

His

Ala

Pro

Thr

ser

880

His

Ala

Pro

Asn

ser

960

Gly

Phe
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Ser Ile Pro Ser His His Ser Asp Thr Pro Thr Thr Leu Ala Ser His
995 1000 1005
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Ser Thr Lys Thr Asp Ala Ser Ser Thr His His iggo Ser val Pro

Ser Thr

Ser Phe

Pro Ser

Met Phe

Asn ITe

Ala. Phe

Phe Asn

Ile ser

Gln Sser

Leu val

Leu Ala

Ile Phe

Thr Tyr

Arg Ser

Leu Ser

ser

His

Thr

Leu

Lys

Arg

Gln

Asp

Gly

cys

val

Pro

His

Pro

Tyr

Pro

Ile

Asp

Gln

GIn
1035

Ser
1050

Tyr
1065

Ile

. 1080

Phe

Glu

Tyr

val

Ala

val

Cys

Ala

Thr

Tyr

Thr

Arg
1095

Gly
1110

Lys
1125

ser
1140

Gly
1155

Leu
1170

GlIn
1185

Arg
1200

His
1215

Glu
1230

Asn
1245

Leu

Asn

Tyr

Tyr

Pro

Thr

Thr

val

val

val

Cys

Asp

Gly

Lys

Pro

Ser

Leu

Gln

Lys

Gly

Ile

Glu

ser

Pro

Ala

Arg

Thr

Arg

val

Ala

Ala Ala Ala Ser Ala Asn Leu
1255

1010 1015
Pro Leu Thr Ser Ser Asnh His
1025 1030
Gly val ser Phe Phe Phe Leu
1040 1045
Phe Asn Ser Ser Leu Glu Asp
1055 1060
Leu GIn Arg Asp Ile Ser Glu
1070 1075
Gly Gly Phe Leu Gly Leu Ser
1085 1090
val val val Gln Leu Thr Leu
1100 1105
val His Asp val Glu Thr Gln
1115 1120
Ala ser Arg Tyr Asn Leu Thr
1130 1135
val Pro Phe Pro Phe Ser Ala
1145 1150
Trp Gly Ile Ala Leu Leu val
1160 1165
Ala Ile val Tyr Leu Ile Ala
1175 1180
Lys Asn Tyr Gly Gln Leu Asp
1190 1195
His Pro Met Ser Glu Tyr Pro
1205 1210
val Pro Pro Ser Ser Thr Asp
1220 1225
Ala Gly Asnh Gly Gly Ser ser
1235 1240
<210>2
<211>19
<212> PRT

<213> Homo sapiens

1250

39

Thr

GIn

Glu

Gln

Ser

Asn

Ala

Asp

Gly

Leu

Arg

Tyr

Tyr

Ser

val
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ES 2720288 T3

<400> 2

hlliet Thr Pro Gly Thr GIn Ser Pro Phe Phe Leu Leu Leu Leu lieu Thr
5 5

val Leu Thr

<210> 3

<211>23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

Met Thr Pro Gly Thr GIn Ser Pro Phe ihe Leu Leu Leu Leu :lieu Thr
1 5 0 5

val Leu Thr \2/81 val Thr Ala

<210>4

<211>23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Met Thr Pro Gly Thr Gln Ser Pro Phe Phe Leu Leu Leu Leu Leu Thr
1 5 10 15

val Leu Thr \2/31 val Thr Gly

<210>5

<211> 146

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Gly Thr Ile Asn val His Asp val Glu Thr GIn Phe Asn GIln Tyr Lys

1 5 10 15

Thr Glu Ala Ala Ser Arg Tyr Asnh Leu Thr Ile Ser Asp val Ser val
20 25

30

Ser Asp Val Pro Phe Pro Phe Ser Ala Gln Ser Gly Ala Gly val Pro
35 40 45

40
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Gly

Ala

65

AsSn

Met

ser

Gly

Asn
145

Trp

50

Ile

Tyr

ser

ser

ser

130

Leu

<210>6

<211>171
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 6

Gly
1
val
val
Asn
Ser
65
val

Leu

Phe

Phe

Gln

Glu

Leu

50

Ala

Leu

Ala

Pro

Gly

val

Gly

Glu

Thr

115

Ser

Leu

Leu

Thr

35

Thr

Gln

val

val

Ala
115

Ile

TYyr

Gin

Tyr

100

Asp

Leu

Gly

Thr

20

Gln

Ile

Ser

cys

cys

100

Arg

Ala

Leu

Leu

85

Pro

Arg

ser

Leu

Leu

Phe

ser

Gly

val

85

Gln

Asp

Leu Leu
55

Ile Ala
70

Asp Ile
Thr Tyr

ser Pro

Tyr Thr
135

ser Asn

Ala phe

Asn G1n

Asp val

55

Ala Gly
70
Leu val

Cys Arg

Thr Tyr

val

Leu

Phe

His

Tyr

120

Asn

Ile

Arg

Tyr

40

Ser

val

Ala

Arg

His
120

Leu
Ala
Pro
Thr
105

Glu

Pro

Lys
Glu
25

Lys
val
Pro
Leu
Lys
105

Pro

ES 2720288 T3

val

val

Ala

90

His

Lys

Ala

Phe
10

Gly
Thr
Ser
Gly
Ala
90

Asn

Met

Cys

Cys

Arg

Gly

val

val

Arg

Thr

Glu

Asp

Trp

75

Ile

Tyr

Ser

val

60

Gln

ASp

Arg

ser

Ala
140

Pro

Ile

Ala

val

60

Gly

val

Gly

Glu

41

Leu

cys

Thr

Tyr

Ala

125

Ala

Gly

Asn

Ala

45

Pro

Ile

TYr

Gln

TYr
125

val

Arg

TYyr

val

110

Gly

Ala

ser

val

30

ser

Phe

Ala

Leu

Leu

110

Pro

Ala

Arg

His

95

Pro

Asn

Ser

val

15

His

Arg

Pro

Leu

Ile

95

Asp

Thr

Leu

Lys

80

Pro

Pro

Gly

Ala

val

Asp

Tyr

Phe

Leu

80

Ala

Ile

Tyr
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His Thr His Gly
130

Tyr Glu Lys val

145

Asn Pro Ala val

<210>7

<211> 275
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 7

Ala
1
His
Asp
Asn
Leu
65
Pro
Phe
Lys
Glu
Lys
145

val

Pro

Thr

His

Ala

His

50

ser

Ser

Leu

Phe

Gly

Thr

Ser

Gly

Thr

Ser

Ser

35

ser

Phe

Thr

Gln

Glu

Asp

Trp

Thr

Asp

20

ser

Thr

His

Asp

Ile

100

Pro

Ile

Ala

val

Arg Tyr

Ser Ala
150

Ala Ala
165

Pro Ala
5

Thr Pro
Thr His
ser Pro

Ile ser
70

Tyr Tyr
85

Tyr Lys
Gly ser
Asn val

Ala ser
150

Pro phe
165

Ile Ala

ES 2720288 T3

val Pro Pro Ser

135

Gly Asn Gly Gly

Ala ser Ala Asn

Ser

Thr

His

Gin

55

Asn

Gln

Glin

val

His

135

Arg

Pro

Leu

Lys

Thr

ser

40

Leu

Leu

Glu

Gly

val

120

Asp

Tyr

Phe

Leu

Ser

Leu

25

Thr

Ser

Gln

Leu

Gly

val

val

Asn

ser

val
185

170

Thr

10

Ala

val

Thr

Phe

Gln

90

Phe

Gln

Glu

Leu

Ala

170

Leu

Ser Thr Asp Arg Ser Pro
140

Ser ser Leu Ser Tyr Thr

155

Leu

Pro

Ser

Pro

Gly

Asn

75

Arg

Leu

Leu

Thr

Thr

155

Gln

val

Phe

His

Pro

val

60

ser

Asp

Gly

Thr

Gln

140

Ile

Ser

cys

42

ser

ser

Leu

45

Ser

Ser

Ile

Leu

Leu

125

Phe

Ser

Gly

val

Ile

Thr

30

Thr

Phe

Leu

Ser

Ser

110

Ala

Asn

ASp

Ala

Leu
190

Pro

15

Lys

Ser

Phe

Glu

Glu

95

Asn

Phe

Gln

val

Gly

val

160

ser

Thr

ser

Phe

Asp

80

Met

Arg

Tyr

Ser

160

val

Ala
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Leu

Lys

Pro

225

Pro

Gly

Ala

Ala Ile
195

Asn Tyr
210

Met Ser
ser Ser

Gly Ser

Asn Leu
275

<210> 8

<211> 233
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 8

Gly
1
Ala
Asn
Arg
Leu
65
Leu
Thr
Thr

Gln

val

Ser Gly

Thr Gln

Ser Ser
35

Asp Ile
50

Gly Leu

Thr Leu

Gln Phe

Ile Ser
115

Ser Gly
130

Cys val

val

Gly

Glu

Thr

Ser
260

His

Arg

20

Leu

ser

ser

Ala

Asn

100

Asp

Ala

Leu

Tyr

Gln

Tyr

Asp

245

Leu

Ala

ser

Glu

Glu

Asnh

Phe

85

GIn

val

Gly

val

ES 2720288 T3

Leu Ile Ala Leu Ala val Cys

Leu Asp Ile Phe Pro Ala Arg
215

200

220

Pro Thr Tyr His Thr His Gly
230 23

Arg Ser Pro Tyr Glu Lys val
250

Ser Tyr Thr Asn Pro Ala val
265

Ser

Ser

Asp

Met

Ile

70

Arg

Tyr

ser

val

Ala

Ser

val

Pro

Phe

55

Lys

Glu

Lys

val

Pro

135

Leu

Thr

Pro

Ser

40

Leu

Phe

Gly

Thr

ser

120

Gly

Ala

Pro

ser

25

Thr

Gln

Arg

Thr

Glu

105

Asp

Trp

ITe

Gly

10

Ser

Asp

Ile

Pro

Ile

90

Ala

val

Gly

val

Gly Glu

Thr Glu

Tyr Tyr

Tyr Lys

60

Gly ser
75

Asn val
Ala ser
Pro Phe
Ile Ala

140

Tvr Leu

43

Gln

205

Asp

Arg

Ser

Ala

Lys

Lys

Gin

45

Gln

val

His

Arg

Pro

125

Leu

Ite

cys

Thr

Tyr

Ala

Ala
270

Glu

Asn

30

Glu

Gly

val

Asp

Tyr

110

Phe

Leu

Ala

Arg

Tyr

val

Gly

Ala

Thr

15

Ala

Leu

Gly

val

Met

95

Asn

Ser

val

Leu

Arg

His

Pro

240

Asn

Ser

Ser

Phe

Phe

GIn

80

Glu

Leu

Ala

Leu

Ala
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145

val Cys Gln

Ala
80

His Gly Arg

195

val Ser
210

Lys

Ala val Ala

225

<210>9

<211> 863

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 9

Leu Asp Pro Arg
1

Ala
20

Gly Ser Thr

Ala
35

Arg Pro Pro

Ala Pro Thr

Asp
50

Gly val Thr

65

ser

Pro Pro Ala His

Ala
100

Gly Ser Thr

Ala
115

Arg Pro Pro

Ala Pro Thr

130

Asp

val Thr ser

Cys Arg
165

Arg Asp Ihr Tyr

Ala Gly

Ala Thr

150

Tyr val

Arg

His

Pro

Asn

Ser

230

val
5
Pro
Gly
Arg
Ala
Gly
85
Pro
Gly

Arg

Ala

Arg

Gln

Ser

Pro

Pro

70

val

Pro

sSer

Pro

Pro
150

Lys

Pro

Pro

Gly

Ala

Asnh Tyr

Met Ser

185

ser Ser

200

Gly Ser

Asn Leu

Thr Ser

His

Ala

Ala
40

Thr
Ala Pro
Asp Thr
Thr ser
His

Ala

Ala
120

Thr

Ala
135

Pro

Asp Thr

Ala

Gly

25

Pro

Gly

Arg

Ala

Gly

Arg

ES 2720288 T3

155

160

Gly GIn Leu Asp Ile Phe Pro
170 175

Glu Tyr Pro Thr Tyr His Thr
190

Thr Asp Arg Ser Pro Tyr Glu
205

Ser Leu Ser Tyr Thr Asn Pro

220

Pro Thr Pro

10

Asp Arg

val Thr ser Ala Pro

30

Pro Ala His Gly val

45

Ala
60

Ser Thr Pro Pro

Ala
75

Pro Pro Gly Ser

Pro Thr

90

Asp Arg Pro

val Thr ser Ala Pro

110

Pro Ala His Gly val

Ala
140

ser Thr Pro Pro

Ala
155

Pro Pro Gly Ser

44

Ala

15

Asp

Thr

Ala

Thr

Ala

95

Asp

Thr

Ala

Thr

Pro

Thr

ser

His

Ala

80

Pro

Thr

ser

His

Ala
160
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Pro

Gly

Arg

Ala

Gly

Pro

Gly

Arg

Ala

Gly

Arg

Ala

Pro

Gly

Pro

ser

Pro

Pro

210

val

Pro

Ser

Pro

Pro

290

val

Pro

Ser

Pro

Pro

370

val

Pro

Ser

Ala

Thr

Ala

195

Asp

Thr

Ala

Thr

Ala

275

Asp

Thr

Ala

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala

Thr

His

Ala

180

Pro

Thr

ser

His

Ala

260

Pro

Thr

Ser

His

Ala

340

Pro

Thr

Ser

His

Ala
420

Gly

Pro

Gly

Arg

Ala

Gly

Pro

Gly

Arg

Ala

Gly

Pro

Gly

Arg

Ala

Gly

Pro

val

Pro

Ser

Pro

Pro

230

val

Pro

Ser

Pro

Pro

310

val

Pro

Ser

Pro

Pro

390

val

Pro

Thr

Ala

Thr

Ala

215

Asp

Thr

Ala

Thr

Ala

295

Asp

Thr

Ala

Thr

Ala

375

Asp

Thr

Ala

ser

His

Ala

200

Pro

Thr

Ser

His

Ala

280

Pro

Thr

ser

His

Ala

360

Pro

Thr

ser

His

Ala

Gly

Pro

Gly

Arg

Ala

Gly

Pro

Gly

Arg

Ala

Gly

Pro

Gly

Arg

Ala

Gly

ES 2720288 T3

Pro

170

val

Pro

Ser

Pro

Pro

250

val

Pro

Ser

Pro

Pro

330

val

Pro

ser

Pro

Pro

410

val

Asp

Thr

Ala

Thr

Ala

235

Asp

Thr

Ala

Thr

Ala

315

Asp

Thr

Ala

Thr

Ala

395

Asp

Thr

Thr

ser

His

Ala

220

Pro

Thr

Ser

His

Ala

300

Pro

Thr

Ser

His

Ala

380

Pro

Thr

Ser

45

Arg

Ala

205

Pro

Gly

Arg

Ala

Gly

Pro

Gly

Arg

Ala

Gly

Pro

Gly

Arg

Ala

Pro

Pro

190

val

Pro

Ser

Pro

Pro

270

val

Pro

Ser

Pro

Pro

350

val

Pro

ser

Pro

Pro
430

Ala

175

Asp

Thr

Ala

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala

Thr

Ala

Asp

Thr

Ala

Thr

Ala

415

Asp

Pro

Thr

ser

His

Ala

240

Pro

Thr

Ser

His

Ala

320

Pro

Thr

ser

His

Ala

400

Pro

Thr
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Arg

Ala

Gly

Pro

Gly

Arg

Ala

Gly

Pro

Ala

Pro

Thr

Thr

625

ser

Ile

Tyr

Tyr

Pro

Pro

450

val

Pro

sSer

Pro

Pro

530

val

Pro

Ser

Ala

Pro

610

His

Pro

sSer

Tyr

Ala

435

Asp

Thr

Ala

Thr

Ala

515

Asp

Thr

val

Thr

ser

595

Thr

His

GIn

Asn

Gin

675

Gln

Pro

Thr

Ser

His

Ala

500

Pro

Thr

Ser

His

Leu

580

Lys

Thr

Ser

Leu

Leu

660

Glu

Gly

Gly

Arg

Ala

Gly

Pro

Gly

Arg

Ala

Asn

565

val

Ser

Leu

Ser

ser

645

Gln

Leu

Gly

Ser

Pro

Pro

470

val

Pro

Ser

Pro

Pro

550

val

His

Thr

Ala

val

630

Thr

Phe

Gln

Phe

Thr

Ala

455

Asp

Thr

Ala

Thr

Ala

535

Asp

Thr

Asn

Pro

ser

615

Pro

Gly

Asn

Arg

Leu
695

Ala

440

Pro

Thr

ser

His

Ala

520

Pro

AsSnh

ser

Gly

Phe

600

His

Pro

val

ser

680

Gly

ES 2720288 T3

Pro

Gly

Arg

Ala

Gly

Pro

Gly

Arg

Ala

Thr

585

Ser

Ser

Leu

ser

Ser

665

Ile

Leu

Pro

Ser

Pro

Pro

490

val

Pro

Ser

Pro

Ser

570

Ser

Ile

Thr

Thr

Phe

650

Leu

Ser

Ser

Ala

Thr

Ala

475

Asp

Thr

Ala

Thr

Ala

555

Gly

Ala

Pro

Lys

ser

635

Phe

Glu

Glu

Asn

His

Ala

460

Pro

Thr

Ser

His

Ala

540

Leu

ser

Arg

Ser

Thr

620

ser

Phe

Asp

Met

Ile
700

46

Gly

Pro

Gly

Arg

Ala

Gly

Pro

Gly

Ala

Ala

His

605

Asp

Asn

Leu

Pro

Phe

685

Lys

val

Pro

Ser

Pro

Pro

510

val

Pro

Ser

ser

Thr

590

His

Ala

His

ser

Ser

670

Leu

Phe

Thr

Ala

Thr

Ala

495

Asp

Thr

Ala

Thr

Gly

Thr

Ser

Ser

ser

Phe

655

Thr

Gln

Arg

Ser

His

Ala

480

Pro

Thr

ser

His

Ala

560

ser

Thr

Asp

Ser

Thr

640

His

Asp

ITe

Pro
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Gly

Asn

Ala

Pro

Ile

Tyr

785

GIn

Tyr

ASp

Leu

Ser

val

Ser

Phe

Ala

770

Leu

Leu

Pro

Arg

ser
850

<210>10
<211> 45

<212> PRT

val

His

Arg

Pro

755

Leu

Ile

Asp

Thr

ser

835

Tyr

val

Asp

TYr

740

Phe

Leu

Ala

Ile

Tyr

820

Pro

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 10

Gly Thr ITe Asn val His Asp val Glu Thr Gin Phe Asn Gln Tyr Lys
1 5 10 15

val

val

725

Asn

ser

val

Leu

Phe

805

His

Tyr

Asn

Gln

710

Glu

Leu

Ala

Leu

Ala

790

Pro

Thr

Glu

Pro

Leu

Thr

Thr

Gln

val

775

val

Ala

His

Lys

Ala
855

Thr

Gln

Ile

ser

760

cys

Cys

Arg

Gly

val

840

val

Leu
Phe
Ser
7.45
Gly
val
Gin
Asp
Arg

ser

Ala

ES 2720288 T3

Ala

Asn

730

Asp

Ala

Leu

Cys

Thr

810

Tyr

Ala

Ala

Phe

715

Gln

val

Gly

val

Tyr

val

Gly

Ala

Arg

Tyr

Ser

val

Ala

780

Arg

His

Pro

Asn

Ser
860

Glu

Lys

val

Prro

765

Leu

Lys

Pro

Pro

Gly

Thr

ser

750

Gly

Ala

Asn

Met

Ser

830

Gly

Asn

Thr

Glu

735

Asp

Trp

Itle

Tyr

Ser

815

Ser

Ser

Leu

Ile
720
Ala
val
Gly
val
Gly
800
Glu

Thr

ser

Thr Glu Ala Ala Ser Arg Tyr Asn Leu Thr Ile Ser Asp val Ser val
20 25 30

Ser Asp \ézsﬂ Pro Phe Pro Phe Ser Ala GIn Ser Gly Ala
435

<210>11
<211> 44
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 11

a7
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ES 2720288 T3

Ihr ITe Asn val ?'is Asp val Glu Thr GIn Phe Asn GIn Tyr Lys Thr
15

Glu Ala Ala Ser Arg Tyr Asn Leu Thr Ile Ser Asp val Ser val ser
20 25 30

Asp val ggo Phe Pro Phe Ser /A\rga Gln Ser Gly Ala

<210> 12

<211> 45

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 12

Gly Thr Ile Asn val His Asp val Glu Thr GIn Phe Asn Gln Tyr Lys

1 5 10 15

Thr GTu Ala Ala Ser Pro Tyr Asn Leu Thr Ile Ser Asp Val Ser val
20 25 30

ser Asp \?fast'l Pro Phe Pro Phe Ser Ala GIn Ser Gly zAﬂr’a

<210> 13

<211> 44

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 13

Thr Ile Asn val His Asp val Glu Thr GIn Phe Asn GIn Tyr Lys Thr
1 5 10 15

Glu Ala Ala Ser Pro Tyr Asn Leu Thr Ile Ser Asp Vval S(e)r val Ser
20 . 25 3

Asp val Pro Phe Pro Phe Ser Z\'Ia Gin Ser Gly Ala
35

<210> 14

<211> 33

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Gly Thr Ile Asn val His Asp val Glu Thr Gln Phe Asn Gln Tyr Lys

1 5 10 15

Thr Glu Ala Ala Ser Pro Tyr Asn lz_gu Thr ITe Ser Asp Vg'l Ser val
3

Ser

48
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ES 2720288 T3

<210> 15

<211>48

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

val GIn Leu Thr Leu Ala Phe Arg Glu Gly Thr Ile Asn val His Asp
1 5 10 15

val Glu Thr G(1)n Phe Asn Gln Tyr Lys Thr Glu Ala Ala Ser Pro Tyr
2 25 30

Asn Leu Thr Ile Ser Asp val Ser val Ser Asp val Pro Phe Pro pPhe
35 40 45

<210> 16

<211>57

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Ser val val val Gin Leu Thr Leu Ala Phe Arg Glu Gly Thr Ile Asn
1 5 10 15

val His Asp \2181 Glu Thr GIn pPhe é\gn Gln Tyr Lys Thr ggu Ala Ala

ser Pro Tyr Ash Leu Thr Ile Ser Asp val Ser val Ser Asp val Pro
35 40 45

Phe Pro Phe ser Ala GIn Ser Gly Ala
50 55

<210> 17

<211>25

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 17

Gly Phe Leu Gly Leu Ser Asn Ile Lys Phe Arg Pro Gly Ser val val
1 5 10 15

val Gln Leu Thr Leu Ala Phe Arg Glu
20 25

<210> 18

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

Ser val val val (Sﬂn Leu Thr Leu Ala ;lae Arg Glu Gly
1

<210>19
<211>40
<212> PRT

49
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<213> Homo sapiens

<400> 19

ES 2720288 T3

Pro Asp Thr Arg Pro Ala Pro Gly Ser Thr Ala Pro Pro Ala His Gly
1 5 10 15

val Thr Ser Ala Pro Asp Thr Arg Pro Ala Pro Gly Ser Thr Ala Pro
20 25 30

Pro Ala His Gly val Thr ser Ala
35 40

<210> 20

<211> 4003

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 20

acaggttctg
agaagttcag
tccageccaca
ccggecacgg
ccagtcacca
ccggacaaca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca

ccggacacca

gtcatgcaag
tgcccagetc
gccceggttc
aaccagcttc
ggccagccect
agccagcccc
ggccggcecc
ggccggececc
ggccggeecc
ggccggececc
ggccggecce
ggccggeecc
ggccggeecc
ggccggeecc
ggccggeecc
ggccggcecc
ggcecggeecc
ggccggeecce
ggccggeecc
ggceggeecc

ggcecggeccc

ctctacccca
tactgagaag
aggctcctec
aggttcagct
gggctccacc
dgggctccacc
gggctceacc
gggctccacc
gggctccacc
gggctccacc
gggctccacc
gggctccacc
gggctccacc
gggctccacc
gggctecacc
gggctccacc
gggctccacc
gggctccacc
gggctccacc
gggctccacc

gggctccacc

ggtggagaaa
aatgctgtoga
accactcagg
gccacctggg
accccgecag
gcccccecag
gcccecccag
gcccccccag
gceecccccag
gceccecccag
gcececeecccag
gceccecccag
gcececccag
gcccccccag
gccceccccag
gcccecccag
gccceccccag
gcccccccag
gccceccccag
gccececcccag

gcccccccag

aggagacttc
gtatgaccag
gacaggatgt
gacaggatgt
cccacgatgt
cccacggtgt
cccacggtgt
cccacggtgt
ccecacggtgt
cccacggtgt
cccacggtgt
cccacggtgt
cccacggtot
cccacggtgt
cccacggtgt
cccacggtot
cccacggtgt
cccacggtgt
cccacggtgt
cccacggtgt

cccacggtgt

50

ggctacccag
cagcgtactc
cactctggcc
cacctcggtc
cacctcagcc
cacctcggcec
cacctcggcec
cacctcggcc
cacctcggcec
cacctecggec
cacctcggcc
cacctcecggcc
cacctecggcec
cacctecggcc
cacctecggec
cacctecggec
cacctecggcec
cacctcggcec
cacctcggcec
cacctcecggcec

cacctcggcec

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

1020
1080
1140
1200
1260
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ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacacca
ccggacaaca
tcaggctctg
accacaaccc
cctaccaccc
gtacctcctc
ttctttttcec
agcaccgact
aaacaagggg

caattgactc

ggccggececce
ggccggeecc
ggccggecec
ggcecggeccc
ggcecggeecc
ggccggececc
ggccggececc
ggccggeccc
ggccggeecce
ggccggeccc
ggccggeccc
ggccggeecc
ggccggeccce
ggccggeccc
ggccggeecce
ggccggeccce
ggccggeccce
ggceggeecce
ggcecggececce
ggccggececc
ggccggeccc
ggccggecec
ggccggeeec
ggccggeecc
ggccggeecc
ggcccgectt
catcaggctc
cagccageaa
ttgccageea
tcacctectc
tgtcttttea
actaccaaga
gttttctggg
tggecettceg

gggctccacc
gggctccacc
gggctccace
gggctccacc
gggctccace
gggctccacc
gggctccace
gggctccacc
gggctccacc
gggctccacc
gggctccacc
gggctccacc
gggctccace
gggctccacc
gggctccacc
gggctccacc
gggctccacc
gggctccacc
gggctccacc
gggctccacc
gggctccacc
gggctccacc
gggctccacc
gggctccacc
gggctccacc
gggctccacc
agcttctact
gagcactcca
tagcaccaag
caatcacagc
catttcaaac
gctgcagaga
cctctccaat

agaaggtacc

ES 2720288 T3

gcceeeccag
gccececccag
gccccceccag
gceccececcag
gcccceccag
gccececcag
gceeccccag
gccccceccag
gccecceccag
gccececccag
gcceccecccag
gccceccccag
gecececcag
gcccccccag
gccececcccag
gceccecccag
gcecceccceag
gcccecccag
gcecececcceag
gccceccceag
gcceccecccag
gcecceccag
gccceeccag
gccccccecag
gccecceccag
gccectecag
ctggtgcaca
ttctcaattc
actgatgcca
acttctcccc
ctccagttta
gacatttctg
attaagttca

atcaatgtcc

cccacggtgt
cccacggtgt
cccacggtgt
cccacggtgt
cccacggtgt
cccacggtgt
cccacggtgt
cccacggtgt
cccacggtgt
cccacggtgt
cccacggtgt
cccacggtgt
cccacggtgt
cccacggtgt
cccacggtgt
cccacggtogt
cccacggtgt
cccacggtgt
cccacgotgt
cccacggtgt
cccacggtgt
cccacggtgt
cccacggtgt
cccacggtgt
cccatggtgt
tccacaatgt
acggcacctc
ccagccacca
gtagcactca
agttgtctac
attcctctct
aaatgtrttt
ggccaggatc
acgacgtgga

51

cacctcggcece
cacctcggcc
cacctcggcec
cacctcggcec
caccteggec
cacctcggcece
cacctcggcec
cacctcggec
cacctcggcc
cacctcggcec
cacctecggcec
cacctcggcc
cacctecggcece
cacctecggcece
cacctcggcec
cacctcggcece
cacctcggec
cacctcggcec
cacctcggcec
cacctecggec
cacctcggcc
cacctcggec
cacctcggec
cacctcggcc
cacctcggcec
cacctcggee
tgccagggct
ctctgatact
ccatagctceg
tggagtctct
ggaagatccc
gcagatttat
tgtggtggta
gacacagttc

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
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aatcagtata
agtgatgtgc
gcgetgetgg
gctgtctgtce
acctaccatc
agcagtaccg
tcttacacaa
agctgagtgg
caccctgttt
gccccaccaa
catgcctggg
cggggatcct

<210> 21
<211>751
<212> ADN

aaacggaagc
catttccttt
tgctggtctg
agtgccgecg
ctatgagcga
atcgtagecc
acccagcagt
ccagccagtg
gggctggtga
tttctcggac
aagtgttgty
gaactggact

<213> Homo sapiens

<400> 21

acgggcacgg
acggaagcag
tttectttct
ctggtctgtg
tgccgecgaa
atgagcgégt
cgtagccect
ccagcagtgg
agccagtgcc
gctggtgagce
tctecggacac
gtgttgtggy
actggactga

<210> 22
<211> 820
<212> PRT

ccggtaccat
cctctecgata
ctgccecagtc
ttctggttgc
agaactacgg
accccaccta
atgagaaggt
cagccgcttc
attccactcc
tgggagttca
ttctcagtgt
ggctcccagg

ataaaacgtg

<213> Homo sapiens

<400> 22

agcctctcga
ctctgeccag

tgttctggtt

ES 2720288 T3

tataacctga

tctggggctg
gcgctggeca

aaagaactac gggcagctgg

gtaccccacc
ctatgagaag
ggcagccegct
ccattccact
gctgggagtt
acttctcagt
ggggctccca

gaataaaacg

caatgtccac
taacctgacg
tggggctggy
gctggccatt
gcagctggac
ccacacccat
ttctgcaggt
tgccaacttyg
actcaggttc
ggtgggctgc
gtggaagctc
aggactggcc

gtctcccact

taccacaccc
gtttctgcag
tctgccaact
ccactcaggt
caggtgggct
gtgtggaagc
ggaggactgg
tggtctccca

gacgtggaga
atctcagacg
gtgccaggct
gtctatctca
atctttccag
gggcgctatg
aacggtggca
tagggcacgt

ttcaggccag

tcacagcctce

atgtgggccc
cagagagccc

9

cgatctcaga
gggtgccagg
ttgtctatct
acatctttcc
atgggcgcta
gtaacggtgg
tgtagggcac
tcttcaggcec
gctcacagcc
tcatgtggge
cccagagagce

ctg

cacagttcaa
tcagcgtgag
ggggcatcgc
ttgccttgge
cccgggatac
tgcccectag
gcagcctcte
cgccgetgag
agccectgea
cttcagaggc
ctgaggctca

tgagatagcg

52

cgtcagcgtg
ctggggcatc
cattgccttg
agcccgggat
tgtgcceect
cagcagcctc
gtcgeegcetg
agagcccctg
tccttcagag
ccctgaggcet

cctgagatag

tcagtataaa
tgatgtgeca
gctgctggty
tgtctgtcag
ctaccatcct
cagtaccgat
ttacacaaac
ctgagtggec
ccectgtttgy
cccaccaatt
tgcctgggaa
dgggatcctga

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4003

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
751
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Ala

Gly

Gly

Gly

cys

Ala

Cys

Ala

Ala

Gly

Cys

Cys

Ala

225

Cys

Gly

Gly

cys Gly Gly Cys
5

cys

Thr

Thr

50

Thr

Gly

Ala

Gly

Ala

130

Gly

cys

Ala

Cys

Thr

210

Gly

Thr

Thr

Gly

Cys

Thr

35

Gly

Cys

Gly

Cys

Thr

115

Cys

Ala

Thr

Gly

Thr

195

Gly

Gly

Gly

Gly

Cys
275

Thr

20

Cys

Gly

Thr

Thr

Gly

Thr

Gly

Thr

cys

Thr

180

Thr

Gly

Cys

Cys

Thr

260

Cys

cys

Ala

Thr

Gly

Ala

85

Ala

cys

Gly

Ala

Ala

165

Gly

Thr

Gly

Thr

Thr

245

Thr

Ala

Cys

Thr

Gly

Gly

Gly

70

cys

Cys

Ala

Ala

Thr

150

Gly

Ala

cys

Gly

Gly

Gly

Ccys

Thr

Gly Gly Thr

Cys

Gly

Gly

55

Cys

Cys

Gly

Ala

Ala

135

Ala

Ala

Thr

Thr

cys

215

Gly

Gly

Thr

Thr

cys

Cys

40

Thr

cys

Ala

Thr

Thr

120

Gly

Ala

Cys

Gly

cys

Thr

Gly

Thr

Gly

Gly

Ala

25

Cys

Ala

Thr

Thr

Gly

cys

Cys

cys

Gly

Thr

185

Thr

Gly

Gly

Gly

Gly

Thr
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Thr
10

Ala
Ala
Cys
Thr
Cys
20

Gly
Ala
Ala
cys
Thr
170
Gly
Gly
Gly
Cys
Cys
250

Thr

Cys

Thr

Thr

Gly

Ala

Cys

75

Ala

Ala

Gly

Gly

Thr

155

Cys

Cys

cys

Gly

Ala

235

Thr

Thr

Thr

Thr

Ala

Gly

Ala

60

Cys

Ala

Gly

Thr

Cys

140

Gly

Ala

cys

cys

Gly

Thr

Gly

Gly

Ala

53

Cys

Thr

Ala

45

Thr

Gly

Thr

Ala

Ala

125

Cys

Ala

Gly

Ala

Cys

205

Thr

cys

Gly

Cys

Thr
285

Thr Gly
15

Thr Ala
30

Thr Cys
Thr Gly
Ala Gly

Gly Thr
95

Cys Ala
110

Thr Ala
Thr Cys
cys Gly

Cys Gly
175

Thr Thr
190

Ala Gly
Gly Cys
Gly Cys

Thr Cys
255

Gly Cys
270

Cys Thr

Gly

Ala

Thr

Ala

Ala

80

Cys

Cys

Ala

Thr

Ala

160

Thr

Thr

Thr

cys

Gly

240

Thr

Thr

Cys
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Ala

Gly

Gly

Gly

Gly

Thr

Ala

385

Gly

Thr

Ala

Thr

Thr

465

Thr

Thr

Cys

Thr

Thr
545

Thr

290

Thr

Ala

Ala

Gly

Ala

370

cys

Gly

Ala

Gly

Thr

450

Gly

Ala

Gly

Ala

Cys

530

Gly

Thr

Cys

Ala

cys

Gly

Thr

cys

Cys

Gly

Cys

435

Thr

Gly

Cys

Gly

Ala

515

Gly

Gly

Gly

Ala

Cys

Ala

340

Ala

Gly

Thr

Gly

Cys

420

Cys

Cys

cys

Ala

Cys

500

Cys

cys

cys

Cys

Gly

Thr

325

Thr

Thr

Ala

Ala

Cys

405

Ala

Cys

Thr

Ala

cys

485

Ala

Thr

Cys

Cys

Cys

Thr

310

Ala

cys

Ala

Gly

Cys

390

Thr

Gly

cys

Gly

Gly

Ala

Gly

Thr

Gly

Ala
550

Thr

295

Gly

cys

Thr

Cys

Cys

375

cys

Ala

Thr

Thr

cys

455

cys

Ala

Cys

Gly

535

Gly

Thr

cys

Gly

Thr

Cys

360

Gly

Ala

Thr

Ala

Ala

440

Ala

Ala

Ala

Cys

Thr

520

Thr

Cys
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Gly
cys
Gly
Thr
345
Thr
Ala
Cys
Gly
Cys
425
Thr
Gly

Gly

cys

Gly

Cys

Gly

Gly

Gly

cys

Ala

Gly

Ala

Thr

410

cys

Gly

Gly

cys

cys

490

cys

Gly

Ala

Ala

cys

cys

315

Cys

cys

cys

Thr

cys

395

Gly

Gly

Ala

Thr

cys

475

cys

Thr

Gly

Gly

Gly

Thr

300

cys

Ala

Ala

cys

Ala

380

cys

Cys

Ala

Gly

Ala

460

Thr

Ala

Thr

Gly

Cys

540

Thr

54

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

365

cys

cys

Cys

Thr

Ala

445

Ala

Cys

Gly

Cys

Cys

525

Thr

Gly

Thr

Ala

cys

Cys

350

Thr

Cys

Ala

cys

Cys

430

Ala

Cys

Thr

Cys

Thr

510

Ala

Gly

Cys

Cys

Ala

Thr

335

cys

cys

Cys

Thr

Cys

415

Gly

Gly

Gly

Cys

Ala

495

Gly

cys

Ala

Cys

Thr

Ala

320

Gly

cys

Cys

Cys

Cys

Thr

Gly

Gly

Thr

480

Gly

Cys

Gly

Gly

Ala
560
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Thr

Thr

Cys

Gly

cys

Gly

Cys

Thr

Gly

Gly

Gly

Ala

Cys

cys

785

Thr

Ala

<210> 23

Thr

Thr

cys

Gly

Thr

Ala

Gly

Gly

Gly

Gly

Cys

Gly

cys

Thr

770

cys

Ala

Cys

<211>1132
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 23

cys

Cys

cys

595

Cys

Thr

cys

cys

Gly

Thr

cys

Cys

Gly

Thr

755

Gly

Thr

Ala

Thr

Cys

Thr

580

Thr

Thr

cys

Ala

Cys

660

Ala

Gly

Cys

Thr

Gly

740

Gly

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

565

Thr

Gly

Gly

Ala

Gly

cys

cys

Gly

cys

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

Ala
805

cys

Cys

Cys

Gly

cys

Cys

Ala

Ala

Cys

710

Gly

Cys

Cys

Ala

Ala

790

cys

Thr

Ala

Ala

Thr

615

Gly

Cys

Ala

Cys

Ala

695

Thr

Gly

Thr

Cys

Thr

775

Cys

Gly

Cys

Gly

cys

600

Gly

Thr

Thr

Ccys

Thr

680

Gly

Gly

Ala

Cys

cys

760

Ala

Thr

Thr
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Ccys

Gly

Cys

Ala

Gly

Cys

Cys

665

Thr

cys

Ala

Ala

Cys

745

Ala

Gly

Gly

Gly

Ala

570

cys

cys

Gly

Gly

Cys

650

Ala

cys

Thr

Gly

Gly

cys

Gly

Cys

Gly

Gly

cys

Cys

Thr

Cys

Gly

Thr

Ala

Thr

cys

Gly

Thr

Ala

Ala

Gly

Ala

795

Thr

55

Thr

Ala

Gly

Thr

620

cys

Thr

Thr

Cys

Ala

700

Cys

Gly

Gly

Gly

Gly

Cys

Cys

cys

Gly

Thr

605

Gly

Thr

Cys

Thr

Ala

685

Thr

Thr

Thr

Gly

Ala

765

Gly

Thr

Thr

Ala

Ala

590

Thr

Gly

Gly

Ala

Thr

670

Gly

Gly

Ccys

Thr

Ala

750

Gly

Gly

Gly

cys

Gly

Gly

Thr

Gly

Cys

Gly

Cys

Thr

Thr

Ala

Gly

Gly

Cys

Ala

Ala

Cys
815

Gly

cys

Gly

Ala

Thr

640

Ala

Thr

Gly

Gly

Thr

720

Thr

Gly

Cys

Thr

Ala

800

cys
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acggccgceta
tctgatactc
catagctcgg
goggtctectt
gaagatccca
cagatttata
gtggtggtac
acacagttca
gtcagcgtga
tggggcatcg
attgccttgg
gcccgggata
gtgccecccta
agcagcctct
tcgecgetga
gagcccctge
ccttcagagg
cctgaggctc

ctgagatagc

<210> 24
<211> 717
<212> ADN

ccacaacccc
ctaccaccct
tacctcctcet
tctttttcect
gcaccgacta
aacaaggygg
aattgactct
atcagtataa
gtgatgtogcec
cgctgetggt
ctgtctgtca
cctaccatec
gcagtaccga
cttacacaaa
gctgagtgge
accctgtitg
ccccaccaat
atgcctggga
ggggatcctg

<213> Homo sapiens

<400> 24

acaggttctyg
agaagttcag
agcaccgact
aaacaagggg
caattgactc
aatcagtata
agtgatgtgc
gcgctgetgg
gctgtctgte
acctaccatc
agcagtaccg

tcttacacaa

gtcatgcaag
tgcccagetc
actaccaaga
gttttctggg
tggccttecg
aaacggaagc
catttccttt
tgctggtetg
agtgcecgecg
ctatgagcga
atcgtagecc

acccagcagt
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agccagcaag agcactccat
tgccagccat agcaccaada
cacctcctec aatcacagca
gtcttttcac atttcaaacc
ctaccaagag ctgcagagag
ttttctgggc ctctccaata
ggccttccga baaggtacca
aacggaagca gcctctcgat
atttcctttc tctgeccagt
gctggtetgt gttctggrty
gtgccgeccga aagaactacg
tatgagcgag taccccacct
tcgtagecce tatgagaagg
cccagcagtg gcagecgett
cagccagtge cattccactc
ggctggtgag ctgggagttc
ttctcggaca cttctcagtg
agtgttgtgg gggctcccag

aactggactg aataaaacgt

ctctacccca ggtggagaaa
tactgagaag aatgctttta
gctgcagaga gacatttctg
cctctccaat attaagttca
agaaggtacc atcaatgtcc
agcctctcga tataacctga
ctctgceccag tctggggctyg
tgttctggtt gcgctggecca
aaagaactac gggcagctdgg
gtaccccacc taccacaccc
ctatgagaag gtttctgcag

ggcagccact tctgecaact

tctcaattec
ctgatgccag
cttctcccca
tccagtttaa
acatttctga
ttaagttcag
tcaatgtcca
ataacctgac
ctggggctgg
cgctggceceat
ggcagctgga
accacaccca
tttctgcagg
ctgccaactt
cactcaggtt
aggtgggctg
tgtggaagct
gaggactggc
ggtctcccac

aggagacttc
attcctctct
aaatgttttt
ggccaggatc
acgacgtgga
cgatctcaga
gggtgccagyg
ttgtctatct
acatctttec
atgggegcta
gtaatggtgg
tgtaggggca

56

cagccaccac
tagcactcac
gttgtctact
ttcectetetyg
aatgtttttg
gccaggatct
cgacgtggag
gatctcagac
ggtgccaggce
tgtctatctc
catctttcca
tgggcgctat
taacggtggc
gtagggcacg
cttcaggcca
ctcacagcct
catgtgggcc
ccagagagcc

tg

ggctacccag
dgaagatccc
gcagatttat
tgtggtggta
gacacagttc
cgtcagegtg
ctggggcatc
cattgccttg
agcccgggat
tgtgcceect
cagcagectc

cgtcgec

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1132

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
717
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<210> 25
<211> 2487
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 25

ctcgacccac
cccegggetc
ccecgggcetc
ccecegggetc
ccecegggetc
cccegggctc
cccegggetce
cccegggetce
ccecegggetce
cceccgggetc
cccegggctc
cccegggetce
cccegggete
cccegggetc
ccecegggetc
cccegggetc
cccegggetc
ccecegggetce
cccegggetc
cccegggetc
ccccgggetc
ccttgggcetc
gctcagettc
gcaagagcac
gccatageac
cctccaatca

ttcacatttc

gcgtccgetce
caccgccccec
caccgeccec
caccgccececc
caccgcecec
caccgceccc
caccgcecec
caccgeeccc
caccgccecc
caccgeeece
caccgeccec
caccgeececc
caccgeecec
caccgeceecc
caccgecccc
caccgeecce
caccgccecc
caccgecece
caccgceccc
caccgeeccc
caccgecccc
caccgcecect
tactctggtg
tccattctca
caagactgat
cagcacttct

aaacctccag

gacccacgceg
ccagcccacg
ccagccceacg
ccagcccacg
ccagcccacyg
ccagceeacg
ccagcccacg
ccagcccacg
ccagcccacg
ccagcccacg
ccagcccacg
ccagcccacg
ccagcccacg
ccagcccacg
ccagcccacg
ccagccecacg
ccagcccacg
ccagceccacy
ccagcccacg
ccagcccacg
ccagcccatg
ccagtccaca
cacaacggca
attcccagec
gccagtagea
ccccagttgt

ttrrtaattcct
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tcecgeacctc
gtgtcacctc
gtgtcacctc
gtgtcacctc
gtgtcacctc
gtgtcacctc
gtgtcacctc
gtgtcacctc
gtgtcacctc
gtgtcacctc
gtgtcacctc
gtgtcacctc
gtgtcacctc
gtgtcacctc
btgtcacctc
gtgtcacctc
gtgtcacctc
gtgtcacctc
gtgtcacctc
gtgtcacctc
gtgtcacctc
atgtcacctc
cctctgecag
accactctga
ctcaccatag
ctactggggt

ctctggaaga

ggceceggac
ggcceceggac
ggcecececggac
ggccecggac
ggcccecggac
ggccccggac
ggcecccggac
ggcececcggac
ggceceggac
ggccccggac
ggccecggac
ggccecggac
ggcceccggac
ggcceccggac
ggccccggac
ggcecccggac
ggccccggac
ggceecggac
ggcceecggac
ggccccggac
ggcceeggac
ggcctcaggc
ggctaccaca
tactcctacc
ctcggracct
ctetttcttt

tcccageacc

57

accaggcecgg
accaggccegg
accaggccgg
accaggceegg
accaggccgg
accaggcecegg
accaggccgg
accaggccgg
accaggccgg
accaggccgg
accaggcegy
accaggccgg
accaggccgyg
accaggccgg
accaggccgg
accaggecgg
accaggecag
accaggccgg
accaggccgg
accaggccgg
aacaggcccg
tctgcatcag
accccagcca
acccttgeca
cctctcacct
ttcctgtett

gactactacc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
9260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
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aagagctgca
tgggcctcte
tccgagaagg
aagcagcctc
ctttctctge
tctgtgttct
gccgaaagaa
gcgagtaccc
gcccctatga
cagtggcagc
agtgccattc
gtgagctggg
ggacacttct

tgtgggggct
gactgaataa

gagagacatt
caatattaag
taccatcaat
tcgatataac
ccagtctggg
ggttgcgctg
ctacgggcag
cacctaccac
gaaggtttct
cgcttctgcece
cactccactc
agttcaggtg
cagtgtgtgg
cccaggagga

aacgtggtct

tctgaaatgt
ttcaggccag
gtccacgacg
ctgacgatct
gctggggtgc
gccattgtct
ctggacatct
acccatgggc
gcaggtaacg
aacttgtagg
aggttcttca
ggctgctcac
aagctcatgt
ctggcccaga

cccactg
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ttttgcagat
gatctgtggt
tggagacaca
cagacgtcag
caggctgggyg
atctcattgc
ttccageccg
gctatgtgcec
gtggcagcag
gcacgtcgec
dggccagagcc
agcctecttce
gggcccctga
gagccctgag

ttataaacaa
ggtacaattg
gttcaatcag
cgtgagtgat
catcgcgctg
cttggctgtc
ggatacctac
ccctagcagt
cctctcttac
gctgagctga
cctgcaccct
agaggcccca
ggctcatgcc
atagcgggga

58

gggggttttc
actctggect

tataaaacgg
gtgccatttc
ctggtgctgg
tgtcagtgcc
catcctatga
accgatcgta
acaaacccag
gtggccagec
gtttgggctg
ccaatttctc
tgggaagtgt
tcctgaactg

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2487
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Reivindicaciones

1.

Un método in vitro para estimular la proliferacion o mejorar la proliferacion de células madre o células progenitoras
mediante la activacion del receptor MUC1 en las células, en donde el receptor MUCL1 es un producto de escision
qgue comprende una cola citoplasmatica, una porcion de transmembrana y un dominio extracelular que se escinde,
en donde el dominio extracelular del producto de escisién de MUCL1 es la secuencia peptidica definida en la SEQ
ID NO:10 y todas las variantes funcionales y fragmentos de estos que tienen cualquier valor entero de adiciones o
deleciones de aminoacidos de hasta 20 en su extremo N-terminal y/o C-terminal.

El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la activacion se lleva a cabo mediante el contacto de las
células con:

(i) un agente que multimeriza la secuencia peptidica definida en la SEQ ID NO: 10; o

(i) un ligando que se une a la secuencia peptidica definida en la SEQ ID NO: 10.

El método de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde el receptor MUC1 es activado por un agente de
multimerizacién del receptor MUCL1.

El método de acuerdo con reivindicacion 3, en donde el agente de multimerizacion es bivalente.
El método de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el agente bivalente:

a) reconoce una porcion de la secuencia peptidica definida en la SEQ ID NO: 10;

b) es un compuesto sintético;

¢) esun ligando dimérico de MUC1; o

d) es un anticuerpo.

El método de acuerdo con reivindicacion 2, en donde el agente es un ligando de MUC1, que es NM23.
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Figura 10
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Figura 12
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Figura 14
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