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DESCRIPCION
Composicion de ADN contra el antigeno tumoral estromal FAP y métodos de utilizacion de la misma.
Campo de lainvencién

La presente invencién se refiere a composiciones de acido desoxirribonucleico (ADN) codificantes de moléculas
adecuadas que resulten eficaces para inducir una respuesta inmunitaria contra las células fibroblasticas estromales
en los tumores. Mas particularmente, la presente invencion se refiere a composiciones de ADN codificantes del
antigeno estromal conocido como la proteina de activacion fibroblastica (FAP). La presente invencion se refiere
asimismo a métodos de utilizaciéon de la composicion de ADN para inhibir el crecimiento tumoral y las metastasis
tumorales y para incrementar la incorporacion celular de los agentes quimioterapéuticos.

Antecedentes de lainvencion

Es cada vez mas claro que los antigenos tumorales son dianas evasivas para la terapia del cancer. Lo anterior
puede explicarse a partir una diversidad de caracteristicas que son Unicas de las células tumorales, incluyendo las
mutaciones de sus antigenos y una presentacion inadecuada de los mismos debido a la regulaciéon negativa de la
expresion del antigeno de MHC. Ademas, los defectos en las rutas de sefializaciéon de la apoptosis, asi como la
regulacién positiva de los inhibidores de apoptosis, tales como la survivina, XIAP o los miembros antiapoptéticos de
la familia de bcl-2, no sélo proporcionan resistencia frente a la eliminacién mediada por células T, sino también un
efecto inductor de la apoptosis de los agentes quimioterapéuticos.

Existe un reconocimiento creciente de que el compartimiento estromal desempefia un papel crucial en la
tumorigénesis y en la invasion tumoral. Se ha demostrado que las células estromales estimulan la transformacion de
las células epiteliales normales y que intercambian factores de crecimiento, citoquinas y quimioatrayentes para
activar la matriz extracelular circundante y para inducir la seleccion y expansion de las células neoplasicas. En un
estudio, las células tumorales inyectadas en los ratones en forma de una suspension se indica que no son
tumorigénicas, mientras que la inyeccion de fragmentos de tumores solidos que contienen su estroma se indica que
condujo al crecimiento tumoral (ver Singh et al., J. Exp. Med. 175:139-146, 1992). La matriz extracelular activada
aparentemente proporciona quimiorresistencia mediada por las integrinas B1, las cuales se adhieren a la
fibronectina, conduciendo a la activacion de la tirosina quinasa estimulada por integrina 31, que a su vez suprime la
apoptosis inducida por quimioterapia. Se ha informado de este fendmeno en células de mieloma sensibles a la
doxorrubicina, las cuales desarrollan resistencia tras adherirse a la fibronectina. Algunos informes recientes indican
que el rechazo tumoral puede conseguirse mediante modulacion de los fibroblastos estromales tumorales o
distribuyendo la red estromal tumoral. Ademas, los macrofagos y fibroblastos asociados a tumor se informa que
contribuyen al ambiente inmunosupresor local debido a su capacidad de sintetizar proteinas, tales como VEGF,
TGF-B1 e IL-10. EI VEGF funciona como inhibidor de la maduracién de las células dendriticas y de esta manera
conduce a células T tolerantes. El VEGF también es un factor primario implicado en la angiogénesis tumoral. La
activacion del VEGF conduce a la regulacion positiva de la survivina y de muchas otras proteinas inhibidoras de la
apoptosis en las células endoteliales tumorales, protegiéndolas de los efectos apoptoticos de la quimioterapia. En
contraste, la inhibicion de TGF-B1 puede resultar en la erradicacion tumoral y en la proteccion frente a la metastasis.
IL-10 inhibe la maduraciéon de las células dendriticas y de esta manera suprime las respuestas antitumorales
mediadas por las células Th1. Este efecto desplaza las células dendriticas hacia respuestas inmunitarias humorales
ineficaces.

Los fibroblastos son células del tejido conectivo que secretan una matriz extracelular rica en colageno y en otras
macromoléculas. Los fibroblastos en el estroma tumoral (es decir, el tejido de soporte al tumor) sintetizan proteina
de activacion fibroblastica (FAP), una proteina transmembranal de tipo Il que funciona como serina proteasa. FAP se
sobreexpresa selectivamente en mas del 90% de los fibroblastos estromales asociados a carcinomas de colon,
mama y pulmén. La sobreexpresion transitoria de FAP también puede observarse durante la cicatrizacion de heridas
y en algunos tejidos mesenquimales fetales. Ademas, dicho enzima se informa que corta la gelatina y el colageno de
tipo I, y se cree que participa en el remodelado de la matriz extracelular. Se informa de que la sobreexpresion de
FAP conduce a la estimulacion del crecimiento tumoral e incrementa el potencial metastasico, mientras que el
tratamiento con anticuerpos anti-FAP inhibe el crecimiento tumoral. Ademas, la expresion estromal tumoral de
colageno de tipo I, que es producido principalmente por los fibroblastos, presenta una correlacion inversa con la
incorporacion intratumoral de diversos compuestos, incluyendo agentes quimioterapéuticos, sosteniendo de esta
manera la participacion del compartimiento estromal en la resistencia a la quimioterapia.

Se han utilizado vacunas para proporcionar una proteccion a largo plazo frente a varias enfermedades mediante la
administracion muy limitada de un agente profilactico que estimula el sistema inmunitario de un organismo a la
destruccion de patégenos de la enfermedad antes de que puedan proliferar y provocar un efecto patoldgico. Se
describen diversos enfoques a las vacunas y vacunaciones en Bernard R. Glick y Jack J. Pasternak, Molecular
Biotechnology, Principles and Applications of Recombinant DNA, segunda edicién, ASM Press, paginas 253 a 276,
1998.
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La vacunacién es un medio para inducir que el propio sistema inmunitario del cuerpo busque y destruya un agente
infeccioso antes de que provoque una respuesta patoldgica. Tipicamente las vacunas son agentes infecciosos (virus
0 bacterias) vivos, aunque atenuados, o una forma muerta del agente. Una vacuna que consista de bacterias o virus
vivos debe ser no patogénica. Tipicamente un cultivo bacteriano o virico se atenda (debilita) mediante tratamiento
fisico o quimico. Aunque el agente es no virulento, todavia puede inducir una respuesta inmunitaria en un sujeto
tratado con la vacuna.

Una respuesta inmunitaria resulta inducida por antigenos, que pueden ser macromoléculas especificas 0 un agente
infeccioso. Estos antigenos son generalmente proteinas, polisacaridos, lipidos o glucolipidos, que resultan
reconocidos como "foraneos" por los linfocitos conocidos como células B y células T. La exposicién de ambos tipos
de linfocito a un antigeno induce unas rapidas divisién celular y respuesta de diferenciacién, resultando en la
formacién de clones de los linfocitos expuestos. Las células B producen células plasmaticas, que a su vez producen
proteinas denominadas anticuerpos (Ab), que se unen selectivamente a los antigenos presentes sobre el agente
infeccioso, neutralizando o inactivando de esta manera el patégeno (inmunidad humoral). En algunos casos, las
células B requieren la ayuda de las células T ayudantes CD4.

El clon de células T especializadas que se forma en respuesta a la exposicion al antigeno es un linfocito T citotdxico
(CTL), que es capaz de unirse y eliminar patégenos y tejidos que presentan el antigeno (inmunidad celular o
mediada por células). En algunos casos, una célula presentadora de antigeno (APC), tal como una célula dendritica,
envolvera un patdgeno u otra célula foranea mediante endocitosis. La APC seguidamente procesa los antigenos de
las células y presenta estos antigenos en forma de un complejo de molécula de histocompatibilidad:péptido al
receptor de células T (TCR) sobre las CTL, estimulando de esta manera una respuesta inmunitaria.

La inmunidad humoral, caracterizada por la formacion de anticuerpos especificos, generalmente resulta mas eficaz
contra infecciones bacterianas agudas e infecciones repetidas de virus, mientras que la inmunidad mediada por
células resulta mas eficaz contra la infeccion virica, la infeccion bacteriana intracelular crénica y la infeccion fungica.
La inmunidad celular también es conocido que protege frente a determinados canceres y es responsable del rechazo
de los trasplantes de érganos.

Los anticuerpos de antigenos de infecciones anteriores siguen siendo detectables en la sangre durante periodos de
tiempo muy largos, proporcionando de esta manera un medio para determinar la exposicion previa a un patégeno.
Tras la reexposicion al mismo patdgeno, el sistema inmunitario impide eficazmente la reinfeccion mediante la
eliminacion del agente patogénico antes de que pueda proliferar y producir una respuesta patogénica.

La misma respuesta inmunitaria que resultaria inducida por un patégeno en ocasiones puede ser producida por un
agente no patogénico que presente el mismo antigeno que el patégeno. De esta manera, el sujeto puede protegerse
frente a la exposicion posterior al patdgeno sin que se haya enfrentado previamente a la infeccion.

Sin embargo, no todos los agentes infecciosos pueden cultivarse e inactivarse con facilidad, tal como se requiere
para la formulacién de una vacuna. Las técnicas modernas de ADN recombinante han permitido construir nuevas
vacunas, buscando superar dicha limitacion. Pueden crearse agentes infecciosos que no presentan los genes
patogénicos, permitiendo de esta manera utilizar como vacuna una forma viva no virulenta del organismo. También
resulta posible construir un organismo relativamente no patogénico, tal como E. coli, para presentar los antigenos de
superficie celular de un portador patogénico. El sistema inmunitario de un sujeto vacunado con dicho portador
transformado se "engafa" para que produzca anticuerpos contra el patdgeno. Las proteinas antigénicas de un
agente patogénico pueden modificarse y expresarse en una especie no patogénica, y las proteinas antigénicas
pueden aislarse y purificarse para producir una "vacuna de subunidades". Las vacunas de subunidades presentan la
ventaja de ser estables, seguras y quimicamente bien definidas; sin embargo, su produccion puede presentar un
coste prohibitivo.

En los ultimos afios ha surgido un nuevo enfoque a las vacunas, denominado ampliamente "inmunizacién genética".
En este enfoque, un acido nucleico (polinucleétido) codificante de un antigeno de un agente patogénico se inserta
operablemente en las células en el sujeto que debe inmunizarse. Las células tratadas, preferentemente células
presentadoras de antigenos (APC), tales como las células dendriticas, se transforman y producen las proteinas
antigénicas del patégeno. Estos antigenos producidos in vivo seguidamente pueden desencadenar la respuesta
inmunitaria deseada en el huésped. El material genético utilizado en dichas vacunas genéticas puede ser un
constructo de ADN o de ARN. Con frecuencia, el polinucleétido codificante del antigeno se introduce en combinacién
con otras secuencias polinucleétidas promotoras para incrementar la insercion, replicacion o expresion del gen.

Las vacunas de ADN codificantes de genes de antigeno pueden introducirse en las células huésped del sujeto
mediante una diversidad de sistemas de administracion. Entre estos sistemas de administracién se incluyen los
sistemas de administracion procariéticos y viricos. Por ejemplo, un enfoque es utilizar un vector virico, tal como el
virus Vaccinia, que incorpore el nuevo material genético para inocular las células huésped. Alternativamente, el
material genético puede incorporarse en un vector plasmido o puede administrarse directamente en las células
huésped en forma de polinucledtido "desnudo"”, es decir, simplemente como ADN purificado. Ademas, el ADN puede
transfectarse establemente en bacterias atenuadas, tales como Salmonella typhimurium. Al vacunar oralmente un
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paciente con la Salmonella transformada, las bacterias se transportan a las placas de Peyer en el intestino (es decir,
tejidos linfoides secundarios), que seguidamente estimulan una respuesta inmunitaria.

Las vacunas de ADN proporcionan una oportunidad de inmunizacion frente a enfermedades que no son causadas
por patégenos tradicionales, tales como enfermedades genéticas y el cancer. Tipicamente, una vacuna genética
para el cancer introduce en las APC un gen que codifica un antigeno, y las APC transformadas de esta manera
producen antigenos de un tipo especifico de célula tumoral. Una vacuna general eficaz contra varios tipos de cancer
puede implicar, de esta manera, numerosas vacunas individuales para cada tipo de célula cancerosa contra la que
se debe inmunizar.

Sigue existiendo una necesidad de una composicion de ADN generalmente eficaz, tal como una vacuna, para la
inmunizacién contra diversas formas de cancer. La presente invencion satisface esta necesidad.

Sumario de lainvencién

Una composicion de ADN eficaz para inhibir el crecimiento tumoral y las metastasis tumorales que comprende un
constructo de ADN que codifica por lo menos un epitopo de proteina de activacion fibroblastica (FAP), que es
expresable en células inmunitarias de un sujeto en el que se ha administrado el constructo de ADN. El constructo de
ADN se incorpora en un portador farmacéuticamente aceptable. La composicion puede codificar un Unico epitopo de
FAP, un polipéptido que comprende dos o mas epitopos de FAP, la proteina FAP completa, o cualquier parte de la
misma que induzca la respuesta inmunitaria deseada contra células tumorales estromales. Preferentemente, el
constructo de ADN codifica FAP humana que presenta la secuencia de residuos aminoacidos que consiste de la
secuencia SEC ID n° 2 6 una proteina que presenta una similitud de secuencias de por lo menos 80% con la SEC ID
n°® 2 y que incluye por lo menos un epitopo de FAP.

El constructo de ADN puede ser un constructo de ADN desnudo, preferentemente en forma de un plasmido. Dichos
constructos de ADN desnudo pueden incorporarse en un vehiculo de administracion de liposomas, un vehiculo de
administracion polimérico, mediante electroporacion, con pistola génica y similares, si se desea. En algunas formas
de realizacién preferidas, el constructo de ADN se incorpora en un vector virico atenuado o en un vector bacteriano
atenuado.

En una forma de realizacion preferida, el constructo de ADN se incorpora en un vector bacteriano atenuado, tal
como una Salmonella typhimurium atenuada, mas preferentemente la cepa doblemente atenuada (AroA’, dam’) de
Salmonella typhimurium.

Opcionalmente, la composicion de ADN también puede comprender un constructo de ADN codificante de una
proteina efectora inmunitaria, tal como una citoquina. Entre las citoquinas preferentes se incluyen CCL21, IL-2 y
CDA40LT.

Las composiciones de ADN de la presente invencion pueden actuar como vacunas dirigidas al antigeno fibroblastico
tumoral estromal FAP, que sirve como diana para la inmunoterapia del cancer mediada por células T. Los
fibroblastos estromales son células no transformadas presentes en el ambiente tumoral, que proporcionan soporte al
crecimiento del tumor. El enfoque de utilizar como diana FAP expresada por células fibroblasticas estromales
presenta varias ventajas frente a las terapias dirigidas contra antigenos que Unicamente expresan las células
tumorales. En primer lugar, los fibroblastos estromales son genéticamente mas estables que las poblaciones
celulares tumorales heterogéneas de mutacién frecuente. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, la expresion
del antigeno diana sigue siendo mas estable y sirve como diana mas fiable para la inmunoterapia. En segundo lugar,
la presentacion de antigeno por los fibroblastos estromales al complejo de receptor de células T no resulta alterada
por la regulacion negativa de la expresién de antigeno del MHC, tal como ocurre con frecuencia en las células
tumorales. En tercer lugar, las células tumorales con frecuencia adquieren resistencia a la eliminacion mediada por
células T debido a defectos en la rutas de sefalizacion de la apoptosis, la regulacion positiva de las proteinas
antiapoptéticas o los efectos inmunosupresores de las CTL. Ademas, con la diana en FAP, que se sobreexpresa
especificamente en el compartimiento estromal en mas de 90% de los carcinomas de colon, mama y pulmon,
permite producir una composicién terapéutica para tratar varios tumores malignos diferentes, en contraste con las
terapias que incluyen antigenos que Unicamente expresan tipos tumorales especificos.

En una forma de realizacion preferida, las composiciones de ADN de la presente invencion rompen la tolerancia
periférica de las células T frente al autoantigeno FAP mediante la administracion de su ADNc en forma de una
composicion oral de ADN con un vector de administracion bacteriano atenuado (por ejemplo una cepa atenuada de
Salmonella typhimurium) a células presentadoras de antigenos en un érgano linfoide secundario, es decir en las
placas de Peyer del intestino delgado. En un enfoque profilactico, la respuesta inmunitaria antitumoral mediada por
células T inducida por la vacunacién con una composicién de ADN de la invencion inhibié el crecimiento tumoral en
dos modelos de tumor murino diferentes: en carcinoma de colon CT26 resistente a miltiples farmacos y en
carcinoma de mama D2F2 resistente a multiples farmacos. Las presentes composiciones de ADN también
suprimieron significativamente la diseminacién de las metastasis pulmonares establecidas en un modelo terapéutico
de carcinoma de colon CT26.
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Una composicién de ADN preferente comprende un portador atenuado de Salmonella, que es la cepa doblemente
atenuada de S. typhimurium denominada RE 88 y que incluye las mutaciones dam  y AroA’, disponibles de
Remedyne Corporation (Santa Barbara, CA). El portador Salmonella atenuado incluye ADN codificante de por lo
menos un epitopo de FAP que es expresable en células inmunitarias. La bacteria misma no expresa FAP sino que
mas bien transporta el ADN de FAP hasta las células inmunitarias (por ejemplo macréfagos y células dendriticas),
que a su vez expresan la FAP. Dichas composiciones pueden prolongar los efectos antitumorales durante hasta 10
meses y también pueden conseguir una acusada regulacién positiva de marcadores de activacion de las células T,
NK 'y DC en modelos murinos. Ademas, algunos experimentos in vivo de reduccion de las células T han apuntado a
una participaciéon de Unicamente las células T CD8" pero no de las células T CD4". El efecto citotéxico in vitro
mediado por las células T CD8" se dirigen especificamente contra células diana que sobreexpresan el antigeno
FAP. Por ejemplo, en un experimento de prueba de concepto, las células T CD8" de ratones vacunados con una
composicion de la invencién indujeron in vitro la lisis citotdxica de células tumorales manipuladas para sobreexpresar
FAP, lo que indica una respuesta inmunitaria especifica contra FAP. Inesperadamente, aunque también se ha
observado que FAP puede sobreexpresarse transitoriamente durante la cicatrizacién de heridas, no se observd
ninguna alteracién de la cicatrizacion de heridas provocada por la vacunacion con las composiciones de ADN de la
invencion.

Las composiciones de ADN de la presente invencion también pueden incorporar constructos de ADN que codifican
moléculas efectoras inmunitarias como adyuvantes para la composicion. Entre dichas moléculas efectoras
inmunoldgicas se incluyen, por ejemplo, IL-2, un inductor de la proliferacion de las células, CCL21, una quimoquina
que atrae quimicamente las células dendriticas maduras y células T no expuestas, y CD40LT, un inductor conocido
de la maduracion de las células dendriticas. Los acidos nucleicos codificantes de la proteina efectora inmunitaria
preferentemente se incorporan en un plasmido. Los constructos de FAP y ADN de proteina efectora inmunitaria
pueden incorporarse en el mismo plasmido o en dos plasmidos separados. La respuesta de CTL inducida contra los
fibroblastos tumorales estromales puede inhibir el crecimiento de una diversidad de tumores y no es especifica de un
tipo tumoral particular.

La presente invencion proporciona ademas un método para inhibir el crecimiento tumoral y las metastasis tumorales
en un mamifero, que comprende administrar en un mamifero una composicién de ADN de la invencién en una
cantidad suficiente para inducir una respuesta inmunitaria contra las células tumorales estromales que presentan el
antigeno FAP.

Otro aspecto de la presente invencion es un régimen terapéutico de una combinacion eficaz que implica administrar
un agente quimioterapéutico conjuntamente con una composicion de ADN de la invencion. En dicha forma de
realizacion de un método de la presente invencion, diversos agentes quimioterapéuticos tales como doxorrubicina,
paclitaxel y/o ciclofosfamida, que no provocan la supresion de la médula ésea al administrarlos a la dosis maxima
tolerable (DMT), se administran en el paciente conjuntamente con una composicion de ADN de la invenciéon que
comprende un constructo de ADN que codifica FAP o una parte inmunogénica de la misma. La combinacién de una
composicion de ADN de FAP de la invencién con dicho farmacos ofrece una ventaja adicional, que es la regulacién
negativa de la expresién del colageno de tipo | y en consecuencia la mayor incorporacion intratumoral de diversos
agentes quimioterapéuticos y de otros compuestos. Las composiciones de ADN de la presente invencién conducen
a una mayor incorporacion por parte de las células tumorales de una diversidad de moléculas, incluyendo, aunque
sin limitarse a ellos, los agentes quimioterapéuticos antitumorales. Por ejemplo, el pigmento de bajo peso molecular
fluoresceina (376 Da), el compuesto de alto peso molecular albumina-azul de Evans (68.500 Da) y el agente
quimioterapéutico antitumoral 5-fluorouracilo (5-FU, 130 Da), fueron todos incorporados por células tumorales a
niveles mucho mayores en ratones tratados con una composicion de ADN del a invencion que los ratones tratados
con una composicion de control inactiva. La combinacién de una composicion de ADN de la invencién y el farmaco
antitumoral doxorrubicina indujo el rechazo completo de tumores de mama cultivados ortotopicamente en 50% de los
ratones tratados con la presente terapia de combinacion. El rechazo completo de los tumores no se observo en los
ratones tratados con una composicion de ADN sola o de doxorrubicina sola.

Un método preferido proporciona medios para incrementar la incorporacién de un agente quimioterapéutico en un
mamifero. EI método comprende administrar en un mamifero una composicién de ADN de la invencién en una
cantidad suficiente para inducir una respuesta inmunitaria contra células en el mamifero que presentan el antigeno
FAP y después administrar en el mamifero una cantidad eficaz de un agente quimioterapéutico.

Otra forma de realizacién preferida de método es un método de inhibicion del crecimiento tumoral o de las
metastasis tumorales en un mamifero, que comprende las etapas de administrar en un mamifero una composicion
de ADN de la invencién en una cantidad suficiente para inducir una respuesta inmunitaria contra células en el
mamifero que presentan el antigeno FAP y posteriormente administrar en el mamifero una cantidad eficaz
antitumoral de un agente quimioterapéutico antitumoral.

Preferentemente, los mamiferos tratados mediante los métodos de la presente invencion son seres humanos.

En las formas de realizacion de métodos de la presente invencion, las composiciones de ADN pueden administrarse
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por via entérica, tal como mediante administracién oral, o por via parenteral, tal como mediante inyeccién o mediante
infusidn intravenosa. Preferentemente las composiciones se administran por via oral. Las composiciones pueden
empaquetarse en recipientes sellados y etiquetarse con informacion util para el médico para la administracion
efectiva de la composicion.

Las composiciones de ADN de la presente invencién resultan utiles para el tratamiento y la prevencion de varios
estados de enfermedad. Por ejemplo, un paciente que sufre cancer colorrectal, cancer de mama, cancer de pulmén,
y similares, puede beneficiarse de la inmunizacion con las composiciones de la presente invencion.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es una caracterizacion de un constructo de ADN de FAP murina y de lineas celulares tumorales
quimiorresistentes. El panel A ilustra un ADNc plasmidico codificante de la FAP murina completa, insertada en el
sitio EcoRI del vector pcDNA3.1/V5-His-TOPO (pFAP). El panel B muestra que la expresion de la proteina FAP se
demostré mediante transferencia western tras la transfeccion transitoria de las células CT26. El panel C muestra
células de carcinoma de colon CT26 y de mama D2F2 tratadas con diversos agentes quimioterapéuticos a las
concentraciones indicadas. Tras 48 horas de incubacion, se evalud la apoptosis nuclear mediante tincion con el
pigmento Hoechst-33342. Las barras indican medias mas desviacion estandar de 3 ensayos.

Las figs. 2a a 2c ilustran el efecto de la composicion de ADN basada en FAP sobre el crecimiento tumoral. Contexto
profilactico: 10 dias después de las ultimas 3 vacunaciones a intervalos de 1 semana, llevadas a cabo tal como se
indica en la seccién de Materiales y Métodos, se retaron ratones BALB/c (n=8) mediante inyeccion subcutanea (s.c.)
con una dosis letal de 3x10* células CT26 (figura 2a) u ortotopicamente (0.t.) con una dosis letal de 3x10° células
D2F2 (figura 2b). Se ilustra el crecimiento tumoral medio de 8 ratones, media + SE, P<0,01. Contexto terapéutico: en
primer lugar los ratones BALB/c (n=8) recibieron inyecciones intravenosas (i.v.) de 10° células CT26 y se trataron 3 y
10 dias después, tras el establecimiento de metastasis pulmonares. Tras 18 dias, se extirparon los pulmones y se
pesaron (el peso pulmonar normal era de aproximadamente 0,2 g), se examinaron para metastasis y se puntuaron
en una evaluacion visual. Se evalud el porcentaje de superficie pulmonar cubierto con metastasis fusionadas, del
modo siguiente: 0=0%, 1=<20%, 2=20 a 50%>, 3=>50%, P<0,01 (figura 2c).

La figura 3 ilustra la citotoxicidad inducida por las células T CD8". (A) Se ilustra el efecto sobre la duracién de vida,
de la reduccidon mediada por anticuerpos durante la etapa efectora en ratones tratados (* indica significancia
estadistica en comparacién con el grupo de control, p<0,01). (B) Se purificaron células T CD8" a partir de bazos de
ratones tratados, estimulados con células diana tumorales irradiadas con rayos y y después se incubaron durante 48
horas con células CT26 transfectadas con pGFP o con pGFP/pFap. Se evalud la apoptosis nuclear mediante tincion
con el pigmento Hoechst-33342, del modo siguiente: estadio 0 de apoptosis nuclear: apoptosis nula; estadio 1:
condensacion a gran escala de la cromatina; estadio 2a: fragmentacion de la cromatina; estadio 2b: cuerpos
apoptoticos. (C, D) Los esplenocitos de ratones inmunizados con pFap y con vector vacio (n=3) se estimularon
durante 5 dias con fibroblastos A31 transfectados con pFap y después se sometieron a un ensayo de liberacion de
cr, (D) Se coincubaron células efectoras y células diana con anticuerpos anti-MHC de clase | (media + SD, * indica
significancia estadistica en una comparacion con el vector vacio, p<0,05). (E) Analisis de FACS de suspensiones de
células individuales de tumores CT26 de ratones tratados (n=2) y tefiidos con anticuerpos PerCP-Cy5.5 anti-CD3" y
FITC anti-CD8". Se ilustra uno de los dos experimentos. (F) Secciones representativas de tumores CT26 de ratones
tratados con pFap y con vector vacio y tefiidos con anticuerpos FITC anti-CD8 y tincion nuclear DAPI.

La figura 4 demuestra la expresion de FAP/colageno de tipo | y la incorporacion intratumoral de
fluoresceina/albumina/5-FU. (A) Andlisis inmunohistoquimico de la expresion de FAP (panel superior) y de colageno
de tipo | (panel inferior) en tumores CT26 s.c. de ratones tratados. (B) Inmunotransferencias de FAP y colageno de
tipo | en tumores CT26 s.c. de ratones tratados. (C, D, E) Los graficos de barras indican medias + SE de las
mediciones de densidad optica o de centelleo de homogenados de tumores CT26 s.c. procedentes de ratones
BALB/c tratados (n=4) tras la inyeccion i.p. de fluoresceina, la inyeccion i.v. de albumina-azul de Evans o la
inyeccion i.v. de C-5-fluorouracilo. P<0,05, P<0,01 y P<0,05, respectivamente.

La figura 5 ilustra los efectos antimetastasicos de una terapia combinada biolégica y quimioterapéutica y los efectos
secundarios. (A) Contexto profilactico: 10 dias después de la tltima de las 3 vacunaciones a intervalos de 1 semana
con vacuna de control, PBS o vacuna de la invencion, se retaron ratones BALB/c (n=8, media + SE) o.t. con 3x10°
células D2F2. Tras 5, 10 y 15 dias, los ratones indicados se trataron con doxorrubicina. (B) Contexto terapéutico: 5
dias después de la inyeccion i.v. de 10° células tumorales D2F2, los ratones BALB/c (n=8) se trataron semanalmente
con vacuna pFap o vacuna de control. Un dia después de cada inmunizacion, los ratones se trataron con
doxorrubicina i.v. tal como se indica (* ilustra una significancia significativa en comparacién con el grupo de control,
p<0,0001, ** ilustra significancia en comparacién con los grupos de control, control/Dox, pFap y pFap/Dox,
p<0,0001).

Figura 6 (A) Concentracion intratumoral de doxorrubicina: los ratones BALB/c tratados (n=4) se retaron s.c. con
5x10° células D2F2 y tras 16 dias se determind la concentracion de doxorrubicina en lisados tumorales agrupados,
mediante CL-EM (representativo de dos experimentos, media + SD, p<0,0001). (B) Se realizaron heridas circulares
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de 3 mm de diametro en la parte superior de la espalda de los ratones tratados (n=4) y se midi6é el tiempo medio
transcurrido hasta el cierre completo de la herida (media £ SD).

La figura 7 muestra la secuencia de nucleétidos (SEC ID n° 1) de un acido nucleico codificante de la FAP humana.
La figura 8 ilustra la secuencia de residuos aminoacidos de la FAP humana (SEC ID n° 2).

La figura 9 muestra la secuencia de nucledétidos (SEC ID n° 3) de un acido nucleico codificante de la FAP murina.
La figura 10 muestra la secuencia de residuos aminoacidos de la FAP murina (SEC ID n° 4).

La figura 11 muestra la secuencia de nucleétidos (SEC ID n° 5) de un acido nucleico codificante de IL-2.

La figura 12 muestra la secuencia de residuos aminoacidos de la IL-2 humana (SEC ID n° 6).

La figura 13 muestra la secuencia de nucleétidos (SEC ID n° 7) de un &cido nucleico codificante de la IL-2 murina.
La figura 14 muestra la secuencia de residuos aminoacidos de la IL-2 murina (SEC ID n° 8).

La figura 15 muestra la secuencia de nucleétidos (SEC ID n° 9) de un acido nucleico codificante de CCL21 humano.
La figura 16 muestra la secuencia de residuos aminoacidos de CCL21 humano (SEC ID n°® 10).

La figura 17 muestra la secuencia de nucleétidos (SEC ID n° 11) de un acido nucleico codificante de CCL21b
murino.

La figura 18 muestra la secuencia de residuos aminoacidos de CCL21b murino (SEC ID n° 12).
La figura 19 ilustra la similitud entre las secuencias de aminoacidos de CCL21 humano y CCL21b murino.

La figura 20 muestra la secuencia de nucleétidos (SEC ID n° 13) de un acido nucleico codificante de CCL21a
murino.

La figura 21 muestra la secuencia de residuos aminoacidos de CCL21a murino (SEC ID n°® 14).

La figura 22 muestra la secuencia de nucleétidos (SEC ID n° 15) de un acido nucleico codificante de CD40L
humano.

La figura 23 muestra la secuencia de residuos aminoacidos de CD40L humano (SEC ID n°® 16).
Descripcion detallada de las formas de realizacion preferidas

La presente invencion proporciona una composicion de ADN eficaz para inhibir el crecimiento tumoral o las
metastasis tumorales, con diana en el antigeno tumoral estromal conocido como proteina activadora de fibroblastos
(FAP). La composicion de ADN comprende un constructo de ADN que codifica por lo menos un epitopo de FAP, que
es expresable en células inmunitarias, y que se incorpora en un portador farmacéuticamente aceptable. El
constructo de ADN puede codificar un Unico epitopo de FAP, un polipéptido que comprende dos o mas epitopos de
FAP, la proteina FAP completa, o cualquier parte de la misma que induzca la respuesta inmunitaria deseada frente a
células que expresan FAP, tales como las células tumorales estromales. La respuesta inmunitaria inducida por las
composiciones de la invencion conduce a la inhibicion del crecimiento tumoral y a metastasis tumorales.

La expresion "constructo de ADN" tal como se utiliza en la presente memoria y en las reivindicaciones adjuntas se
refiere a una estructura de ADN que codifica una proteina o polipéptido de interés, tal como un epitopo de FAP, una
proteina FAP, IL-2, CCL21, y similares. Entre los constructos de ADN se incluyen cualesquier ADN que pueda
transcribirse en las células diana, incluyendo ADN lineal y ADN plasmidico, asi como ADN que ha sido incorporado
en el material genético de una célula o virus. Preferentemente, el constructo de ADN es un ADN que ha sido
incorporado en un vector de administracion virico o bacteriano, por ejemplo un vector virico o bacteriano atenuado
que es no patogénico. Al tratar un sujeto con una composicion de la invencion, el ADN codificante de FAP se
administra en células inmunitarias (por ejemplo macréfagos y células dendriticas) que seguidamente expresan la
proteina FAP. Los portadores viricos y bacterianos del ADN de FAP no expresan FAP por si mismos.

Las composiciones de ADN de la presente invencion estimulan la formacién de CTL que son activos contra células
que presentan el antigeno FAP, tales como las células tumorales estromales (por ejemplo las células fibroblasticas
estromales). Dichas células tumorales estromales son dianas que atraen selectivamente las CTL que se producen
en respuesta a la inmunizacién con las composiciones de ADN de la invencién. Las composiciones de la invencién
pueden reducir ademas la expresion tumoral estromal del colageno de tipo I, que a su vez incrementa la
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incorporacion de los agentes quimioterapéuticos.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "inmunidad" se refiere a la proteccidon inmunolégica a largo
plazo frente a células que expresan un antigeno. El término "inmunizacion" se refiere a la exposiciéon a un antigeno,
lo que resulta en inmunidad frente a las células que expresan el antigeno en el sujeto tratado.

La expresion "proteina FAP" se refiere a la FAP humana o a un polipéptido que presenta una similitud de secuencias
de por lo menos 80% respecto a la FAP humana y que incluye por lo menos un epitopo de la FAP humana. La
expresion "ADN de FAP" se refiere al ADN codificante de la FAP humana o codificante de un polipéptido que
presenta una similitud de secuencias de por lo menos 80% respecto a la FAP humana y que incluye por lo menos un
epitopo de la FAP humana.

Un constructo de ADN util en una composicion de ADN de la presente invencién preferentemente comprende un
acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende uno o mas epitopos de FAP y que se encuentra
operablemente ligado a elementos reguladores necesarios para la expresion génica en células inmunitarias.
Preferentemente, el constructo de ADN codifica una proteina FAP de longitud completa o un polipéptido que
presenta un grado elevado de similitud de secuencias, de por lo menos 80% con el mismo, y que incluye por lo
menos un epitopo de FAP. Entre los constructos de ADN utiles preferentemente se incluyen elementos reguladores
necesarios para la expresion de nucleétidos en las células inmunitarias. Entre dichos elementos se incluyen, por
ejemplo, un promotor, un codoén de inicio, un codon de parada y una sefial de poliadenilacion. Ademas, con
frecuencia se requieren intensificadores para la expresion de una secuencia que codifica una proteina diana
inmunogénica. Tal como es conocido de la técnica, dichos elementos preferentemente se encuentran operablemente
ligados a la secuencia que codifica la proteina deseada. Preferentemente se seleccionan los elementos reguladores
que son operables en la especie en la que deben administrarse. Preferentemente, el constructo de ADN se
encuentra en forma de plasmido o se incorpora en un vector virico o bacteriano. El constructo de ADN codificante de
la proteina FAP inicialmente puede incorporarse en un vector bacteriano mediante transfeccion, utilizando métodos
bien conocidos de la técnica. Posteriormente, las bacterias transformadas pueden cultivarse para proporcionar una
reserva lista para utilizar de bacterias, que incluya ADN de FAP dentro del material genético de las bacterias. Los
cultivos de dichas bacterias transformadas proporcionan una fuente facil de utilizar de las composiciones de ADN de
la presente invencion.

Los codones de inicio y los codones de parada preferentemente se incluyen como parte de una secuencia de
nucleotidos que codifica FAP en una composicion de ADN de la presente invencion. Los codones de inicio y de
parada deben encontrarse en el mismo marco de lectura que la secuencia codificante.

Los promotores y sefiales de poliadenilacion incluidos en una composicion de la presente invencion preferentemente
se seleccionan para que sean funcionales dentro de las células del sujeto que debe inmunizarse.

Entre los ejemplos de promotores utiles en las composiciones de la presente invencion, especialmente en la
produccién de una composicion de ADN de vacuna genética para seres humanos, se incluyen, aunque sin limitarse
a ellos, los promotores del virus 40 del simio (SV40), el promotor del virus del tumor mamario de ratén (MMTV), el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), tal como el promotor de la repeticion terminal larga (LTR) del VIH, el
virus de Moloney, el citomegalovirus (CMV), tal como el promotor temprano inmediato del CMV, el virus de Epstein-
Barr (EBV), el virus del sarcoma de Rous (RSV), asi como promotores de genes humanos, tales como la actina
humana, la miosina humana, la hemoglobina humana, la creatina muscular humana y la metalotioneina humana.

Entre los ejemplos de sefales de poliadenilacion utiles en las composiciones de ADN de la presente invencion,
especialmente en la produccion de una composicion de ADN para seres humanos, se incluyen, aunque sin limitarse
a ellos, las sefales de poliadenilacion del SV40 y las sefiales de poliadenilacion LTR.

Ademas de los elementos reguladores necesarios para la expresion de ADN, también pueden incluirse otros
elementos en la molécula de ADN. Entre dichos elementos adicionales se incluyen intensificadores. El intensificador
puede ser, por ejemplo, actina humana, miosina humana, hemoglobina humana, creatina muscular humana e
intensificadores viricos, tales como los de los virus CMV, RSV y EBV.

Las secuencias reguladoras y codones generalmente son dependientes de la especie, de manera que, a fin de
maximizar la produccion de proteina, las secuencias reguladoras y codones preferentemente se seleccionan para
que resulten efectivas en la especie que debe inmunizarse. El experto ordinario en la materia podra producir
constructos de ADN que son funcionales en una especie dada.

Los constructos de ADN utiles en las presentes composiciones pueden ser ADN "desnudo", tal como se define en
Restifo et al., Gene Therapy 7:89-92, 2000, la exposicion relevante de la cual se incorpora como referencia.
Preferentemente, el constructo de ADN se encuentra en forma de plasmido o ADN que se incorpora en el material
genético de un virus atenuado o de una bacteria atenuada. Entre los vehiculos de administracién o portadores utiles
se incluyen microcapsulas biodegradables, complejos inmunoestimuladores (ISCOM) y liposomas para constructos
de ADN desnudo, y diversos tampones fisioldgicamente aceptables para virus o bacterias vivos atenuados
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genéticamente manipulados.

Entre los ejemplos de vectores bacterianos vivos atenuados adecuados que pueden transformarse para incorporar
un constructo de ADN de FAP se incluyen Salmonella typhimurium, Salmonella typhi, especies de Shigella, especies
de Bacillus, especies de Lactobacillus, Bacille Calmette-Guerin (BCG), Escherichia coli, Vibrio cholerae, especies de
Campylobacter, especies de Listeria, o cualquier otro vector bacteriano adecuado, tal como es conocido de la
técnica. Preferentemente, el vector es un vector Salmonella typhimurium vivo atenuado, particularmente en el caso
de que la composicién esté destinada a la administracion oral. Entre las Salmonella typhimurium vivas atenuadas
preferentes se incluyen las cepas AroA’, tales como SL7207, o las cepas doblemente atenuadas AroA” dam’, tales
como RE88. El vector particularmente preferente es Salmonella typhimurium doblemente atenuado AroA” dam'.

Los métodos para transformar los vectores bacterianos vivos con un constructo de ADN exdgeno se encuentran bien
descritos en la técnica. Ver, por ejemplo, Joseph Sambrook y David W. Russell, Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, 3a edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 2001 (Sambrook y
Russell). Tras la transformacion, el material genético exdgeno se incorpora en el material genético de la bacteria, de
manera que, a medida que se reproduce la bacteria, se replica el ADN exégeno conjuntamente con el ADN nativo
del organismo. De esta manera, tras la transformacion de la bacteria, los procesos reproductivos normales del
organismo proporcionan un suministro continuo del ADN exdgeno.

Entre los vectores viricos preferentes se incluyen bacteriéfagos, virus herpes, adenovirus, virus adenoasociados,
virus Sindbis, virus polio, virus Vaccinia y Avipox. Los métodos para transformar un vector virico con un constructo
de ADN exdgeno también se encuentran bien descritos en la técnica. Ver Sambrook y Russell, anteriormente.

Los vehiculos portadores liposomicos que resultan utiles son las vesiculas unilamelares o multilamelares que
presentan una parte de membrana formada de material lipofilico y una parte acuosa interior. La parte acuosa se
utiliza en la presente invencion para contener el material polinucleétido que debe administrarse en la célula diana.
Resulta generalmente preferente que los materiales formadores de liposoma presenten un grupo catiénico, tal como
un grupo de amonio cuaternario, y uno o mas grupos lipofilicos, tales como grupos alquilo saturado o insaturado que
presentan entre aproximadamente 6 y aproximadamente 30 atomos de carbono. Se describe un grupo de materiales
adecuados en la publicacién de patente europea n° 0187702, y se comenta adicionalmente en la patente US n°
6.228.844 de Wolff et al., las exposiciones relevantes de las cuales se incorporan como referencia. En la literatura se
describen muchos otros compuestos lipidicos catidnicos formadores de liposoma adecuados. Ver, por ejemplo,
Stamatos et al., Biochemistry 27:3917-3925, 1988, y H. Eibl et al., Biophysical Chemistry 10:261-271, 1979.
Alternativamente, puede utilizarse una microesfera, tal como una microesfera biodegradable de polilactido-
coglicolido. Un constructo de acidos nucleicos se encapsula o acompleja de otro modo con el liposoma o
microesfera para la administracion del acido nucleico en un tejido, tal como es conocido de la técnica.

Entre otros vehiculos portadores utiles se incluyen microesferas poliméricas que comprenden materiales
poli(ortoéster) biodegradables, tal como describen Wang et al., Nat. Mater. 3(3):190-6, 2004, publicacion electr. 15
de feb., 2004, las exposiciones relevantes de las cuales se incorporan en la presente memoria como referencia.

Preferentemente, las composiciones para la presente invencion comprenden constructos de ADN que codifican FAP
humana o un homdlogo funcional de la misma. Los homdlogos funcionales de FAP preferentemente presentan una
similitud de secuencias de residuos aminoacidos de por lo menos aproximadamente 80% respecto a la FAP
humana, mas preferentemente de por lo menos aproximadamente 90%, todavia mas preferentemente una similitud
de secuencias de por lo menos aproximadamente 95% respecto a la FAP humana.

GenBank es una base de datos de secuencias genéticas del National Institutes of Health (NIH), que es una
coleccién comentada de todas las secuencias de ADN publicamente disponibles. GenBank es parte de la
International Nucleotide Sequence Database Collaboration, un esfuerzo conjunto del DNA DataBank of Japan
(DDBJ), la European Molecular Biology Laboratory (EMBL) y el GenBank en el National Center for Biotechnology
Information.

La secuencia de acidos nucleicos de un ADNc codificante de la FAP humana, SEC ID n° 1 (figura 7) ha sido
publicada en GenBank, n° de acceso B026250, la exposicién de la cual se incorpora como referencia en la presente
memoria. La secuencia de residuos aminoacidos correspondiente de la FAP humana es la SEC ID n° 2 (figura 8).

La secuencia de acidos nucleicos de un ADN codificante de la FAP murina, la SEC ID n° 3 (figura 9), ha sido
publicada en GenBank, n° de acceso BC019190, la exposicidn de la cual se incorpora en la presente memoria como
referencia. La secuencia de residuos aminoacidos correspondiente de la FAP murina es la SEC ID n° 4 (figura 10).
Debido a la degeneracion inherente del codigo genético, en la practica de la invencion pueden utilizarse otras
secuencias de ADN que codifican la secuencia de aminoacidos de la FAP humana. Entre estas secuencias de ADN
se incluyen también aquéllas que son capaces de hibridarse con la FAP humana.

Entre las secuencias de ADN que codifican la FAP humana que pueden utilizarse segun la invencién se incluyen los
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acidos nucleicos que presentan deleciones, adiciones o sustituciones de diferentes residuos nucleotidicos por los de
la SEC ID n° 1, resultando en una secuencia que codifica el mismo producto génico FAP. Las moléculas de ADN
codificantes de homdlogos funcionalmente equivalentes de la FAP humana también pueden utilizarse en las
composiciones de ADN de la presente invencion.

El producto génico codificado por el acido nucleico también puede contener deleciones, adiciones o sustituciones de
residuos aminoacidos dentro de la secuencia de residuos aminoacidos de FAP, lo que resulta en un cambio
silencioso, produciendo de esta manera una FAP funcionalmente equivalente. Dichas sustituciones de aminoacidos
pueden realizarse basandose en las similitudes de polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad y/o la
naturaleza anfipatica de los residuos implicados. Por ejemplo, entre los aminoacidos de carga negativa se incluyen
el acido aspartico y el acido glutamico; entre los aminoacidos de carga positiva se incluyen la lisina y la arginina;
entre los aminoacidos con grupos de cabeza polar sin carga que presentan valores de hidrofilicidad similares se
incluyen los siguientes: leucina, isoleucina, valina, glicina, alanina, asparagina, glutamina, serina, treonina,
fenilalanina y tirosina. Tal como se utiliza en la presente memoria, una FAP funcionalmente equivalente se refiere a
una proteina que incluye uno o mas epitopos, que al resultar reconocidos por las células T, permiten que estas
mismas células T reconozcan epitopos de FAP expresados sobre las células expresantes de FAP. En formas de
realizacion preferidas, una FAP funcionalmente equivalente presenta una secuencia de residuos aminoacidos con
una similitud de secuencias de por lo menos aproximadamente 80% respecto a la secuencia de residuos
aminoacidos de la FAP humana (SEC ID n°® 2), por ejemplo una similitud de secuencias de por lo menos
aproximadamente 90% o una similitud de secuencias de por lo menos aproximadamente 95% respecto a la FAP
humana.

Los constructos de ADN codificantes de FAP pueden manipularse para alterar la secuencia codificante de FAP
(respecto al ADNc de la FAP nativa, SEC ID n° 1) para una diversidad de objetivos, incluyendo, aunque sin limitarse
a ellos, alteraciones que modifican el procesamiento y expresion del producto génico FAP. Por ejemplo, pueden
introducirse mutaciones en el ADN utilizando técnicas que son bien conocidas de la técnica, por ejemplo la
mutagénesis sitio-dirigida, para insertar nuevos sitios de restriccion, para alterar los patrones de glucosilacion, la
fosforilacion, etc.

En una forma de realizacién preferida, la composicién de ADN de la invencion comprende un constructo de ADN
codificante de FAP y un constructo de ADN operablemente codificante de por lo menos una proteina efectora
inmunitaria, siendo las dos expresables en células inmunitarias. Tal como se utiliza en la presente memoria y en las
reivindicaciones adjuntas, la expresion "proteina efectora inmunitaria" se refiere a una proteina que participa en la
regulacion de una ruta del sistema inmunitario. Preferentemente, la proteina efectora inmunitaria es una citoquina.

Las citoquinas son proteinas y polipéptidos producidos por las células que pueden afectar al comportamiento de
otras ceélulas, tales como la proliferacion celular, la diferenciacion celular, la regulacion de las respuestas
inmunitarias, la hematopoyesis y las respuestas inflamatorias. Las citoquinas han sido clasificadas en varias familias,
entre ellas las quimoquinas, las hematopoyetinas, las inmunoglobulinas, los factores de necrosis tumoral y una
diversidad de moléculas no clasificadas. Ver de manera general el Oxford Dictionary of Biochemistry and Molecular
Biology, edicién revisada, Oxford University Press, 2000, y C.A. Janeway, P. Travers, M. Walport y M. Schlomchik,
Immunobiology, quinta ediciéon, Garland Publishing, 2001 (en lo sucesivo, "Janeway y Travers"). Se presenta una
clasificacion concisa de las citoquinas en Janeway y Travers, apéndice lll, paginas 677 a 679, las expossiciones
relevantes de las cuales se incorporan en la presente memoria como referencia.

Entre las hematopoyetinas se incluyen, por ejemplo, la eritropoyetina, la interleuquina-2 (IL-2, una proteina de 133
aminoacidos producida por las células T e implicada en la proliferacién de las mismas), IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, L-7, IL-
9, IL-11, IL-13, IL-15 (una proteina similar a IL-2 de 114 aminoacidos que estimula el crecimiento del epitelio
intestinal, las células T y las células NK), el factor estimulador de las colonias de granulocitos (G-CSF), el factor
estimulador de las colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), la oncostatina M (OSM) y el factor inhibidor de la
leucemia (LIF).

Entre los interferones se incluyen, por ejemplo, IFN-a, IFN-B e IFN-y (una proteina homodimérica de 143
aminoacidos producida por las células T y NK que participa en la activacién de los macréfagos, en la expresion
incrementada de las moléculas del MHC y en los componentes del procesamiento de los antigenos, el cambio de
clase de Ig y la supresion de Tw2).

Entre las inmunoglobulinas se incluyen, por ejemplo, B7.1 (CD80) y B7.2 (CD86), coestimulando ambas las
respuestas de células T.

La familia del factor de necrosis tumoral (TNF) incluye, por ejemplo, TNF-a, TNF-B (linfotoxina), linfotoxina-g (LT-8),
ligandos de CDA40, ligando Fas, ligando de CD27, ligando de CD30, ligando de 4-1BB, Trail y ligando de OPG.

Las funciones biolégicas del ligando de CD40 (CD40L), particularmente su interaccion con CD40 expresado sobre

las células presentadoras de antigeno durante la coestimulacion de la activacién de las células T, son bien
conocidas de la técnica. CD40 es una glucoproteina de 48 kDa expresada sobre la superficie de todas las células B
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maduras, la mayoria de los tumores malignos de células B maduras y algunas leucemias linfociticas agudas de
células B tempranas, pero no se expresa sobre las células plasmaticas, Clark, Tissue Antigens 35:33-36, 1990.
CD40L, una proteina membranal de tipo Il de aproximadamente 35 kDa, se expresa sobre la superficie de las
células T al reconocerse el antigeno. Los miembros de la familia de TNF son bioldgicamente mas activos al
expresarse como homotrimeros. CD40L no es una excepcidon a este respecto y puede expresarse como
homotrimero (CD40LT) mediante la modificaciéon de un motivo cremallera de leucinas de 33 aminoacidos fusionado
con el extremo N-terminal del dominio extracelular completo de este ligando. Gurunathan et al., J. Immunol.
161:4563, 1998, han informado de que el ADN de CD40LT incrementa las respuestas inmunitarias celulares, tales
como la induccion de IFN-y y la actividad de células T citoliticas al tratar ratones con ADN codificante del antigeno
modelo altamente inmunogénico B-galactosidasa.

CD40LT es un factor importante en la activaciéon de las células T necesario para inducir una inmunidad protectora
efectiva contra los autoantigenos tumorales. Tras la incorporacion de los complejos de MHC de clase | cargados de
antigenos por parte de las células dendriticas (DC) y su presentacion a las células T no expuestas, se envia la
primera sefal antigénica a través de los receptores de células T (TCR), seguido de la regulacion positiva de
CD40LT. Sobre la superficie de las células T, a continuacién CD40LT induce actividad coestimuladora en las DC a
través de las interacciones CD40-CD40LT. Tras ser expuestas de esta manera, estas APC pueden expresar
moléculas coestimuladoras B7.1 (CD80) y B7.2 (CD86), que envian una segunda sefial coestimuladora a las células
T a través de la interaccion con CD28, un suceso que conduce a la activacion completa de las células T para
producir concurrentemente las citoquinas proinflamatorias IFN-y e IL12, y a la realizacién de funciones efectoras.

Entre diversas citoquinas que no han sido clasificadas a una familia particular se incluyen, por ejemplo, el factor  de
crecimiento tumoral (TGF-B), IL-1a, IL-1B, IL-1 RA, IL-10, IL-12 (factor estimulador de células asesinas naturales, un
heterodimero que presenta una cadena de 197 aminoacidos y una cadena de 306 aminoacidos, que participa en la
activacion de las células NK y en la induccion de la diferenciacion de las células T en células similares a Ty1), el
factor inhibidor de macréfagos (MIF), IL-16, IL-17 (un factor inductor de la produccion de citoquinas, que induce la
produccién de citoquinas en epitelios, endotelios y fibroblastos) e IL-18.

Las quimoquinas son una familia de citoquinas que son proteinas y polipéptidos quimioatrayentes relativamente
pequefias, que estimulan la migracion y activacion de diversas células, tales como la migracién de los leucocitos (por
ejemplo fagocitos y linfocitos). Las quimoquinas desempefian un papel en la inflamaciéon y en otras respuestas
inmunitarias. Las quimoquinas han sido clasificadas en varias familias, incluyendo las quimoquinas C, las
quimoquinas CC, las quimoquinas CXC y las quimoquinas CX3C. Los nombres se refieren al nimero y espaciado del
os residuos de cisteina (C) en las moléculas; las quimoquinas C presentan una cisteina, las quimoquinas CC
presentan dos cisteinas contiguas, presentando CXC dos cisteinas separadas por un Unico residuo aminoacido, y
presentando las quimoquinas CX3;C dos cisteinas separadas por tres residuos aminoacidos. Las quimoquinas
interactuan con varios receptores de quimoquina presentes sobre las superficies celulares. Ver Janeway y Travers,
apéndice IV, pagina 680, que se incorpora en la presente memoria como referencia.

Ademas, las quimoquinas pueden presentar actividad inmunomoduladora y se han implicado en las respuestas
inmunitarias al cancer. Por ejemplo, 6Ckine/SLC murino, el analogo del ratéon de la quimoquina del tejido linfoide
secundario (SLC) humana, ahora denominada cominmente CCL21, se ha informado de que induce una respuesta
antitumoral en una linea celular tumoral de carcinoma de colon C26. Ver Vicari et al., J. Immunol. 165(4):1992-2000,
2000. ElI CCL21 humano y su contrapartida murina, 6Ckine/SLC, se clasifican como quimoquinas CC, las cuales
interactian con el receptor de quimoquina CCRY7. Vicari et al. también han informado de que la 6Ckine/SLC murina
(muCCL2) es un ligando del receptor de quimoquina CXCR3. EI CCL21 humano, el muCCL21 murino y una
diversidad de otras quimoquinas, participan en la regulaciéon de diversas células del sistema inmunitario, tales como
las células dendriticas, las células T y las células asesinas naturales (NK).

Mig e IP-10 son quimoquinas CXC que interactuan con el receptor CXCR3, que se asocia a las células T activadas.
La linfotactina es una quimoquina C, que interactua con el receptor XCR1 asociado a las células T y a las células
NK. La fractalquina es una quimoquina CXsC, que interactia con el receptor CX3;CR1, el cual se asocia a las células
T, monocitos y neutrdfilos.

Entre las proteinas efectoras inmunitarias particularmente preferentes codificadas por las composiciones de ADN de
la presente invencién se incluyen citoquinas IL-2 (una hematopoyetina), CCL21 (una quimoquina), asi como ligandos
de CDA40, tales como el trimero ligando de CD40 (CD40LT), una citoquina de la familia de TNF.

Las secuencias de ADN y de proteina de la IL-2 humana han sido publicadas en GenBank, n° de acceso BC070338,
las exposiciones de las cuales se incorporan como referencia en la presente memoria. Las secuencias de ADN y de
proteina de la IL-2 murina se encuentran en GenBank, n° de acceso NM 008366, las exposiciones de las cuales se
incorporan en la presente memoria como referencia.

La secuencia de acidos nucleicos codificante de la IL-2 humana se presenta en la figura 11 (SEC ID n°® 5) y su

secuencia de residuos aminoacidos correspondiente (SEC ID n° 6) se proporciona en la figura 12. La secuencia de
acidos nucleicos codificante de la IL-2 murina se presenta en la figura 13 (SEC ID n® 7) y su secuencia de
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aminoacidos correspondiente (SEC ID n° 8) se proporciona en la figura 14.

Las secuencias de ADN y de proteina de la CCL21 humana han sido publicadas en GenBank, n° de acceso
AB002409, las exposiciones de las cuales se incorporan en la presente memoria como referencia. Las secuencias
de ADN vy de proteina de la variante CCL21a murina han sido publicadas en GenBank, n® de acceso NM011335, las
exposiciones de las cuales se incorporan como referencia en la presente memoria. Las secuencias de ADN y de
proteina de la variante CCL21b murina han sido publicadas en GenBank, n° de acceso NM011124, las exposiciones
de las cuales se han incorporado en la presente memoria como referencia.

La secuencia de acidos nucleicos codificante de la CCL21 humana se presenta en la figura 15 (SEC ID n® 9) y su
secuencia de residuos aminoacidos correspondiente (SEC ID n°® 10) se proporciona en la figura 16. La secuencia de
acidos nucleicos codificante de la CCL21 murina (variante CCL21b) se presenta en la figura 17 (SEC ID n° 11) y su
secuencia de aminoacidos correspondiente (SEC ID n°® 12) se proporciona en la figura 18.

La similitud de secuencias de proteina entre la CCL21 humana y su contrapartida murina (CCL21b murina) se ilustra
en la figura 19. Existe una identidad de secuencias de residuos aminoacidos de aproximadamente 73% entre la
CCL21 humana (SEC ID n°® 10) y la CCL21b murina (SEC ID n° 12).

La secuencia de acidos nucleicos codificantes de la variante CCL21a de la CCL21 murina se presenta en la figura
20 (SEC ID n® 13) y su secuencia de aminoacidos correspondiente (SEC ID n° 14) se proporciona en la figura 21.

El ligando de CD40 humano (CD40L) es una proteina de 261 aminoacidos que existe en forma de trimero (CD40LT)
en su forma mas activa. La secuencia de ADN codificante de CD40L humano (también conocido como CD154) ha
sido publicada en GenBank, n° de acceso NM 000074, la exposicién de la cual se incorpora como referencia en la
presente memoria (figura 22, SEC ID n°® 15). La secuencia de proteina correspondiente de CD40L se muestra en la
figura 23 (SEC ID n° 16).

Los aspectos metodolégicos de la presente invencidn implican administrar en un mamifero una composiciéon de ADN
que comprende un constructo de ADN codificante de FAP que es expresable en células inmunitarias del mamifero.
Preferentemente el mamifero es un ser humano. La composiciéon puede administrarse por via oral, intramuscular,
intranasal, intraperitoneal, subcutanea, intradérmica o tépica, dependiendo de la forma de dosificacion particular en
la que se prepare la composicion. Preferentemente la composicién se prepara en una forma de dosificacion
oralmente administrable, tal como una solucién, suspension, emulsion, capsula, tableta y similar.

Puede utilizarse una composicion de ADN de la invenciéon para proporcionar una inhibiciéon a largo plazo del
crecimiento tumoral y/o de las metastasis tumorales en un paciente tratado con la composiciéon. En una forma de
realizacién preferida, la composicion de ADN se administra conjuntamente con un agente quimioterapéutico
antitumoral. La composicién de ADN puede administrarse conjuntamente con el agente quimioterapéutico en una
forma de dosificacion combinada, o la composicion y agente quimioterapéutico pueden administrarse en formas de
dosificacion separadas y a intervalos de dosificacion separados ajustados a la farmacologia del agente
quimioterapéutico que se administra.

Entre los agentes quimioterapéuticos utiles en la combinacion con las composicién de ADN de la presente invencion
se incluyen agentes antitumorales tales como la doxorrubicina, el paclitaxol, la ciclofosfamida, el etopdsido, el 5-
fluorouracilo, el metotrexato y similares.

Las composiciones de ADN de la presente invencién preferentemente se formulan con portadores o excipientes
farmacéuticamente aceptables, tales como agua, solucién salina, dextrosa, glicerol y similares, y combinaciones de
los mismos para ayudar en la formulacion y administracion de la composicion. Las composicion pueden contener
ademas sustancias auxiliares tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes, tampones y otras
sustancias auxiliares que son bien conocidas de la técnica farmacéutica.

Las composiciones de la presente invencion preferentemente se administran por via oral en un mamifero, tal como
un ser humano, en forma de una solucién o suspension en un portador farmacéuticamente aceptable, a una
concentracion de ADN comprendida en el intervalo de entre aproximadamente 1 y aproximadamente 10
microgramos por mililitro, basado en el peso del ADN que codifica FAP. Una forma de dosificacion particularmente
preferente para una composicion de ADN de la invencion es una suspensién de bacterias transfectadas por FAP
atenuadas en una solucién tamponadora adecuada, que pueda formularse para la administraciéon oral. La dosis
apropiada de la composicion dependera del sujeto que debe tratarse, de la actividad de la composicion, y en parte
del criterio del médico que administra o solicita la administracion de la composicion.

La dosis que debe administrarse en el mamifero y el programa de administracion en el caso de que deba aplicarse
mas de una administracién, variara de mamifero a mamifero y de la forma de dosificacion. Las cantidades de dosis
eficaces y los programas de administracion pueden determinarse empiricamente mediante estudios clinicos de
dosis-respuesta, tal como es bien conocido de la técnica. La dosis y programa de dosificaciéon se seleccionan para
proporcionar una cantidad suficiente de expresion de FAP en las células inmunitarias para inducir una respuesta
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inmunitaria en el mamifero contra células que presentan el antigeno FAP. Preferentemente, la dosis de la
composicion administrada en el mamifero induce una expresion de suficiente cantidad de antigeno FAP en las
células inmunitarias del mamifero para sostener una respuesta inmunitaria contra células presentadoras de FAP que
continuaran durante un periodo de por lo menos un mes, por ejemplo durante por lo menos 6 meses o durante por lo
menos aproximadamente un afno.

Las composiciones de la presente invencion pueden empaquetarse en recipientes adecuadamente esterilizados,
tales como ampollas, botellas o viales, en formas de dosificacién multidosis o unitarias. Los recipientes
preferentemente se sellan herméticamente tras rellenarlos con una composicion de ADN de la invencion.
Preferentemente, las composiciones se empaquetan en un recipiente que presenta una etiqueta fijada a las mismas,
la cual identifica la composicion y porta un aviso en una forma prescrita por una agencia gubernamental, tal como la
Food and Drug Administration en Estados Unidos, que informa de la composicion esta autorizada bajo la legislacion
correspondiente, informacion de dosificacion, y similares. La etiqueta preferentemente contiene informacion sobre la
composicién que resultara util para el profesional del cuidado de la salud quien administra la composiciéon en el
paciente. El paquete preferentemente también contiene materiales informativos impresos referentes a la
administracion de la composicion, instrucciones, indicaciones y cualesquiera advertencias requeridas necesarias.

Los ejemplos a continuacion se proporcionan a fin de ilustrar adicionalmente las caracteristicas y formas de
realizacion de la presente invencion, y no pretenden ser limitativos de la misma.

Materiales, métodos y ejemplos.

Animales, cepas bacterianas y lineas celulares. Se obtuvieron ratones BALB/c hembra, de 6 a 8 semanas de edad,
del Scripps Research Institute (TSRI) Rodent Breeding Facility. Todos los experimentos animales se llevaron a cabo
segun el National Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, aprobados por el TSRI
Animal Care Committee. La cepa RE88 doblemente atenuada de Salmonella typhiumurium (AroA” dam’) fue
proporcionada por Remedyne Corporation (Santa Barbara, California). Las células de carcinoma mamario D2F2
murino se obtuvieron del Dr. Wei-Zen Wei, Karmanos Cancer Center, Detroit, MI, y las células de carcinoma de
colon CT26 se obtuvieron de la ATCC (Manassas, Virginia) y después se cultivaron durante varios meses para
obtener subclones quimiorresistentes.

Las células de los carcinomas CT26 y D2F2 murinos se cultivaron en presencia de DMSO al 1%, etopésido, 5-
fluorouracilo, doxorrubicina, vinblastina o paclitaxel (Sigma, St. Louis, Missouri) a las concentraciones indicadas.
Tras 48 horas, se contaron los nucleos apoptoéticos tras la incubacion con el pigmento especifico de ADN Hoechst-
33342 (2 uM, Molecular Probes, Eugene, Oregon).

Dos clones del cancer de colon CT26 y de células de cancer mamario D2F2, respectivamente, habian adquirido
quimiorresistencia (ver la figura 1, panel C). Tras la adicién de cinco agentes quimioterapéuticos inductores de
apoptosis diferentes para el clon del carcinoma de colon CT26 (figura 1, panel C), Unicamente la vinblastina pudo
inducir un ligero efecto apoptético, aunque soélo a la concentracién més alta, de 5 yM. La linea celular CT26 parental
original (ATCC n°® CLR-2326) presentaba una ICso para el 5-fluorouracilo (5-FU) de aproximadamente 1,85 pM,
mientras que el 5-FU no pudo inducir apoptosis nuclear ni siquiera a una concentracién tan alta como 100 uM en el
clon CT26 resistente. En las células de carcinoma mamario D2F2 resistentes, soélo la doxorrubicina a la
concentracion mas alta, de 1 yM, pudo inducir apoptosis nuclear, determinada mediante tincién con el pigmento
Hoechst-33342. Estos resultados demuestran que estas dos lineas celulares tumorales son resistentes a multiples
farmacos.

Andlisis estadistico. Se determind la significancia estadistica de los resultados de diferencias entre los grupos
experimentales y los controles mediante la prueba t de Student. Se determind la significancia de las puntuaciones de
metastasis con la prueba U de Mann-Whitney. La significancia de los datos de supervivencia se determiné mediante
la prueba de rangos logaritmicos. Los resultados se consideraron significativos en el caso de que los valores de P
fuesen <0,05.

Ejemplo 1. Preparacién de composicidon de ADN 1 codificante de FAP murina.

Un ADNc (SEC ID n° 3, figura 9, proporcionado por el Dr. J. D. Cheng) codificante de la FAP murina (SEC ID n° 4,
figura 10) se subcloné en el sitio de restriccion EcoRI del vector pcDNA3.1/V5-His-TOPO (Invitrogen, San Diego,
California), proporcionando el vector de expresion eucariético pcDNA3.1-FAP (pFAP) (ver la figura 1, panel A). La
expresion correcta de la proteina FAP de 95 kDa del vector se demostré mediante transferencia western de lisados
celulares de células de carcinoma de colon CT26 transfectadas transitoriamente, las cuales no expresan FAP por si
mismas (figura 1, panel B). Este también es el caso de las células de carcinoma mamario D2F2 transfectadas
transitoriamente. Para las transfecciones transitorias, las células CT26 y D2F2 se electroporaron tal como se ha
descrito anteriormente (ver Loeffer et al., FASEB, J. 15:758-767, 2001, incorporada en la presente memoria como
referencia). Se demostré la expresion proteica de FAP mediante transferencia western con un anticuerpo policlonal
de conejo anti-FAP murina (proporcionada por el Dr. J. D. Cheng).
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La composicion de ADN 1 se prepard de la manera siguiente: el vector pcDNA3.1-FAP (aproximadamente 2 ug de
ADN) se electroporé en Salmonella typhimurium doblemente atenuado recién preparado (cepa RE88) utilizando un
pulsador Bio-Rad a 2 kV, 960 pyF y 200 Ohm, siguiendo los procedimientos recomendados por el fabricante. Se
seleccionaron las células de Salmonella typhimurium atenuada que contenian el vector utilizando placas que
contenian ampicilina. Se recolectaron las colonias al dia siguiente y se cultivaron durante la noche en caldo Luria-
Bertani (LB) (10 gramos de triptona, 5 gramos de extracto de levadura y 10 gramos de cloruro sédico en 1 litro de
agua desionizada; EM Science, Gibbstown, NJ) con ampicilina afiadida. Las bacterias se aislaron y se lavaron en
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) A continuacion, las bacterias lavadas se suspendieron en medio PBS
a una concentracion de aproximadamente 10° Salmonella recombinantes por mililitro de PBS, formando una solucion
de composiciéon de ADN 1 que contenia un constructo de ADN que codifica operablemente la FAP murina,
incorporada en un vector de Salmonella typhimurium atenuada (AroA” dam’). La composicién se almacend en
ampollas selladas hasta su utilizacion. También se prepard una "vacuna de control" que consistia de Salmonella
transformada con el vector pcDNA3.1 Unicamente (sin ADN de FAP) siguiendo el mismo procedimiento. EI ADN
plasmidico se almacené a aproximadamente -80°C antes de transformar la Salmonella.

Tras construir el vector de expresion eucaridtico pcDNA3.1/V5-His-TOPO-Fap (pFap) tal como se ha indicado
anteriormente (figura 1, panel A), se demostré la expresion correcta de la proteina FAP de 88 kDa mediante
transferencia western de los lisados celulares de ambos: carcinoma de colon CT26 transitoriamente transfectado y
células de carcinoma mamario D2F2, las cuales no expresan FAP por si mismas (figura 1, panel B).

Ejemplo 2. Preparacién de composicion de ADN 2 codificante de la FAP murina, IL-2 murinay CCL21 murina.

Se subclonaron los ADNc codificantes de IL-2 murina (ADN SEC ID n° 5), de la ATCC, n° de acceso 39892,
Manassas, Virginia, y CCL21a murino (ADN SEC ID n° 7) de Invitrogen, San Diego, California, en el vector pFAP
murino del Ejemplo 1, mediante el mismo procedimiento general descrito en el Ejemplo 1. Se transformaron
Salmonella typhimurium RE88 con el vector resultante (pFAP/IL-2/CCL21) mediante el procedimiento descrito en el
Ejemplo 1, proporcionando una soluciéon de composicién de ADN 2 que contenia un constructo de ADN que codifica
operablemente la FAP murina, IL-2 murina y CCL21a murina, incorporadas en un vector de Salmonella typhimurium
atenuado.

Ejemplo 3. Evaluacion de las composiciones de ADN de la invencion en modelos murinos de cancer de
colon y de mama.

Inmunizacion oral, reto con células tumorales y tratamiento con doxorrubicina. Para los experimentos en un contexto
profilactico, se trataron ratones BALB/c (n=8) tres veces a intervalos de aproxmadamente 1 semana mediante sonda
oral con aproximadamente 100 ul de PBS que contenia aproximadamente 10° s. typhimurium (AroA” dam’)
transformadas con vectores plasmido codificantes de la FAP murina (composicién de ADN 1 del Ejemplo 1), FAP
murina, IL-2 y CCL21 (composicion de ADN 2 del Ejemplo 2) o vacuna de control del Ejemplo 1, mediante los
métodos descritos en Niethammer et al., Nat. Med. 8:1369-1375, 2002. Los anlmales se retaron aproximadamente
10 dias después mediante inyeccion subcutanea (s.c.) de aproximadamente 3x10* células de carcmoma de colon
CT26 en el flanco frontal izquierdo o mediante inyeccion ortotépica (o0.t.) de aproximadamente 3x10° células de
cancer de mama D2F2 en la segunda almohadilla mas baja izquierda de grasa mamaria.

Se calculd el volumen tumoral (en mm3) mediante la medicién del tumor en 2 dimensiones (es decir, longitud y
anchura, en milimetros) y calculando el volumen como un medio de la longitud multiplicado por el cuadrado de la
anchura. En el contexto terapéutico, la |nocuIaC|on inicial de células tumorales se realiz6 mediante inyeccién
intravenosa (i.v.) de aproximadamente 1x10° células de carcinoma de colon CT26, seguido aproximadamente 3 a 10
dias después por vacunaciones orales con vacuna de control o composiciones activas de ADN. Tras
aproximadamente 18 dias, se pesaron los pulmones (el peso pulmonar normal era de aproximadamente 0,2 g) y se
examinaron las metastasis tumorales pulmonares y se puntuaron mediante evaluacion visual, estimando el
porcentaje de superficie pulmonar cubierto por metastasis fusionadas del modo siguiente: puntuacion de 0 para
cobertura de 0%, puntuaciéon de 1 para una cobertura inferior a aproximadamente 20%, puntuacién de 2 para una
cobertura de aproximadamente 20% a 50%, puntuacion de 3 para una cobertura superior a aproximadamente 50%
de la superficie pulmonar. El tratamiento con doxorrubicina se llevd a cabo en grupos de ratones con
aproximadamente 10 mg/kg de doxorrubicina (Sigma) administrados i.v., 5, 10 y 15 dias después del reto tumoral.

Para la reduccion de las células T CD4" y CD8" o subpoblaciones de células NK, se inyectaron i.p. cada 7 dias
desde el dia posterior al reto de células tumorales, anticuerpos (500 ug) dirigidos contra CD4 (clon GK 1.5) o CD8
(clon 2.43), ambos del National Cell Culture Center (Minneapolis, Minnesota) o anticuerpo anti-asialo GM1 (Wako
BioProducts, Richmont, Virginia).

Citotoxicidad de las células T CD8". Aproximadamente 10 dias después del Ultimo de los tres tratamientos a
intervalos de 1 semana, se recogieron esplenocitos de los diversos grupos tratados de ratones BALB/c (n=4).
Utilizando microperlas CD8a (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladback, Alemania), se purificaron células CD8" siguiendo
el protocolo del fabricante. A continuacion, estas células se estimularon en un cocultivo de 5 dias con células CT26
irradiadas con rayos y (1.000 Gy, 45 minutos) transfectadas transitoriamente con pcDNA3.1/Zeo (vector vacio del
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Ejemplo 1) o pcDNA3.1/Zeo-FAP (vector pFAP del Ejemplo 1). A continuacién, las células T CD8" se cocultivaron
con células de carcinoma CT26 (E:T=100:1) que habian sido transfectadas transitoriamente con proteina
fluorescente verde (GFP) (PEGFP, Clontech, Palo Alto, California) a modo de control o GFP mas plasmido pFAP
codificante de FAP murina. Tras aproximadamente 48 horas, se evalud la apoptosis nuclear tal como se ha indicado
anteriormente, con el pigmento especifico de ADN Hoechst-33342 (2 uM).

Para el ensayo de liberacién de ®1Cr, se trataron ratones Balb/c (n=3) cuatro veces a intervalos de una semana. Se
recolectaron esplenocitos 13 dias después del ultimo tratamiento y se incubaron durante 5 dias con fibroblastos A31
irradiados con rayos y (aproximadamente 1.000 Gy, 45 minutos) (ATCC, Manassas, Virginia), que se infectaron
retroviricamente con pFap. A continuacién, los esplenocitos estimulados se incubaron durante aproximadamente 4
horas con A31-pFap marcado y se calculd el porcentaje de lisis. Las células también se coincubaron con anticuerpos
anti-MHC de clase | (BD Biosciences, Rockville, Maryland) a una concentraciéon de aproximadamente 10 pug/ml.

Inmunohistoguimica. Se fijaron secciones criogénicas (de aproximadamente 8 um de grosor) en acetona y se
filtraron. Tras la incubacién con el anticuerpo primario (un anticuerpo policlonal de conejo anti-FAP murina
(proporcionado por el Dr. J. D. Cheng) o un anticuerpo policlonal de conejo anti-coldgeno de tipo | murino
(Chemicon, Temecula, California), las secciones se inmunotifieron siguiendo el protocolo del fabricante (kit DAKO
LSAB+, peroxidasa, DAKO, Carpinteria, California).

Para la microscopia focal secciones criogénicas fijadas se tifieron con anticuerpo anti-CD8 murino, anticuerpo
secundario biotinilado anti-lg de rata, estreptavidina marcada con FITC (BD Bioscience, Rockville, Maryland) y se
cotifieron con DAPI (Sigma, St. Louis, Missouri). Se utilizd un microscopio confocal de barrido laser (LSCM) para
obtener imagenes, las cuales se procesaron utilizando el software Image Examiner de Zeiss (Carl Zeiss). Para el
andlisis de FACS de la infiltracion de células T, se trataron ratones Balb/c (n=6) tres veces a intervalos semanales
con pFap o vector vacio. Una semana después del ultimo tratamiento, se retaron los animales s.c. con
aproximadamente 3x10° células tumorales CT26. Los tumores se recolectaron 3 semanas después y se prepararon
suspensiones de células individuales mediante incubacion de secciones de tejido tumoral durante 45 minutos en
medio suplementado con colagenasa de tipo | (125 U/ml, GIBCO, Gaithersburg, Maryland). Tras la filtracién, se
agruparon células de dos ratones, se tifieron con anti-CD3" PerCp-Cy5.5 y anti-CD8" FITC (BD Biosciences,
Rockville, Maryland) y se analizaron mediante FACS.

Incorporacion intratumoral de fluoresceina, albimina-azul de Evans y '*C-5-fluorouracilo. Tras el dltimo de Iso tres
tratamientos a intervalos de 1 semana con vacuna de control (Ejemplo 1), composicion de ADN 1 (Ejemplo 1) o
composicion de ADN 2 (Ejemplo 2), los ratones se retaron 10 dias después mediante inyeccion subcutanea de
aproxiadamente 3x10* células CT26 en el flanco frontal izquierdo. Aproximadamente 19 dias después los ratones
recibieron inyecciones intraperitoneales (i.p.) de fluoresceina sdédica al 1% (Sigma) a razén de aproximadamente 12
ul/g de peso corporal, la inyeccion i.v. de aproximadamente 100 pl de albumina-azul de Evans (Sigma) o la inyeccion
i.v. de aproximadamente 2,5 uCi de "C-5-fluorouracilo (Sigma). Tras aproximadamente 5 minutos, 30 minutos o 1
hora, respectivamente, los ratones se sacrificaron para determinar la absorcion o el centelleo de los sobrenadantes
de homogenados tumorales a 490 nm, 612 nm o en un contador de rayos y, respectivamente.

Para la determinacion de la incorporacion intratumoral de doxorrubicina, se retaron ratones Balb/c (n=4) s.c. con
aproximadamente 5x10° células D2F2 en el flanco derecho. Se inyectd doxorrubicina i.v. 16 dias después (10 mg/kg)
y se recolectaron los tumores 45 minutos después. Se midieron las muestras frente al estandar interno
daunorrubicina utilizando una columna Exclipse XCB-C8 en un CL-EM serie 1.100 (Agilent, Foster City, California).

Evaluacién de los potenciales efectos secundarios. Con el fin de determinar cualesquier efectos perjudiciales sobre
la cicatrizacion de heridas, se realizaron heridas quirdrgicamente en los ratones. Se realizdé una herida circular de
aproximadamente 3 mm de diametro con un punzén dérmico (Miltex Inc., Bethpage, New York) en la parte superior
del lomo de ratones BALB/c (n=4) aproximadamente 10 dias después del ultimo de los 3 tratamientos a intervalos de
1 semana. Se midié el tiempo requerido para el cierre de la herida. A pesar del hecho de que FAP se
sobreexpresaba durante la cicatrizacién de las heridas, las composiciones de la presente invencién no interfieren
con el proceso de cicatrizacién de las heridas. Tras infligir una herida circular de aproximadamente 3 mm de
diametro en el lomo de los ratones BALB/c tratados (n=4), no se observaron diferencias significativas en la
cicatrizacion de las heridas entre ratones tratados y no tratados. Para el andlisis histoldgico, las heridas se infligieron
a los ratones tratados 7, 14 y 21 dias antes del examen. Las biopsias de la piel, asi como de 26 érganos y tejidos
fueron examinados por un patélogo experto en el raton.

El tratamiento profilactico con composicion de ADN basada en FAP inhibe el crecimiento del tumor primario. Diez
dias después del ultimo de los tres tratamiento a intervalos de 1 semana con vacuna de control (Ejemplo 1),
composicion de ADN 1 (Ejemplo 1) o composicion de ADN 2 (Ejemplo 2), se retaron diferentes grupos de ratones
BALB/c (n=8) subcutaneamente con células de carcinoma de colon CT26 u ortotépicamente con células de
carcinoma mamario D2F2 tal como se ha indicado anteriormente. Las composiciones de ADN de la invencion
suprimieron el crecimiento del tumor primario de las células CT26 resistentes a multiples farmacos (figura 2a), asi
como de las células D2F2 resistentes (figura 2b). La composicién de ADN 2, que codifica una combinacién de FAP,
CCL21 e IL-2, fue aproximadamente igual de eficaz en la inhibicion del crecimiento del tumor primario (figura 2a).
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Una composicién de ADN de la invencion reduce el crecimiento de las metastasis establecidas en un contexto
terapéutico. Los ratones BALB/c tratados con la composicién de ADN 1 del Ejemplo 1 tres y diez dias después de
una inoculacién intravenosa inicial de aproximadamente 1x10° células de carcinoma de colon CT26 resulté en una
reduccion significativa de las metastasis pulmonares experimentales en comparacion con los ratones tratados con la
vacuna de control del Ejemplo 1. En contraste, los ratones en el grupo de control mostraron metastasis extensivas y
empezaron a morir 18 dias después de la inoculacidon de células tumorales (figura 2c). De manera similar, una
combinacion de pFAP con pCCL21 solo también resultdé aproximadamente igual de efectivo (figura 2b).

Las células T CD8" proporcionan una respuesta inmunitaria antitumoral eficaz. Se trataron los ratones con la
composicion de ADN 1 mediante inyeccioén i.v. tres veces a intervalos de 1 semana (Ejemplo 1) y se retaron con
aproximadamente 1x10° células CT26. A continuacion, se redujo el nimero de células efectoras respectivas de los
ratones durante la etapa efectora con anticuerpos contra las células T CD4" o CD8", asi como con células NK (figura
3, panel A). La reduccion de las células CD4" y NK no redujo la efectividad del tratamiento de pFAP, sefialando a un
papel importante de las células T CD8" en la respuesta inmunitaria.

Para evaluar el grado en el que el tratamiento con las composiciones de ADN de FAP de la invencion era capaz de
romper la tolerancia de las células T periféricas frente al autoantigeno FAP, se purificaron células T CD8" de
animales que habian sido tratados con bacterias transfectadas con pFAP o con el vector vacio. A continuacion,
dichas células se estimularon con células tumorales diana irradiadas con rayos y y se incubaron con células
tumorales diana vivas que habian sido transitoriamente transfectadas con GFP a modo de control o con GFP/pFap.
Tal como se muestra en la figura 3, panel B, Gnicamente las células T CD8" purificadas a partir de ratones tratados
con pFap pudieron inducir la apoptosis nuclear, evaluada mediante tincién de las células diana transfectadas con
pFap utilizando el pigmento Hoechst-33342.

También se utilizaron en un ensayo convencional de liberacion de *'Cr esplenocitos de los ratones tratados. Con
este fin, se incubaron esplenocitos de los ratones tratados con composicion 1 y con la vacuna de control durante 5
dias con fibroblastos A31 irradiados con rayos y, que se habian infectado retroviricamente con pFap. A continuacion,
los esplenocitos estimulados se incubaron durante 4 horas con células A31-pFap marcadas y se calculd el
porcentaje de lisis. Los esplenocitos de los ratones tratados con la composicion 1 pudieron lisar un numero
significativamente superior de fibroblastos que los procedentes de controles de vector vacio a proporciones de
diana-a-efector de 1:100 y 1:25 (figura 3, panel C). La coincubacion con anticuerpos anti-MHC de clase | elimind
dicho efecto (figura 3, panel D).

En una evaluaciéon adicional, los ratones se trataron tres veces con composicién 1 o con la vacuna de control y
posteriormente se retaron con aproximadamente 3x10* células tumorales CT26 para investigar la infiltracion de
células T CD8" en tumores de ratones tratados con pFap. Tras tres semanas, se recolectaron los tumores y se
tifieron suspensiones de células individuales para las células CD3" y CD8" y se analizaron mediante FACS. Los
ratones tratados con composicion 1 mostraron un marcado incremento de las células CD3"CD8" en el tejido tumoral
en comparacioén con el control de vector vacio (figura 3, panel E).

También se tifieron secciones tumorales con anti-CD8 FITC y tincion nuclear DAPI. Utilizando microscopia confocal,
los tumores de los ratones tratados con composicién 1 mostraron una infiltracién mas marcada con células CD8" que
los ratones tratados con la vacuna de control del Ejemplo 1 (figura 3, panel F). Conjuntamente, estos resultados
demuestran que una composicion de ADN de la invencion, con diana en FAP, puede superar la tolerancia a las
células T periféricas contra el autoantigeno FAP.

La supresién de la expresion del colageno de tipo | incrementa la incorporacion intratumoral de pigmento. Los
fibroblastos son la fuente principal de colageno de tipo | y se ha informado de que la expresion de esta molécula se
correlaciona inversamente con la incorporacion intratumoral de compuestos de diverso peso molecular. Con el fin de
evaluar si este mismo mecanismo es aplicable a las composiciones de ADN de la invencion, secciones de tumor de
ratones tratados se tifieron con anticuerpos contra FAP (figura 4, panel A, fotografias en la parte superior) o contra
colageno de tipo | (figura 4, panel A, fotografias en la parte inferior). Se detecté una reduccion de la expresion de
FAP, asi como de colageno de tipo |, en los grupos de ratones tratados con composicién | en comparacién con
ratones tratados Unicamente con la vacuna de control (Ejemplo 1). Las transferencias western correspondientes de
dichos extractos tumorales, tefiidos con los mismos anticuerpos revelaron una reduccion aproximada de 82,63 +
2,54% de la expresion de FAP (figura 4, panel B, foto superior) y una reduccién aproximada de 76,36 + 2,01% de la
expresion del colageno de tipo | (figura 4, panel B, foto inferior).

A continuacion, los ratones recibieron una inyeccion de tres compuestos de diferente tamafio y estructura: de
fluoresceina (376 Da) (figura 4, panel C), de albumina-azul de Evans (68.500 Da) (figura 4, panel D) o del agente
quimioterapéutico 5-fluorouracilo (130 Da) (figura 4, panel E), tal como se ha indicado anteriormente. Los tumores de
los ratones tratados con la composicion de ADN 1 pFap incorporaron una cantidad significativamente superior
(p<0,05) de dichas moléculas que los ratones en los que se habia administrado la vacuna de control.
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La combinacién de la composicion de ADN y quimioterapia conduce al rechazo tumoral. Se desarrollé un protocolo
terapéutico mediante la combinacién del tratamiento con una composiciéon de ADN de la invencién con el farmaco
quimioterapéutico doxorrubicina, a la que las células D2F2 eran parcialmente sensibles (figura 1, panel C). Se
trataron ratones BALB/c (n=8) con la vacuna de control del Ejemplo 1 6 con la composicién 1 del Ejemplo 1. A
continuacion, los ratones tratados se retaron ortotépicamente con células de carcinoma mamario D2F2. Estos dos
grupos de ratones seguidamente se trataron con doxorrubicina o con PBS a modo de control, 5, 10 y 15 dias
después del reto tumoral. Tal como se muestra en la figura 5, panel A, los tratamientos individuales con
inmunoterapia (composicion 1) o quimioterapia so6lo pudieron suprimir, aunque no erradicar, el crecimiento tumoral.
En contraste, el grupo de ratones tratados con la composicién 1 y la doxorrubicina en combinacién no sélo revelaron
una marcada inhibicién del crecimiento tumoral, sino también un rechazo tumoral completo en 4 de 8 ratones (figura
5, panel A).

En otro enfoque de terapia de combinacién en un contexto terapéutico, se retaron ratones BALB/c (n=8) i.v. con
células tumorales D2F2. Tras el establecimiento de metastasis tras 5 dias, los ratones se trataron semanalmente
con composicién 1. Un dia después de cada tratamiento los ratones recibieron una inyeccion i.v. de doxorrubicina.
Como resultado de este tratamiento de combinacion, la duracion de vida de estos ratones super6 en mas de 3 veces
a la de los ratones de control que habian sido tratados con sélo doxorrubicina o s6lo composicion 1, y murieron tras
tan sélo aproximadamente 35 a 45 dias (figura 5, panel B).

Una composicién de ADN de FAP de la invencidn incrementa la incorporacion intratumoral de doxorrubicina. Con el
fin de determinar la concentracion de doxorrubicina en el tejido tumoral, se trataron ratones (n=4) tres veces a
intervalos de 1 semana con composicién 1, se retaron 7 dias después con 5x10° células tumorales D2F2 y se
recibieron una inyeccién i.v. de doxorrubicina 16 dias después. Se determind la concentracién intratumoral de
farmaco mediante cromatografia liquida/espectrometria de masas (CL-EM). Los tejidos de los ratones tratados con
composicion 1 mostraron un incremento significativo de la incorporacion de doxorrubicina en el tumor (figura 6, panel
A) en comparacion con los controles. Estos resultados estan en linea con la infiltracion quimica observada de los
tumores en ratones tratados con fluoresceina, albumina y 5-fluorouracilo (figura 4, paneles C-D).

La vacuna de ADN contra FAP no perjudica a la cicatrizacion de heridas ni dafia el tejido normal. Debido a que FAP
se sobreexpresa durante la cicatrizacion de heridas, se investigaron los efectos de las composiciones de ADN de la
invencion sobre la cicatrizaciéon de heridas. Se realizé una herida circular de aproximadamente 3 mm de diametro en
los lomos de ratones BALB/c tratados (n=4). Inesperadamente, no se observé ninguna diferencia significativa en la
cicatrizacion de las heridas entre ratones tratados y no tratados (figura 6, panel B). La evaluacion histolégica por un
patélogo experto en ratones de estas heridas tras diferentes puntos temporales no revelé anormalidades cualitativas
en el proceso de cicatrizacion de heridas. Para excluir cualesquiera reacciones autoinmunitarias inducidas por las
composiciones de ADN de la invencién, se llevé a cabo un analisis histolégico completo de los tejidos y 6rganos
siguientes: piel, cerebro, médula espinal, musculo, hueso, sinovia, corazén, aorta, arteria pulmonar, timo, bazo,
nddulos linfaticos, médula 6sea, glandula paratiroides, glandula adrenal, rifiones, Utero, vagina, glandula clitoridea,
lengua, higado, pulmones, pancreas, estémago, intestino delgado y colon. No se observaron diferencias discernibles
con los ratones de control.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<170> FastSEQ para Windows version 4.0

<210>1

<211> 2648
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 1

ctgaagacag
tegtatttgg
gccctteaag
ttttaaatgg
atcttcatca
ataccatttt
ctgateggca
cagcaacata
ctegtoccaat
aaaacaatat
gaagagaaaa
ctacaaaata
atgatacgga
caataaatat
tecgataccac
cctcaagtga
agtggctaaa
agcagacatg
ctggtggatt
tatttagtga
ctattcaaat
cactgtttta
ttagcattgg
ggtaceaata
acggcccagg
cccrggaaga
asattaagaa
aatttgacag
agagtgtaag
tggtcattge
cagtgtatcg
tcatagaaat
gatacgtcte

aattagccaa
agttgcecace
agttcataac
aacattttet
atctgcagat
gagtaataga
atttgtatat
ttacatctat
tcagtattta
ctattcgaaa
taaaatattt
tgctctotgy
tataccagtt
tccataccea
ttaccctgeg
ttattattte
aagagtccay
ggattgteca
ctttgtttca
caaggatggc
tacaagtggc
ttctagcaat
aagctatecte
ttaecacagca
catccccatt
aaacaaggaa
acttgaagta
atcaaagaag
gtctgtatet
cttggtggat
aaagctgggt
gggtttcact
atcactggcce

ctttcaaaaa
tctgetgtge
tctgaagaaa
tataaaacat
aacaatatag
accatgaaaa
ctagaaagtg
gaccttageca
tgctggtege
caaagaccag
aatggaatce
tggtctccta
attgcctatt
aaggctggag
tatgtaggte
agttggotca
aatgttrLogyg
aagacccagg
acaccagttt
tacaaacata
aagtgggagg
gaatttgaag
ccaagcaaga
agtttcageqg
tcoecaccctte
ttggaaaatg
gatgaaatta
tatccettge
getgttaate
ggtcgaggaa
gtttatgaag
gatgaaaaaa
cetgcatctg

catctggaaa
ttgecttatt
atacaatgag
tttttccaaa
tactttataa
gtgtgaatge
attattcaaa
atggagaatt
ctgttgggag
gagateccaca
cagactgggt
atggaaaatt
cctattatgg
ctaagaatce
¢cccaggaagt
cgtgggttac
tectgtetat
agcatataga
tcagctatga
ttecactatat
ccataaatat
aataccctgg
agtgtgttac
actacgccaa
atgatggacyg
ctttgaaaaa
ctttatggta
taattcaagt
ggatatctta
cagctttcca
ttgaagacca
gaatagceat
gaactggter

18

aatgaagact
ggtgatgtgc
agcactcaca
ctggatttca
tattgaaaca
ttcaaattac
getttggaga
tgtaagagga
caaattagea
ttttcaaata
ttatgaagag
tttggcatat
cgatgaacaa
cgttgttcgg
gectgtteca
tgatgaacga
atgtgactte
agaaagcaga
tgcecatttcg
caaagacact
attcagagta
aagaagaaac
ttgecatcta
gtactatgca
cactgatcaa
tactccagectg
caagatgatt
gtatggtggt
tcttgcaagt
aggtgacaaa
gattacagct
atggggetgg
tttcaaatgt

tgggtaaaaa
attgtcttac
ctgaaggata
ggacaagaat
ggacaatecat
ggcttatcac
tactecttaca
aatgagcttc
tatgtctate
acatttaatg
gaaatgcttg
goeggaattta
tatcctagaa
atatttatta
gcaatgatag
gtatgrttge
agggaagact
actggatggg
tactacaaaa
gtggaaaatg
acacaggatt
atctacagaa
aggaaagaaa
ctegtetget
gaaattaaaa
cctaaagagyg
cttecteete
ccctgeagte
aaggaaggga
ctceotctatg
gtcagaaaat
tcctatggag
ggtatageag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1240
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980



<210> 2

tggctccagt
teeccaacaaa
aatatttcag
ttcaaaacte
tgtggtacte
acatgacceca
agcctgtatce
ttteatgttg
aaaaaagatg
gaaagaagag
atttgaagaa
aaaaaaaa

<211> 760
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 2

Met
Leu
Asn
Asn
Gln
85

Ile
Ser
Tyx
Thx
Glu
145
Lys
Gly
Phe
Lya
Glu
225
Asp
Ala
Ala

Ser

Cys
305
Cys

Lys
Ala
Serxr
Gly
50

Glu
Glu
val

Leu

Tyr
130
Leu
Leu
Asp

Asn

Tyr
210
Pha
Glu
Lys
Tyr
Asp
290
Leu

Asp

ctccagetgg
ggatgataat
aaatgtagac
agcacagatt
tgaccagaac
cttcctaaag
agaatctgaa
taaaatgcta
aggactcaga
aaaagggagt
aaataataaa

Thr Trp
Leu
20
Glu

Leu
Glu
Thr Phe
Leu

Thr Gly

val
val
Asn
Serx
His

Gln
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gaatattacg
cttgagcact
tatcttetea
gctaaagecte
cacggcttat
cagtgtttct
aaccttatat
gtataaacaa
agttcaaget
catgcatttt
gtcagaagtt

Lys Ile

Met Cys

Thr Met
Lye
E5
Gln Ser

Ser

8s

Ala
160
Ser

Asn

Glu
115

TyT

Pro

Ile
Arg

Ala Tyr

Ser

Asp

Pro

val

Asn

Ser

val
Ile
Axg
Thx
Ala
Thxr
Gly

Lys

cgtctgteta
ataagaatte
tccacggaac
tggttaatgce
ccggeectgte
ctttgtcaga
aaacccctca
acaaattaat
aaatattgtt
gectttggaca
caagtgcgaa

Phe Gly
val
25
Ala

Leu
Leu
Phe Phe

Asp Asn

val
Aryg
Thx
Pro

Asn

cacagagaga
aactgtgatg
agcagatgat
acaagtggat
cacgaaccac
ctaaaaacga
gacagtttge
gttgttcoctaa
tacattttect
cagtgtttta
aaaaaaaaaa

Ala Thr

Pro Serxr

Leu Lys
45
Asn Trp
6C

Ile val

75

Ile Leu
90
Leu Ser
105

Leu Trp

120

Leu
135
Gln

Asp

Ile
1s0
Gln

165

Pro
180
Ile

Pro

Gly
185
Ala Leu

Asn AsSp

Gln

Phe
Pro
Trp
Thr

Pro

Gln Ile

Asp

Ser
TYT
Asn
Thr

val

Asn Gly

cys

Leu

Serxr
Pre
Arg
Glu

Trp

Asn Arg

Asp Arg

Ser
Aryg
Asp
Ile
Leu
Thr

Gln

ttcatgggte
gcaagagcayg
aatgtgcact
ttccaggcaa
ttatacacce
tgcagatgca
ttattttatt
aggectgttaa
ggtactctgt
tcacctgttc
aaaaaaaaaa

Ala val

val His

Ile Leu

Ser Gly

Asan
80
Lys

Tvyr

Met
95

Phe Val

110

ser
125
val

TYr

Phe
140

Ser Pro

158

Asn Ile
170
Phe Asn
185

Tyr Glu

200

Ser
215
Ile

Trp

Asp
230

Arg Thr

245

Pro
260
Gly

Asn

val
275
Tyr

Gln Trp

Phe Arg

val
Pro
Fhe
Leu

Glu

Val Arg

Gln Glu

Fro
Pro
Ile
Ile

Vval

Asn Gly

val Ile

TYyT
cly
Glu
Lys
Ala

Leu Lys

Arg Glu

Tyr
Arg
val
Gln

Asn

Ala

Gly Asn
Ser
160
Pra

Gly

Arg
175

Lys Ile

190

Glu Met
205
Phe Leu
220

Tyr Ser

235

Ile
280
Ile

Asn

Phe
285

Pro val

280

Ser Trp
295
Lys
3lo

Trp

Leu
val

Gln

Thr Trp

Gln Asn

Pro
‘Ile
Pre
val

val

Tyr Pro

Asp Thr

Leu

Ala

Lys
Thr

Ala Thr

Tyr Ala
Gly
2490
Ala Gly
255

Pro

270

Ala Met
285
Thr Asp
00

Ser val

315

Trp

19

Cys Pro

Ile
Glu
Leu

Lys

Ala Ser

Arg val
Ile
320
Gln

Sexr

Thr

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2648



ES 2393372 T3

325 330 3a3s
Glu His Ile Glu Glu Ser Arg Thr Gly Trp Ala Gly Gly Phe Phe Vval
340 345 350
Ser Thx Pro vVal Phe Ser Tyr Asp Ala Ile Ser Tyr Tyr Lys Ile FPhe
355 360 3165
Sexr Asp Lys Asp Gly Tyr Lys His Ile His Tyr Ile Lys Asp Thr Val
370 375 380
Glu Asn Ala Ile Gln Ile Thr Ser Gly Lys Trp Glu Ala Ile Asn Ile
385 aso 395 400
Phe Arg Val Thr Gln Asp Sex Leu Phe Tyr Ser Ser Asn Glu Phe Glu
405 410 415
Glu Tyr Pro Gly Arg Arxg Asn Ile Tyr Arg Ile Ser Ile Gly Ser Tyr
420 425 430
Pro Pro Ser Lys Lys Cys Val Thr Cys His Leu Arg Lys Glu Arg Cys
435 440 445
Gln Tyr Tyr Thr Ala sSer Phe Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Tyr Ala Leu
450 485 480
Vval Cys Tyxr Gly Pro Gly Ile Pro Ile Ser Thr Leu His Asp Gly Arg
465 470 475 4890
Thx Asp Gln Glu Ile Ly# Ile Leu Glu Glu Asn Lys Glu Leu Glu Asn
485 490 495
Ala Leu Lys Asn Ile Gln Leu Pro Lys Glu Glu Ile Lys Lys Leu Glu
S00 505 510 ’
Vval Asp Glu Ile Thr Leu Trp Tyr Lys Met Ile Leu Pro Pro Gln Phe
515 520 525
Asp Arg Sex Lys Lys Tyr Pro Leu Leu Ile Gln val Tyx Gly Gly Pro
530 535 540
Cys Ser Gln Ser Val Arg Ser Val Phe Ala Val Asn Trp Ile Ser Tyr
545 550 555 560
Leu Ala Ser Lys Glu Gly Met Val Ile Ala Leu Val Asp Gly Arg Gly
565 570 575
Thr Ala Phe Gln Gly Asp Lys Leu Leu Tyr Ala vVal Tyr Arg Lye Leu
580 585 590
Gly Val Tyr Glu val Glu Asp Gln Ile Thr Ala Val Arxg Lys Phe Ile
595 600 . 605
Glu Met Gly Phe Tle Asp Glu Lys Arg Ile Ala Ile Trp Gly Trp Ser
610 615 620
TYr Gly Gly Tyr Val Ser Ser Leu Ala Leu Ala Ser Gly Thr Gly Leu
625 630 635 640
Phe Lys Cys Gly Ile Rla Val Ala Pro Val Ser Ser Trp Glu Tyr Tyr
645 650 655 '
Ala Sex Val Tyr Thr Glu Arg Phe Met Gly Leu Pro Thr Lys Asp Asp
660 665 8670
Asn Lew Glu His Tyr Lys Asn Ser Thr Val Met Ala Arg Ala Glu Tyr
675 680 685
Phe Arg Asn val Asp Tyr Leu Leu Ile His Gly Thr Ala Asp Asp Asn
690 €95 700
Val His Phe Gln Asn Ser Ala Gln Ile Ala Lys Ala Leu Val Asn Ala
705 710 715 720
Gln Val Asp Phe Gln Ala Met Trp Tyr Ser Asp Gln Asn His Gly Leu
725 730 735
Ser Gly Leu Sey Thr Asn His Leu Tyr Thr His Met Thr His Phe Leu
740 745 750
Lys Gln Cys Phe Ser Leu Sex Asp
755 760

<210>3

<211> 2615

<212> ADN

<213> mus musculus

20
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<400> 3

<210> 4
<211>7

ccacgegtcce
aaacatctgy
cgcttgeottt
gaaacacaaa
catattttec
tagtatttta
aaagtgtgaa
gtgattatte
agaatgggga
cgcctgttgg
caggagatcc
taccagacty
cagatggaaa
attcttatta
gggcectaagaa
gcccaatgga
tcacatgggt
cagtectgte
aggagcatgc
cttttagoeca
atattcacta
aggccatata
aaggttaccc
agaagtgtgt
gcetacaaagce
tccatgatgg
attctctgag
tgactttctyg
tgctaattca
attggataac
gcactgcttt
aagttgagga
aaagaatagc
ctggaactgg
acgcatcotat
actataaaaa
tecatcocacgg
¢tttggttaa
tattatctgg
gettttottt
cacatggacy
gaggttaggc
gcecacacate
taaagtcaga

61

<212> PRT
<213> mus musculus

<400> 4

gcacagatge
aaaaatgaag
agtggtgata
gagagctcet
caactggatt
taatattgaa
tgctacagat
aaagetcetyy
atttgtaaga
gagtaaatta
accttttcaa
ggtttatgaa
atttttggca
tggtgatgga
tcecggttgtt
agtgccagtt
gtccagtgaa
tatatgtgat
agaagaaagc
ggatgccack
catcaaagac
tatatteccge
tggaagaaga
tacttgcecat
caagtactat
cegeacagac
aaatatccag
gtacaagatg
agtgtatggt
ttatctcgca
ccaaggtgac
cgagctcaca
catatgggge
tcttttcaaa
ctactcagag
ttcaactgtyg
aacagcagat
tgcacaagtg
gegctocqag
atcagactga
acttggacca
tcyggtattgt
ttgetttgga
tgctcaggtt

ES 2393372 T3

ggtgacccac
acatggetga
tgcattgtct
accttgaagg
tcagaacaag
acaagagaat
tatggtttgt
cgatattcat
ggatacgage
gcatatgtat
ataacttata
gaggaaatgc
tatgtagaat
cagtatccta
cgtgttttta
ccagaaatga
cgagtatgct
ttcagggaas
agaacaggat
tettactaca
actgtggaaa
gtaacacagg
aacatctaca
ctaaggaaag
geactegtct
caagaaatac
ctgecctaaag
attetgecte
ggtccttgta
agtaaggagg
aaattecctge
gctgtcagaa
tggtcctacqg
tgtggcatag
agattcatgg
atggcaagag
gataatgtge
gatttccagg
aatcatttat
accaatgcaa
tgaatattgt
ttacatttcce
cacaatgttt
aaaaaaaaaa

getgtgcagt
aaactgtctt
tacgtcccte
atattttaaa
aatatctteca
catatatcat
cacctgatcg
acacagegac
tecetegtce
atcaaaacaa
ctggaagaga
ttgccacaaa
ttaatgatte
gaactataaa
ttgttgacace
tagecctcaag
tgcagtggct
actggecatge
gggctaggtgg
aaatatctag
atgctattca
attcactgtt
gaattagcat
aaaggtgeca
gotatggece
aagtattaga
tggagattaa
ctecagtttga
gacagagtgt
ggatagtcat
atgeccgtgta
aattcataga
gaggttatgt
cagtggctce
goctcooeoaac
cagaatattt
actttcagaa
cgatgtggta
atacccacat
gtactagcgt
aaaagccygct
ctatgetetg
tatcacctgt
aaaaa

gagaatcagc
tggagttacce
aagagtttac
tggaacattc
tcaatctgag
tttgagtaat
gcaatttgtg
atactacatc
aattcagtat
tatttatttg
aaatagaata
atatgctctt
agatatacca
tattccatat
cacqctaccct
tgactattat
aaaaagagtg
atgggaatgt
attectttgtt
cgacaaggalk
aattacaagt
ttattctage
tggaaactckt
atattacaca
tggecteece
agaaaacaaa
gaagctcaaa
cagatcaaag
taagtctgtyg
tgcccectggta
tcgaaaactg
aatgggttte
ttcatecoetyg
agtctecage
aaaggacgac
cagaaatgta
ctcagcacayg
ctctgaccag
gaagcacttce
gtaggacagt
aaaaatttag
tgaaagaaga
tcattgeecqgg

taacttgcaa
accctagetyg
azacctgaag
tcatataaaa
gatgataaca
agcaccatga
tatctagaaa
tacgacctte
ctatgctggt
aaacaaagac
tttaatggaa
tggtggtctce
attattgect
ccaaaggctg
caccacgtgyg
ttcagetgge
cagaatgtet
ccaaagaace
tcgacaccayg
ggttacaaac
ggcaagtggg
aatgaatttyg
cctecgagea
gcaagtttea
atttecaccece
gaactggaaa
gacgggggac
aagtaccctt
tktgetgtta
gatggtcggg
ggtgtatatyg
attgatgaag
geoettgoat
tgggaatatt
aatctegaac
gactatctte
attgctaaag
aaccatggta
ctcaagcaat
ctgaaggcett
gagggctecag
gaaaagggga
gtageggaaa

Met Lys Thr Trp Leu Lys Thr val Phe Gly Val Thr Thr Leu Ala

1

5

10

15

Leu Ala Leu Val Val Ile Cys Ile Val Leu Arg Pro Sexr Arg Val

Lys Pro Glu Gly Asn Thr Lys Arg Ala Leu Thr Leu Lys Asp Ile

20

35

25

40

21

30

45

60

120
1e0
240
300
360
429
480
540
600
650

780

840

200

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
le20
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2615

Ala

Tyx

Leu



ABn
Gln
Ile
Sex
Tyx
Thy
Glu
145
Lys
Gly
Phe
Lys
Glu
225
Asp
Ala
His
Sex
Cys
305
Cys
Glu
Ser
Sex
Glu
385
Phe
Gly
Pro
Gln
vVal
465
Thr

Sex

Asp

Gly
50

Glu
Glu
Val
Leu

TyYr
130
Leu

Leu

Asn

Tyr
210
Phe
Gly
Lys
His
Asp
290
Leu
AsSp
His
Thr
Agp
370
Asn
Arg
Tyr

Pro

450
Cys

Agp
Leu

Gly

Thx

Thr
Asn
Glu
115
Pro
Ala
PTO
Gly
19s
Ala
Asn
Gln
Asn
val
275
Gln
Phe
val
Pro
3iss
Lys
Ala
val

Pro

Ser
435

Gln
Axg

Gly
515

Phe
Leu
Arg
Ala
100

Ser

Ile

Tyx
Pro
180
Ile
Leu
Asp
Tyr
Pro

260
Gly

Tyr
Trp
Axrg
Glu
340
Ala
Asgp
Ile
Thr
Gly
420
Lys
Thr
Gly
Glu
Asn

500
Leu

Ser
His
Glu
85

Thr

Asp

Pro
val
165
Phe

Pro

Ser
Pro
245
val
Pro
Phe
Leu
Glu
325
Glu
Phe
Gly
Gln
Gln
405
Axrg
Lys
Ala
Pro
Ile
485
Ile

Thr

ES 2393372 T3

Gln
70
Serxr

Asp

Asp
Ile
150
Gln
Asp
Trp
ASp
230
Axg
val
Met
Ser
Lys
310
ASp

Serxr

Ser

Ile
390
Asp
Arg
Cys
Ser
Gly
470
Gln
Gln

Phe

Lys
55
Ser

Ser
Leu
135
Gln
Gln
Ile
Trp
Ser
215
Ile
Thr
Arg
Glu

Trp
295
Arg
Trp
Arg
Gln
Lys
375
Thr
Ser
Asn
val
Phe
455
Leu
val
Leu

Trp

Glu
Ile
Gly
Lys

120
Gln

Tyr
Asn
Thr
val
200
Pro
Pxo
Ile
val
val
280
Leu
val
His
Thr
ASD
360
His
Ser
Leu
Ile
Thr
440
Ser
Pro

Leu

Pro

520

TYT
Asp
Ile
Leu
105
Leu
Asn
Leu

Asn

TYyTr
185
Asp
Ile
Asn
Phe
268
Pro
Thr
Gln
Ala
Gly
345
Ala
Ile
Gly

Phe

425

Ile
Glu
Lys

505
Lys

22

Phe
Asp
Leu

20
Ser

Gly
Cys
Ile
170
Glu
Gly
Ile
Ile
250
Ile
val
Trp
Asn
Trp
330
Try
Thr
His
Lys
410
Arg
His
Lys
Ser
Glu
4950
val

Met

Pro
Asn
75

Ser
Pro
Arg
Glu

TR
155
Tyx
Gly
Glu
Lys
Ala
235
Pro
val
Pro
val
val
315
Glu
Ala

sSerx

Trp
395
Ser
Ile
Leu
Ala
Thr
475
Asn
Glu

Ile

Asn
690

Ile
Asn

Asp

Phe
140
Ser
Leu
Arg
Glu

Phe
220
Tyr

Tyr
Asp
Glu
Ser

300
Sex

cys
Gly
TYT
Ile
380
Glu

Ser

Serx

Lys
460
Leu
Lys
Ile

Leu

Txp
val

Ser

Ser
125
val
Pro
Lys
Glu
Met
205
Leu
Ser
Pro
Thr
Met
285
Ser
val
Pro
Gly
365
Lys
Ala
Asn
Ile
Lys
445
His
Glu
Lys

Pro
525

Ile

Phe

Gln
110
Axg
Vval
Gln
AsSn
190

Leu

Ala

Lys
Thr
270
Ile
Glu
Leu
Lys
Phe

350
Lys

Ile
Glu
Gly

430
Glu

Asp
Leu
Lys

510
Pro

Ser
TYY
Met
95

Phe
Thx
Gly
Gly
Axg
175
Arg
Ala

Tyr

Ala
255
TYY

Ala
Axrg
Ser
Asn
338
Phe

Ile

TYT
Phe
415
Asn
Axrg
Ala
Gly
Glu
4395

Leu

Gln

Glu
Asn
B8O

Lys
Vval

Ala

Ser
160
Pro
Ile
Thr
Val
Gly
240
Gly
Pro
Ser
val
Ile
320
Gln
val
Phe
Val
Ile
400
Glu
Ser
Cys
Leu
Arg
480
AsSn
Lys

Phe
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15

<210>5

Asp
cys
545
Leu
Thx
Gly
Glu
TYyr
625
Phe
Ala
Asn
Phe
val
705
Gln

Leu

Leu

<211> 814
<212> ADN

<213> homo sapiens

<400> 5

atcactctcet
aactcctgtc
gttctacaaa
tgaatggaat
acatgcccaa
ctctggagga
taatcagcaa
gtgaatatgc
gtcaaagcat
ggcettctak
cctattgtaa
ttgtaageccce
tgttgaatgt
ataaatataa

<210> 6

<211> 153
<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 6

Arg
530
serx
Ala
Ala
val
Met
610
Gly
Lys
Ser
Leu
Arg
620
His
Val

Serx

Lys

Ser Lys Lys

Gln Ser val

Ser Lys

565
Gln
580
Glu

Phe

val
£39%
Gly

Phe Ile

Tyr
Gly

Gly Val
Cys

Ile

645

660
Glu His
675%
Asn val

Phe Gln

Asp Phe

725
Gly Arg
740
Gln Cys
755

ttaatcacta
ttgcattgca
gaaaacacag
taataattac
gaaggccaca
agtgctaaat
tatcaacgta
tgatgagaca
catctcaaca
ttatttaaat
ctattattct
taggggctct
taaatatagt
aaaaaaasaaa

Glu

Gly

Ile
Ser
Tyr
Asp
Asn
Gln
Ser

Phe

ES 2393372 T3

Pro
535
Sexr

YT

Lys
550
Gly Ile

Asp Lys

Glu Asp

Leu

val

val

Phe

Gln

Leu Ile

Phe Ala

Gln

val

val
540
Asn

3

555

Yle Ala
570
Leu His
585

Leu Thr

600

Glu
615
Ser

Asp

Ser
630
Ala val

Glu Arg

Lys Asn

Glu
Leu
Ala
Phe

Ser

Axg Ile

Ala Leu

Leu
Ala
Ala
Ala

Ala

val
val

val Arg
605

Trp
Gly

Ile
620
Ser

635

val
650
Gly

Pro

Met
665

Thr Vval

680

Leu
695
Ala

TYX

Serxr
710
Ala Met

Gln Asn

Ser Leu

Leu

Gln

His

Ser

Ile His

Ile Ala

Ser
Leu
Met
Gly

Lys

Sex Txp

Pro Thr

Ala Arg
685
Thr Ala
700

Ala Leu

715

Ser
730
Leu
745
Asp

760

ctcacagtaa
ctaagtcttg
ctacaactgg
aagaatccca
gaactgaaac
ttagctcaaa
atagttctgg
gcaaccattg
ctgacttgat
atttaaattt
taatcttaaa
aaaatggttt
atctatgtag
aaaaaaaaaa

ccteaactcco
cacttgtcac
agcatttact
aactcaccag
atctteagtg
gcaaaaactt
aactaaaggyg
tagaatttect
aattaagtgc

tatatttatt

actataaata
cacttattcta
attggttagt
aaaa

Asp

Thr

Gln Asn

His Met

tgccacaatg
aaacagtgca
gectggattta
gatgctcaca
tctagaagaa
tcacttaaga
atctgaaaca
gaacagatgyg
ttccecactta
gttgaatgta
tggatectttt
tcccaaaata
aaaactatttc

Gly Gly

Ile

Pro

560

Gly Arg
5§75
Arg Lys
550
Lys Phe

Gly Trp

Thr Gly

Gly
Leu
Ile
Ser

Leu

640

Glu

655
Lys Asp
670
Ala Glu

Asp AsBp

Vval Asn

Tyr
Asp

Asn

Ala

720

His Gly
735%
Thx His

750

tacaggatge
cctacttcaa
cagatgattte
tttaagtttt
gaactcaaac
cccagggact
acattcatgt
attacctttt
aaacgtatca
tggttkgcta
atgattcttt
cttattatta
aataaatttg

Met Tyr Axg Met Gln Leu Leu Ser Cys Ile Ala Leu Ser Leu Ala Leu

23

Ile

Phe

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
814
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15

val Thrx Asn Sexr RAla

Glu His

35

Gln Leuw Leu

Asn Asn Lys Asn

Tyr Met Pro Lys Lys

65
Glu Glu Pro
85

Axg

Leu Lys
Leu
100
Leu

Asn Phe His
Glu
115

Thr

val Leu Lys

Glu Thr
130
Gln

ASD Ala

cys Ser Ile Ile

145

<210>7

<211> 939

<212> ADN
<213> mus musculus

<400> 7
atcacecttyg
agctcgecate
gctocacttce
agcagcacchk
acaggaacct
cagaattgaa
atttgactca
gagtaactgt
agtcagcaac
caacaagcee
taaatattta
tcttcagaty
atgttttaaa
ggtagactca
catttttagg
tatgttaatce

ctaatcacte
ctgtgtcaca
aagctctaca
ggagcagctg
gaaactccec
agatcttecag
aagcaaaagce
tgtaaaacta
tgtggtggac
tcaataacta
actttaattt
ataaatatgyg
ctatttatct
ttaataaaaq
acagcacaaa
agtgttttca

<210>8

<211> 160

<212> PRT
<213> mus musculus

<400> 8
Met Tyr Ser Met Gln
1 S
Leu Val Asn Ser Ala
Glu G1n

Ala Gln Gln

Glu

Tyx
65

Pro

Leu Met

Leu Lys
Ala

85
Leu Arg
100

Asp

Leu

Gin Leu Glu Ala

115
Lys Leu
130

Ser Ala

val Lys Gly

Glu Thr VvVal

145

ES 2393372 T3

Pro Thr

Leu Leu

Pro Lys
Ala
70
Leu

Thr
Glu
Pro Arg
Gly Ser
val

13S
Thy

Ile

Ser
150

ctcacagtga
ttgacacttg
gcggaagcac
ttgatggacc
aggatgctca
tgccoctagaag
tttcaatctgg
aagggctcectyg
tttectgagga
tgtacctect
atttttggat
atctttaaayg
gaaattattt
tatttagatg
gtaagcgcta
agaaataaag

Leu Ala
Pro Thr
Gln Gln

Asp Leu
55

Leu Pro

70

Glu Leu

His val
Glu Asn
Ser Asp

135

Val Asp
150

Ser
ASp
40

Leu
Glu
Glu
Asp
Glu
120
Glu

Leu

Ser
Ser
Gln

40
Gln

Lys
Leu
Phe
120
AsSn

Phe

10

Ser Ser Thr Lys

Leu Gln Met Ile

Thr Arg Met Leu

Leu Lys His Leu

val Leu

Leu Asn
105
Met
Phe Leuw Asn Arg
140
Thr

cctcaagtce tgcaggcatg
tgctcecttgt caacagegca
agcagcagca gcagcagcayg
tacaggagct cctgagcagyg
ccttcaaatt ttacttgccc
atgaacttgg acctcktgecgg
aagatgctga gaatttcecatc
acaacacatt tgagtgccaa
gatggatage cttctgtcaa
gcttacaaca cataaggctc
gtattgttta ctatcttttg
attctEtttyg raagccccaa
attatattga attgttaaat
attcaaatat aaataagctce
aaataacttc tcagttattce
¢teotectet

Vval Thr
10
Ser Thr

Cys Leu

Sex Serxr
25
Gln

Gln Gln Gln

Glu Leu Leu Ser

Leu Thr
75

Leu Gln

20

Leu Thr

Met Phe

Asp Cys

Asp Gln
105
Ile

Ser Asn Ile

Thr Phe Glu Cys

140
TIp

Leu Axrg Arg

155

24

Lys
Leu
45

Thr
Gln
Ala
Ile

Cys
125

Thr
Ser
GLln
45

Arg
Lya
Leu
Ser
Arg
125
Gln

Ile

15

Thr G1ln Leu

aAsn Gly Ile

Phe Lys Phe
Glu
80
Ser Lys
95
val

Cys Leu

Gln

Asn Ile
110

Glu hla

Tyr

Ile Thr Phe

tacagcatge 60
cccacttcaa 120
cagcagcage 180
atggagaatt 240
aagcaggceea 300
catgttctgg 360
agcaatatca 420
ttcgatgatg 480
agcatcatct 540
tctatttatt 600
taactactag 660
gggctcaaaa 720
atcatgtgta 780
agatgbtetgt 8940
ctgtgaactce 900

939

Val Leu
15
Thr Ala

Leu

Sexr
30
Gln His Leu

Met Glu Asn

Phe Tyr Leu

Glu
Lys Ser Phe
110
val Thr val

Phe Asp Asp

Ala Phe Cys

le60
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15

20

25

<210>9
<211> 852
<212> ADN

<213> homo sapiens

<400> 9

cttgcagctyg
ggctcagtceca
ccaaggcagt,
cgeocaaggtt
tatectgtte
ctgggtgcag
gggctgeagg
ctgcaagagg
agcectggag
gaggctatge
cctgectttaa
gcaggccagyg
gcaggactgt
acaccccacc
cttccocecacce

<210> 10
<211> 134
<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 10
Met
1
Gly
Leu
Arg
Leu
65
Leu
Gln
Gly

Gln
<210> 11

<211> 615
<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 11

gaattcageeo
tacagctctg
ctecttagee
caggactgct
aggaagcaag
cactctaage
cgectggace
acctctaagt
cageceoceteoaa
caagetgggt
gagccgctag

<210> 12
<211> 133
<212> PRT

<213> mus musculus

Rla
Ile
Lys
Lys

50
Pro

Trp
Lys
Lys

Thr
130

cccacctcac
ctggctectga
gatggagggy
gteccgeoaget
ttgcoeegca
cagctgaktge
aaggacaggg
actgagcggt
accccaccay
tcaggggcce

Gln

Pro

Tyr
35

Gln
Axg
val
Pro
Lys

115
Pro

Ser
Axrg
20

Ser
Glu
Lys
Gln
Ala
100
Gly

Lys

ccaccccatc
tcecagagaga
ccecttgaag
tcttectigt
gc

Leu
Thr
Gln
Pro
Arg
Gln
as

Gln
Lya

Gly

aaagaggccet
gtctecatcct
tggtcctgge
gccttaagta
aaccaagttt
ctgagctatg
agectecage
ctggaaagaa
gaggatagee
ggttcacggt
tcgag

ES 2393372 T3

cctcagetet
gecectecttat
ctcaggactg
accggaagca
agegeteotcea
agcatctgga
gggeccteocaa
cacagaccece
cctcaccaac
tggagcagcece
tgcattccca
ccgaggagyg
gagaatcate
aaatatgatt

Ala Leu

Gln Gly

Arg Lys
Leau
SS

Gln

Ser

Ser
70
Leu Met

Gly Cys

Gly Ser

Ser
Serx
Ile
Gly
Ala
Gln
Axg

Lys

ggcctcttac
cctggttctg
ttgectcaag
ggaaccaagce
ggcagageta
caagacacca
gactggcaag
taaagggcca
gcttgaagcc
aceccatget
gctctaccct
agagktctece
aggaccetgg
tatacctaac

Leu Leu

Asp

25
Pro

Cys
Glu

Gly
hAla
Ser
Leu
His Leu
90
Lys Asp
105

Gly Cys

120

Pro

acggccaaag
caactcaacc
tetctgecatc
cagccagaag
aggetgtece
tgcaaacecct
cceagggaaa
aggaaagggc
cagtagecceyg
ccaactcaca

aggygctaaac
acaatcatgg
ccctggacce
aaaattccct
atcecggcaa
gaggaaggct
caaageeceqg
tccaagggcet
cctggageoe
ggcaaagagg

25

tcaccctcta
gcetttggea
tacagccaaa
ttaggectgcet
tgtgcagace
tcoceccacaga
aaaggaaagyg
tageccagtg
tgaacccaag
ggcecttgeca

ccacagacat
tecoceaggac
ggaagattce
ccatcocage
caaaggagct
aaccagceca
gctacaaagg
agcagcctygg
atgcaagaaq
cactetrtct

6Q

120
180
240
300
360
420
480
540
600

gcatggctga
agggageatg
acctgacacg
tgaataazaa

Ile
Gly
Lys
Ile

Cys
75

Asp
Arg

Lys

Leu VvVal

Ala Gln
val
45

Ala

val

Pro
&0
Ala Asp

Lys Thr

Gly Ala
Thx
125

ttgeggetgt
ctcagatgat
aaggcagtga
acagtattgt
tectgticte
gggtgcagaa
gectgeaggaa
gcaagagaac
aggagatcce
gagctagaaa

getgeccaca
agaggaggca
gctcoecceagt
getgttetgt

660
720
780
840

852

Ala
15
Cys

Ser

Leu

hsp
30
Arg

Ile Leu

Pro Lys
Ser
95

Lys

Pro

Ser
110

Glu Arg

ccatctcace
gactctgagce
tggagggggat
ccgaggctat.
accccggaag
cctgatgegce
gaaccgggga
tgaacagaca
ccacgaactt
acagactcag

Phe

Cys

FPhe
Glu
Pro
Thx

Ser

60

120
1a0
240
300
360
420
480
540
600
615
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<400> 12

Met
1
Gly

Ala
Ile

Leu Lys

Arg Lys
50
Leu Pro
65
Leu Trp

Gln Lys

Gly Lys

Gln

Pro
Tyr
35

Gln
Arg

val

Lys

Ser Leu

Axg Thr

Ser Gin

Glu Pro

Lys Arg

Gln Gln
a5
Ala Gln
100

Gly Lysa

118

Thr
130

Gln

<210> 13

<211> 878

<212> ADN
<213> mus musculus

<400> 13

atcccagece
tcttactcac
gctctggect
ctcaagtaca
ccaagcettag
gagctatkgtg
acaccateee
ggcaagaaag
gggccatagce
gaagcctgaa
catgctggcee
taccctgeat
tctececcaggg
ccctggacct
cctaagtgaa

<210> 14

<211> 134

<212> PRT
<213> mus musculus

<400> 14

Met Ala
1l
Gly Ile

Leu Lys

Pro

Gln

Lys Gly

acgcacagac
cctetaccac
ttggcatcece
gccaaaggaa
getgetcecak
cagacccaaa
cacagaaace
gaaagggctc
ccagtgagea
cccaagakbge
ttgecacact
ggctgagctg
agcatgagag
gatacagcte
taaaaagctg

Ser Leu

Arg Thr
20

Ser Gln

k]

Arg Lys
50
Leu Pro
65
Leu Trp

Gln Lys

Gly Lys

Gln
Arg
val
Pro

Lys

Glu Pro

Lys Axg

Gln G1ln

Ala G1ln
100

Gly Lys

115

Gln Thr

130

<210> 15

Pro

Lys Gly

ES 2393372 T3

Ala Leu

Gln Gly

Arg Lys
Leu
5SS

Gln

Ser

Ser
70
Leu Met

Gly Cys

Gly Ser

Ser
ser
Ile
40

Gly
Ala

Gla

Lys

Leu
ASp

25
Pro

Cys
Glu

Ala
Ser
Leu
His Leu
90

Lys Asp
105
Gly

120

Pro

cccecaacttyg
agacatggct
caggacccaa
gattcoegee
cceagekate
ggagctctgg
agcccaggge
caaaggctgc
gcctggagce
aagaaggagyg
cttteteectyg
cccacagcay
gaggcagcag
cccagtacac
ttctgtette

Ala Leu

Gln Gly
Arg Lys
Ser Leu
Ser Gln
Met
Cys

Ser

Leu
Gly
Gly

Sex
Ser
Ile
40

Gly
Ala
Gin
Arg

Lys

cagctgocca
cagtcactgg
ggcagtgatg
aaggttgtce
ctgttettge
gtgcagcage
tgcaggaagg
aagaggactyg
ctggagaccc
ctatgctcag
ctttaaccace
gccaggtecca
gactgtecece
ccecacctett
ccacgcaa

Leu Leu

Asp Gly
25
Pro Ala

Ser

Cys

Glu Leu

His Leu
S0

Asp
Cys

Lys
108
Gly

120

Pro

26

Leu XIle
Gly Gly
Lys
Ile

Cys
75

Asp
Arg

Lys

Leu VvVal

Ala Gln

val val
45
Pro Ala
60
Ala Asp

Lys Thr

Gly Ala
Thx
125

ccteoaccete
ctctgagecet
gaggggcetca
gcagetaceg
cccgeaageg
tgatgcagceca
acaggggggc
agcggtcaca
caccagecte
gggccctgga
cccatctgeca
gagagaccga
ttgaaggaga
ccttgtaaat

Ile Leu

Gly Ala

Lys Val
45
Ile

Cys
7%
Asp

Pro
60
Ala

Lys
Arg Gly

Lys Arg

val
Gln
val
Ala
Asp
Thr
Ala

Thr
125

Leu
Asp
Arg
Ile
Pro
Pro
Ser

110
Glu

Leu
Agp
30

Arg
Ile
Pro
Pro
Ser

110
Glu

Ala
i5

Cys
Ser
Leu
Lya
Ser
Lys

Arg

agctctggece
cecttatecty
ggactgttgc
gaagcaggaa
ctctcaggea
tectggacaag
ctceaagact
gacccetaaa
accagcgett
gcagcoacee
ttceceagcetc
ggagggagag
atcatcagga
atgatttata

Ala
cys
Ser
Leu
Lya
sSer
85

Lys

Arg

Phe

Cys

Phe

Glu
80
Pro

Thx

Serx

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
878

Phe
cys
Tyr
Phe
Glu
80

Pro

Thr

Ser
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15

<211>18

16

<212> ADN

<213> ho

<400> 15

mo sapiens

cttectoctgee
acttcteeocee
cttactgttt
agaaggttgg
acgatacaga
aaaagccagt
gaaaacagct
agrgaggeca
atgagcaaca
ctctattata
ccattetatag
gctgcaaata

.gtatttgaat

<210> 16

agcecatggea
aggctgtggt
cccktgttaac
actccaaggc
cctgctceat
agtecctatga
cttgccaagt
tttatcagtg
actctgggte
agaaccgaaa
aatctectetce
tectetbtete
tcaatccecce
acacacacac
tgteccctatce
ccecactecte
tccattgttt
ccetettaaca

<211> 261
<212> PRT
<213> homo sapiens

<400> 16

Met
Leu

Ile

Phe
65
Leu
Asp
Met
Glu
Tyr
145
Leu
Phe
Leu
Ala
Leu
225
Val

Gly

agaagatacc
gatctgegge
ttcttatcac
acaagataga
gatgcaacac
ttgaaggctt
ttgaaatgea
gcagtaaaacg
acttggtaac
tctatgececea
ccagectctg
ccecacagktte
tgcaaccagy
ctggettecac
ggagctgacg
tgecctattta
atgtagaact
aagagettat
aaagacaagg
tcagttttygt
aagatgcaga
cctatggcet
coceeececcee
tctceatetce
aatoctectctyg
tttctaacac
acacacacac
tctaccacta
attacgaaat
ccagagtgaa
ttaaaa

Ile Glu

Ile Ser
29

Meat

Pro
Thr Gln
35
Leu Asp
50
Met

Lys

Lys Thr

Leu Asn

Cys

Thr Tyr

S
Met
Xla
Ile
Tle

Glu

ES 2393372 T3

atttcaactt
cactggactg
ccagatgatt
agatgaaagg
aggagaaaga
tgtgaaggat
aaaaggtgat
aacatctgtg
cctggaaaat
agtcaccttc
cctaaagtee
cgccaaacch
tgectoeggtyg
gtectttgge
ctgggagtct
taaccetagg
gtaataagtg
atatctgaag
ccattatgca
tretetgegt
agggaaatgg
tgttggaggy
cececocccgce
tctctttecag
tttcectttg
acacacacac
agagtcagge
tagatgaggg
gactgtattt
cttgtaatta

Asn Gln

Lys Ile

Gly Ser

Thr
Fhe

Ala

taacacagca
cocatcagea
gggtcagcac
adtcttcatg
tcottatect
ataatgttaa
cagaateectce
ttacagtggg
gggaaacagc
tgttccaatc
cccggtagat
tgcgggcaac
tttgtcaatg
ttactcaaac
tcataataca
atecctecectta
aattacaggt
cagcaaceee
caggttgaat
gcagtgtcett
ggagectcag
ggeoccaggcte
accctectegg

tctctcetcte

tcagtctett
acacacacac

cgttgctagt
tgaggagtay
aaaggaaatc
tettgttatt

Pro
10
Tyr

Bhe

Sex

Met
25
Leu

40

Glu Asp
LY
Gln Arg

Glu Ile

8s

Ile Met Leu

100

Gln Lys Gly
115

Ala Ser

130

Sex

Thr Met

Thr val Lys

Asn,
Asp
Lys
Sex

Arg

Lysa Glu

Gln Asn

Glu
Cys
Lys
Glu

Pro

Arg Asn

Asn Thr
Gln
20
Lys

Ser

Thr
105

Giln Ile

120

Thx
135
Asn

Thr

Agn
150

Gln Gly

165

Ser Amn
189

Lys

Cys

Leu
185
Thr

Cys

Asn Hia

219

Gly Gly val

Thr Asp Pro

Arg
Ser
Ser
Fhe

Ser

Glu Ala

Pro

Ser
Leu
Leu
Ser

Gly Arg

Val Leu

Val Thr

Arg
Lau
Ala
Leu
Gly
Phe
LysS
Ala
Gln

Leu

tgatcgaaac
tgaaaatttt
rttttgctgt
aagattttgt
tactgaactg
acaaagagga
aaattgegge
ctgaaaaagg
tgaccgttaa
gggaagettc
tcgagagaat
aatcecatteca
tgactgatece
tctgaacagt
geacagecggt
tggagaacta
cacatgaaac
actgatgcag
tctgagtaaa
tecatggata
ctcacattca
tagaacgtct

acagttatte
tcaacctett
ccotoceogca
acacacacac
cagttctcett
ggagtgcage
tattgtatet
tatttttega

Ser Ala Ala
Val
3¢

Leu

Leu Thr
val

45
His Glu
60
Glu

Asp

Axg Ser

Glu @Gly Phe

Glu Ser
110
Val

Azn

His
125
Ala

Ala

Trp Glu

140
Glu

Asn Gly

155

YT
170
Ser Gln
185

Phe Glu

200

Ala
215
Leu

Ser

Glu
230

Gln val

245

Leu Leu Lys

260

Leu

Lys
Gln

Ser

Bro

Pre Gly

Ile
Ala
Arg
Gly

Ala

Tyr Ala Gln

Pro Phe Ile
190
Ile Leu Leu

205
Gln Gln
220

Ser

Serxr

Val Phe

235

His Gly

250

27

Thr

Gly Pha Thr

atacaaccaa
tatgtattta
gtatcttcat
attcatgaaa
tgaggagatt
gacgaagaaa
acatgtcata
atactacacc
aagacaagga
gagtcaagct
cttactcaga
cttgggagga
aagccaagtyg
gtcaccttge
taagoocacce
tttattatac
caaaacggyge
acatccagag
cagcagataa
atgcatttga
gttatggttg
aacacagtgyg
attetettte

tcttecaate
gtetetette
acacacacac
cttececacce
cotgagectg
acctgcagtc
ataataaaga

Thr
15
Phe

Gly
Leu

His Arg

Phe Val

Lew Ser
-1y
Val Lys
95
Phe Glu

Ile Ser

Lys Gly
Gln
160
Thr

Lys

val
175
Ala Ser

Arg Ala

Ile His

Val Rsn
240
Ser Phe
255

80

120
180
240
300

420
480
540
600
660
720
780
840
9200
2960
1020
i¢80
1140
1200
1260
1320

‘1380

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1816
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REIVINDICACIONES
Composicion eficaz para inducir una respuesta inmunitaria contra células tumorales estromales que expresan
una proteina de activacion fibroblastica (FAP), que comprende un constructo de ADN que codifica FAP y que
esta incorporado en un vector bacteriano Salmonella typhimurium atenuado, en la que el constructo de ADN es
expresable en células inmunitarias y esta incorporado en un portador farmacéuticamente aceptable.
Composicion segun la reivindicacion 1, en la que el constructo de ADN codifica la FAP humana (SEC ID n° 2).
Composiciéon segun la reivindicacion 1, en la que el constructo de ADN es un ADN sustancialmente purificado
que presenta la secuencia polinucleétida que consiste en SEC ID n°® 1 o una secuencia polinucleétida que
presenta por lo menos aproximadamente un 80% de similitud con la misma.

Composicion segun la reivindicacion 1, en la que la composicion comprende ademas un constructo de ADN
codificante de una proteina efectora inmunitaria expresable en células inmunitarias.

Composicion segun la reivindicacion 4, en la que la proteina efectora inmunitaria es una citoquina.
Composicion segun la reivindicacion 5, en la que la citoquina es CCL21, IL-2 o CD40LT.

Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para la utilizacion en la inhibicion del crecimiento
tumoral o las metastasis tumorales.

28
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1

61
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1181
l44l
1501
1561
1622
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041

"4
[ A

2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641

ctgaagacag
tcgtattigyg
geccecttcaag
ttttaaatgg
atcttecatceca
ataccatttt
ctgatcggea
cagcaacata
ctegtccaat
aaaacaatat
gaagagaaaa
ctaczaaata
atgatacgga
caataaatat
tegatacecac
cctcaagtga
agtggctaaa
ggcagacaty
ctggtggatt
tatttagtga
ctattcaaat
cactgtitta
ttagcattgg
ggtgccaata
acggcccagg
toctggaaga
anattaagaa
aacttgacag
agagtgraag
tggtcattge
cagtagtatcg
tocatagaaat
gatacgtttce
tggcocteccagt
tcccaacaaa
aatatttcag
ttcaaaactce
tgtggtacte
acatgaccca
agcctgtate
ttttatgttg
aaazaagatg
Yaaagaagag
atttgaagaa
aagaaaaa
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aattagctaa
agttgccace
agttcataac
aacattttct
atctgcagat
gagtaataga
atttgtatat
ttacakbctat
tcagtattta
ctatttgaaa
taasatattt
tgctectetgg
tataccagtt
tccataccca
ttaccctgcyg
ttattattte
aagagtccag
ggattgtcca
ctttgtttca
caaggatggc
tacaagrgge
ttctagecaat
aagctatecet
ttacacagca
catcccecatt
aaacaaggaa
acttgaagta
atcaaagaag
gtctgtattt
cktggtggat
aaagetgggt
gggtttcatt
atcactggec
cteccagectgg
ggatgataat
aaatgtagac
agcacagatt
tgaccagaac
cttectaaag
agaatctgaa
taaaatgcta
aggactcaga
aaaagggagt
aaataataaa

(SEC ID n° 1) ADN DE FAP HUMANA

ctttcaaaaa
tectgctgtge
tctgaagaaa
tataaaacat
aacaatatag
accatgaaaa
ctagaaagtyg
gaccttagca
tgetggtege
caaagaccagy
aatggaatcc
tggtceteocta
attgcctatt
aaggctggag
tatgtaggte
agttggctea
aatgtttcgy
aagaccceagg
acaccagttt
tacaaacata
aagtygggagyg
gaatttgaayg
ccaagcaaga
agtttcageyg
tccaccette
ttggaaaatg
gatgaaatta
tatcccttge
gctgttaatt
ggtegaggas
gtttatgaag
gatgaaaaaa
cttgeatcty
gaatattacyg
cttgagcact
tatcttctca
gctaaagetec
cacggcttat
cagtgtttct
aaccttatat
gtataaacaa
agtrroaagct
catgcatttt
gtcagaagtt

catctggaaa
ttgecttatt
atacaatgag
ctttrccaaa
tactttataa
gtgtgaatgc
attattcaaa
atggagaatt
ctgttgggag
gagatccacce
cagactgggt
atggaaaatt
cctattatgg
ctaagaatecc
cccaggaagt
cgtgggttac
tectgteotat
agcatataga
tcagectatga
ttecactatat
cecataaatat
aataccctgy
agtgtgttac
actacgccaa
atgatggacyg
ctttgaaaaa
ctttatggta
taattcaagt
ggatatctta
cagcttteca
ttgaagacca
gaatagceat
gaacktggtct
cgkctgtcta
ataagaatte
tccacggaac
tggttaatge
ceoggectgte
ctttgtcaga
aaacccctca
acaaattaat
agatattgtet
gctttggaca
caagtgcgaa

FIG. 7
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aatgaagact
ggtgatgtgc
agcactcaca
ctggatttca
tattgaaaca
ttcaaattac
gctttggaga
tgtaagagga
taaattagca
ttttcaaata
ttatgaagag
tttggcatat
cgatgaacaa
cgttgttegg
gcectgtteca
tgatgaacga
atgtgacttc
agaaagcaga
tgccatttcg
caaagacact
attcagagta
aagaagaaac
ttgecatceta
gtactatgca
cactgatcaa
tatccagcetg
caagatgatt
gtatggtggt
tcttgcaagt
aggtgacaaa
gattacagct
atggggctgg
tttcaaatgt
cacagagaga
aactgtgatg
agcagatgat
acaagtggat
cacgaaccagc
ctaaaaacga
gacagtttge
gttgttctaa
tacattttct
cagtgtttta
aaaaaaaaaa

tgggtaaaaa
attgtcttac
ctgaaagata
ggacaagaat
ggacaatcat
ggecttatecac
tactcattaca
aatgagcttc
tatgtctatc
acattltaatg
gaaatgcttg
gcggaattta
tatcctagaa
atatttatta
gcaatgatag
gtatgtttgc
agggaagact
actggatggg
tactacaaaa
gtggaaaatg
acacaggatt
atctacagasa
aggaaagaaa
cttgtectget
gaaattaaaa
cctaaagagg
cttecctecte
ccctgecagte
aaggaaggga
cteectcktatg
gtcagaaaat
toctatggag
ggtatagcag
ttcatgggte
gcaagagcag
aatgtgecact
ttccaggecaa
ttatacaccc
tgcagatgea
ttattttatt
aggctgttaa
ggtactctgt
tcacctgtte
aaaaaaaaaa



ES 2393372 T3

MKTWVKIVFGVATSAVLALLVMCIVLRPSRVHANSEENTMRALTL
KDIINGTFSYKTFFPNWISGQEYLHQSADNNIVLYNIETGOSYTILSNRTMKSVNASN
YGLSPDRQFVYLESDYSKLWRYSYTATYYIYDLSNGEFVRGNELFRPIQYLCWSPVGS
KLAYVYONNIYLKORPGDPPFQITFNGRENKIFNGIPDWVYEEEMLATKYALWWSPNG
KFLAYAEFNDTDIFPVIAYSYYGDEQYPRTINIPY PKAGAKNPVVRIFIIDTTYPAYVG
PREVPVPAMIASSDYYFSWLTWVTDERVCLOWLKRVONVSVLSI CDFREDWQTWDCPK
TQERIEESRTGWAGGFFVSTPVFSYDAISYYKIFSDKDGYKHIHYIKDTVENAIQITS
GKWEAINIFRVITODSLFYSSNEFEEYPGRRNIYRISIGSYPPSKKCVTCHLRKERCQY

YTASFSDYAKYYALVCYGPGIPISTLHDGRTDREIKILEENKELENALKNIQLPKEEI

KKLEVDEITLWYKMILPPQFDRSKKYPLLIQVYGGPCSQOSVRSVFAVNWISYLASKEG
MVIALVDGRGTAFQGDKLLYAVYRKLGVYEVEDQITAVRKFIEMGFIDEKRIAIWGHWS
YGGYVSSLALASGTGLFKCEGIAVAPVSSHEY YASVYTERFMGLPTKDDNLEHYKNS TV
MARAEYFRNVDYLLYHGTADDNVHFONSAQIAKALVNAQVDFQAMWY SDONHGLSGLS

TNHLYTEMTHFLKQCFSLSD

(SEC ID n° 2) FAP HUMANA

FI1G. 8
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6l
i21
181
241
101
sl
421
481
541
601
661
721
781
841
$01
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
168L
1741
1801
lasl
1921
1981
2041
2101
216L
2221
2281
234l
2401
2461
2521
2581

ccacgegatcee
aaacatctgy
cgcttygctie
gaaacacaaa
catattttec
tagtatttta
aaagtgtgaa
gtgattatte
agaatgggga
cgcctgttgg
caggagatcc
taccagactyg
cagatggaaa
attcttatta
gggctaagaa
gccecaatgga
tcacatgggt
cagtcctgte
aggagecatgt
cttttagceca
atattcacta
aggccatata
aaggttacce
agaagtgtgt
gctacaaagce
tccatgatgg
attctctgag
tgactttekg
tgctaattca
attggataac
gecactgcttt
aagttgagga
aaagaatagc
ctggaactgg
acgcatctat
actataaaaa
tcatccacgg
ctttggttaa
tattatcetgg
gcttttctht
cacatggacyg
gaggttagge
gccacacate
taaagtcaga

ES 2393372 T3

gcacagatgc
aaaaatgaag
agtggtgatca
gagagectctt
caactggatt
taatattgaa
tgctacagat
aaagctetgg
atttgtaaga
gagtaaatta
accttttcaa
ggtttatgaa
attctttggea
tggtgatgga
tccggttgtt
agtgccagtt
gtocagtgaa
tatatgtgat
agaagaaage
ggatgccact
catcaaagac
tatattccge
tggaagaaga
tacttgccat
caagtactat
ccgcacagac
aaatatccag
gtacaagatg
agtgtatggt
ttatctecgca
ccaaggtgac
ccagctcaca
catatgggge
tectttdaaa
ctactcagag
ttcaactgtg
aacagcagat
tgcacaagtg
gogetoccayg
atcagactga
acttggacca
teggtattgt
ttgctttgga
tgcteaggtt

ggtgacccac
acatggcetga
tgcattgtet
accttgaagg
tcagaacaag
acaagagaat
tatggtttgt
cgatatteat
ggatacgagc
gcatatgtat
ataacttata
gaggaaatgc
tatgtagaatc
cagtatccta
cgtgttttta
ccagaaatga
cgagtatgct
cttcagggaag
agaacaggat
ccttactaca
actgtggaaa
gtaacacagy
aacatctaca
ctaaggaaag
gcactecgtct
caagaaatac
ctgcctaaag
attcegeete
ggtcecttgta
agtaaggagg
aaattcctge
gctgtcagaa
tggtecctacg
tgtggcatag
agattcatgg
atggcaagag
gataatgtge
gatttccagy
aatcatttat
accaatgcaa
tgaatattgt
ttacatttec
cacaatgttt
aaaagaaaaa

gctgtgcagt
aaactgtcett
tacgtcocte
atattttaaa
aatatctteca
catatatcat
cacctgatcg
acacagcgac
teccteghiee
dtcaaaacaa
ctggaagaga
ttgcecacaaa
ttaatgattc
gaactataaa
ttgttgacac
tagcctcaag
tgcagtggct
actggcatge
gggctggtgg
aaatatttag
atgctattca
attcactgtt
gaattagcat
aaaggtgcca
gotakggeooc
aagtattaga
tggagattaa
ctcagtttga
gccagagtgt
ggatagtcat
atgccgtgta
aattcataga
gaggttatgt
cagtggcetee
gcctocccaac
cagaatattt
actttcagaa
cgatgtggta
atacccacat
gtactagcgt
aaaagecgcet
ctatgctetyg
tatcacctgt
aaaaa

gagaatcage
tggagttace
aagagtttac
tggaacatte
tcaatctgag
tttgagtaat
gcaatctgtyg
atactacate
aattcagtat
tatttatttg
aaatagaata
atatgetctt
agatatacea
tattecatat
cacctaccct
tgactattat
aaaaagagtg
atgggaatgt
attctttgtt
cgacaaggat
aattacaagt
ttattctagce
tggaaactct
atattacaca
tggcctaecec
agaaaacaaa
gaagctcaaa
cagatcaaag
taagtectgtg
tgccoctggta
tcgaaaactyg
aatgggtttc
ttecatcecctg
agtectecage
aaaggacgac
cagaaatgia
ctcagcacag
ctectgaccag
gacgcactte
gtaggacagt
aaaaatttag
tgaaagaaga
tcattgcecgg

taacttgcaa
accctggetyg
aaacctgaayg
tcatataaaa
gatgataaca
agcaccatga
tatctagaaa
tacgaccttc
ctatgctggt
aaacaaagac
tttaatggaa
tggrtggtctc
attattgect
ccaaagygcktg
caccacgtgg
ttcagetgge
cagaatgtct
ccaaagaacce
tcgacaccag
ggttacaaac
ggcaagtggg
aatgaatttyg
cctecgagea
gcaagtttea
attteoccacce
gaactggaaa
gacgggggac
aagtacectt
cttgecgrta
gatggteggg
ggtgtatatg
attgatgaag
gccocttgcat
tgggaatatt
aatctcgaac
gactatcetc
attgctaaag
aaccatggta
ctcaagecaat
ctgaaggett
gagggctcag
gaaaagggga
gtagcggaaa

(SEC ID n° 3) ADN DE FAP MURINA

FIG. 9
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ES 2393372 T3

MKTWLKTVFGVTTLAALALVVICIVLRPSRVYKPEGNTKRALTIL,
KDILNGTFSYKTYFPNWISEQEYLHQSEDDNIVFYNIETRESYIILSNSTMXSVNATD
YGLSPDROQFVYLESDYSKLWRYSYTATYYIYDLONGEFVRGYELPRPIQYLCWSPVGS
KLAYVYQNNIYLKQRPGDPPFOITYTGRENRIFNGIPDWVYEEEMLATKYALWWSPDG
KFLAYVEFNDSDIPIIAYSYYGDGQYPRTINIPYPKAGAKNPVVRVFIVDTTYPHHVG
PMEVPVPEMIASSDYYFSWLTHVSSERVCLOWLKRVONVSVLS ICDFREDWHAWECPK
NOEHVEESRTGWAGGFFVSTPAFSQDATSYYKIFSDKDGYKHIHYIKDTVENAIQITS
GKWEAIYIFRVTQDSLFYSSNEFEGYPGRRNIYRISIGNSPPSKKCVTCHLRKERCQY
YTASFSYKAKYYALVCYGPGLPISTLHDGRTDQEIQVLEENKELENSLRNIQLPKVEI
KKLKDGELTFWYKMILPPQFDRSKKYPLLIQVYGGPCSQSVKSVFAVNWITYLASKEG
IVIALVDGRGTAFQGDKFLHAVYRKLGVYEVEDQLTAVRKFIEMGFIDEERIAIWGWS
YGGYVSSLALASGTCLFKCGIAVAPVSSWEYYASIYSERFMGLPTKDDNLEHYKNSTV
MARAEYFRNVDYLLIHGTADDNVHFQNSAQIAKALVNAQVDFQAMWY SDONHGILSGR

SONHLYTHMTHFLKQCFSLSD

(SEC ID n° 4) FAP MURINA

FI1G. 10
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

atcactctct
aactcctgte
gttctacaaa
tgaatggaat
acatgcccaa
ctetggagga
taatcagcaa
gtgaatatgc
gtcaaageat
ggeccttctat
cctattgtaa
ttgtaagcce
tgttgaatgt
ataaatataa

ES 2393372 T3

ttaatcacta
ttgcattgca
gaaaacacag
taataattac
gaaggccaca
agtgctaaat
tatcaacgta
tgatgagaca
catctcaaca
ttatttaaat
ctattattct
taggggetet
taaatatagt
aaaaaaaaaa

(SEC ID n° 5) ADN de IL-2 humana

ctcacagtaa
ctaagtecttg
ctacaactygg
aagaatccca
gaactgaaac
ttagctcaaa
atagttetgg
gcaaccattyg
ctgacttgat
atttaaattt
taatcttaaa
aaaatggttt
atctatgtag
aaaaaaaaaa

cctecaactec
cacttgtcac
agcatttact
aactcaccag
atcctcagtg
gcaaaaactt
aactaaaggg
tagaatttcet
aattaagtgce
tatatttatt
actataaata
cacttattta
attggttagt
aaaa

FIG. 11
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tgceacaaty
aaacagtgca
gctggattta
gatgctcaca
tctagaagaa
tcacttaaga
atctgaaaca
gaacagatgg
tteccactta
gttgaatgta
tggatctete
tcccaaaata
aaaactactt

tacaggatge
cctacrtcaa
cagatgattt
tttaagtttt
gaactcaaac
cecagggact
acattcatgt
attacctttt
aaacgtatca
tggtttgcta
atgattcttt
tctattatta
aataaatttg



ES 2393372 T3

MYRMOLLSCIALSLALVTNSAPTSS STKKTQLOLEHLLLDLOMI
LNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRP

RDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFCOSIISTLT

(SEC ID n° 6) IL-2 humana

FIG. 12

40



61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
B4l
201

atcacccttg
agcetcgecatce
gctccactte
agcagcacct
acaggaacct
cagaattgaa
actttgactea
gagtaactgt
agtcagcaac
caacaagcce
taaatattta
tetctcagatg
atgttttaaa
ggtagactca
catttttagg
tatgctaate

ES 2393372 T3

ctaatcactc
ctgtgtcaga
aagctctaca
ggagcagcectyg
gaaactccce
agatettcocayg
aagcaaaagc
tgtaaaacta
tgtggtggac
tcaataacta
actttaattt
ataaatacgg
ctatttatct
ttaataaaag
acagcacaaa
agtgttttca

(SEC ID n° 7) ADN de IL-2 murina

ctcacagtga
ttgacagttg
geggaagcac
ttgatggacc
aggatgctca
tgcctagaag
tttcaattgg
aagggctctg
tttctgagga
tgtacctect
atttteggat
atctttaaag
gaaattattt
tatttagatg
gtaagcgceta
agaaataaag

cctcaagtec
tgctecttgt
agcageagea
tacaggagct
cettecaaatt
atgaacttgyg
aagatgctga
acaacacatt
gatggatage
gcttacaaca
gtattgttta
attcrtttecyg
attatattga
attcaaatat
a2aataacttc
ctctectet

FIG. 13
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tgcaggcatg
caacagcgca
gcagcagcag
cctgagcadgg
ttacttgccee
acctetgegg
gaatttcatc
tgagtgccaa
cttctgtcaa
cataaggcte
ctatctttta
taagcecccaa
attgttaaat
aaataagctce
tcagttatte

tacagecatge
cccacttcaa
cagcagcagc
atggagaatt
aagcaggeca
catgttctgy
agcaatatca
ttcgatgatg
agcatcatct
tetatttact
taactactag
gggctcaaaa
atcatgtgta
agatgtctgt
ctgtgaacte



ES 2393372 T3

MYSMQLASCVTLTLVLLVNSAPTSSSTSSSTAEAQQQOQQQ0QQ
QQHLEQLLMDLOELLSRMENYRNLKLPRMLTFKFYLPKQATELKDLQCLEDELGPLRH

VLDLTQSKSFQLEDAENFISNIRVIVVKLRGSDNTFECQFDDESATVVDFLRRWIAFC

(SEC ID n° 8) IL-2 murina

FIG. 14
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

cttgecagetyg
ggctcagtca
ccaaggcagt
cgccaaggtt
tatcctgtte
ctgggtgcag
gggctgcagg
ctgcaagagg
ageectggag
gaggctatgce
cctgetttaa
gcaggccagg
gcaggactgt
acaceccace
gttececacec

ES 2393372 T3

cccacctcac
ctggctectga
gatggagggg
gtecegecaget
ttgcccegea
cagctgatge
aaggacaggyg
actgagcggt
accccaccag
tcaggggcce
ccaccccate
tccagagaga
ccecttgaag
tCttcottgt
ge

(SEC ID n° 9) ADN de CCL21 humano

ceteagetot
geetecettat
ctcaggactg
accggaagca
agcgctcetea
agcatctgga
gggccccaa
cacagacccc
cctcaceaac
tggagecagec
tgecattccca
ccgaggaggyg
gagaatcatc

ggectettac
cctggttetg
ttgecoctcaag
ggaaccaagc
ggcagagcta
caagacacea
gactggcaag
taaagggcca
gcttgaagec
accccatget
gctctacccet
agagtctecc
aggacccetgg

tcaceetcta
gectttggca
tacagccaaa
ttaggctgcet
tgtgeagace
teceoceocacaga
aaaggaaagy
tagccecagtg
tgaacccaag
ggeettgeca
gcatggctyga
agggagcaty
acctgatacyg

dadtalgact

tataccLaac

FIG. 15
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tgaataaaaa

ccacagacat
tcoccccaggac
ggaagattcc
ccatceccage
caaaggagct
aaccagecga
gctccaaagg
agcagcctag
atgcaagaag
cactctttet
getgeceaca
agaggaggca
getcocceagt
getgttetat



ES 2393372 T3

MAQSLALSLLILVLAFGIPRTQRGSDGGAQDCCLKYSQRKIPAKVVRSYRKQ

EPSLGCSIPAILFLPRKRSQAELCADPKELWVQQLMOHLDKTPS POKPAQG
CREKDRGASKTGKKGKGSKGCKRTERSQTPKGP

{SEC ID n° 10} CCL21 humano

FIG. 16

44



1
€1
121
18l
241
301
361
421
481
541
601

gaattcggec
tacagctctg
ctcecttagee
caggactgct
aggaagcaay
cactctaage
cgcctggacce
acctctaagt
cagceoectcaa
caagctgagt
gagcogcetag

ES 2393372 T3

aaagaggcecct
gtcteatect
tggtectgge
gccttaagta
aaccaagttt
ctgagctatg
agectceage
ctggaaagaa
gaggatagecc
ggttcacggt
tcgag

(SEC ID n° 11) ADN de CCL21b murino

acggccaaag
caactcaacc
tectctgoate
cagccagaag
aggctgtcce
tgcaaaccet
cccagggaaa
aggaaagggce
cagtagceccg
ccaactcaca

agggctaaac
acaatcatgg
cocctggacecce
aaaattecect
atcccggeaa
gaggaaggct
caaagcecocy
tccaaggget
cctggagecco

ggcaaagagg

FIG. 17
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ttgcggetgt
ctcagatgat
aaggcagtga
acagtattgt
tcctgttete
gggtgcagaa
getgcaggaa
gcaagagaac
aggagatcce
gagctagaaa

ccatctcace
gactotgage
tggagggggt
ccgaggctat
accccggaag
cctgatgege
gaaccgggga
tgaacagaca
ccacgaactt
acagactcag



ES 2393372 T3

MAQMMTLSLLSLVLALCIPWTQGSDGGGRDCCLKYSQKKIPYSIVRGYRKQ
EPSLGCPIPAILFSPRKHSKPELCANPEEGWVONLMRRLDQPPAPGKQSPG
CRKNRGTSKSGKKGKGSKGCKRTEQTQPSRG

(SEC ID n° 12) CCL21b murino

FIG. 18
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ES 2393372 T3
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61
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661
721
T8l
841

atcccagecc
tektactecac
gttctggeet
ctcaagtaca
ccaagcttag
gagctatgtg
acaccateee
ggcaagaaag
gggeccatage
gaagcctgaa
catgctggce
taccctgcat
tctcoccocaggg
ccctggacct

cctaactgaa

ES 2393372 T3

acgcacagac
cetetaceac
ttggecatcece
gccaaaggaa
gectgcoctccat
cagacccaaa
cacagaaacc
gaaagggcte
ccagtgageca
cccaagatgc
ttgeccacact
ggctgagctg
agcatgagag
gatacggectc
taaaaagety

(SEC ID n® 13) ADN de CCL21a murino

ccccaacttyg
agacatgget
caggacccaa
gattcecegeo
ceccagctate
ggagcetctgyg
agececaggge
caaaggetge
geceotggagec
aagaaggagg
ctttetectg
ccecacageag
gaggcageag
cocagrtacac
ttctgtette

cagctgccca
cagtecactgg
ggcagtgatg
aaggttgtce
ctgttcttgc
gtgcagcagc
tgcaggaagg
aagaggactg
ctggagaccce
ctatgctcag
ctttaaccac
gccaggtcca
gactgtccec
cocacctett

occaceoeaa

FI1G. 20
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cctcaccete
ctectgagecet
gaggggctea
gcagctaceyg
cccgcaagcg
tgatgcagca
acaggggggc
ageggtcaca
caccagecte
gggccctgga
cccatctgca
gagagaccga
ttgaaggaga
ccttgtaaat

agetctggee
ccttatectyg
ggactgttgc
gaagcaggaa
ctctcaggceca
tctggacaag
ctccaagact
gacccctaaa
accagcgctt
gecagecacce
ttccecagecte
ggagggagag
atcatcagga
atgatttata



ES 2393372 T3

MAQSLALSLLILVLAFCGIPRTQGSDGGAQDCCLKYSQRKIPAKVVRSYRKQ
EPSLGCSIPAILFLPRKRSQAELCADPKELWVQOLMOHLDKTPSPQKPAQG
CRKDRGASKTGKKGKGSKGCKRTERSQTPKGP

(SEC ID n® 14) CCL21a murino

FIG. 21
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
261
1021
1081
1141
1201
126l
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
//

cttctctgee
actoetcece
cttactgttt
agaaggttgg
acgatacaga
aaaagccagt
gaaaacaget
agtgaggcca
atgagcaaca
ctctattata
gcatttatag
gcrgcaaata
gtatttgaat
agccatggca
aggctgtgat
cecctgttaac
actccaaggce
cectgectoccat
agtcctatga
cttgccaagt
tttatcagtg
actetgggtt
agaaccgaaa
aatctectcte
tctctttcte
tcaatcccee
acacacacac
tgtcecctate
cccacteccte
tccattgttt
cctecttaaca

ES 2393372 T3

agaagatacc
gatctgcgge
ttcttatcac
acaagataga
gatgcaacac
ttgaaggett
ttgaaatgca
geagtaaaac
acttggtaac
tctatgcecca
coageetectg
cccacagtte
tgcaaccagg
ctggcttcac
ggagctgacy
tgectattta
atgtagaact
aagagcttat
aaagacaagg
tcagtttegt
aagatgcaga
¢ctatggect
cccocecceo
tctecatctce
aatctetcetg
tttctaacac
acacacacac
tctaccacta
attacgaaat
ccagagtgaa
ttaaaa

(SEC ID n® 15) ADN de CD40L humano

atttcaacte
cactggactyg
ccagatgatt
agatgaaagg
aggagaaaga
tgtgaaggat
aaaaggtgat
aacatctgtyg
cctggaaaat
agtcacctte
cctaaagtcce
cgccaaacct
tgetteggtg
gtcctttgge
ctgggagtct
taaccetagyg
gtaataagtyg
atatctgaag
ccattatgca
tcctttgegt
agggaaatgy
tgttggaggyg
cccecoccgece
tctctttecag
tttcectttyg
acacacacac
agagtcagge
tagatgaggg
gactgtattt
cttgtaatta

taacacagca
cccatcagea
gggtcagcac
aatettcatyg
tccttatect
ataatgttaa
cagaatectc
ttacagtggg
gggaaacagc
tgttccaatce
cceggtagat
tgcgggcaac
tttgtcaatyg
ttactcaaac
tcataataca
atcetcetta
aattacaggt
cagcaacccc
caggttgaat
gcagtgtcectt
ggagccteag
ggccaggetce
accoctetegg
tectctetete
tcagtctctt
acacacacac
cgttgctagt
tgaggagtay
aaaggaaatc
tcttgttatt
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tgatcgaaac
tgaaaatttt
tttetgctgt
aagattttgt
tactgaactg
acaaagagga
aaattgcygge
ctgaaaaagg
tgaccgttaa
gggaagctte
ccgagagaat
aatccattca
tgactgatcc
tctgaacagt
gcacageggt
tggagqaacta
cacatgaaac
actgatgcag
tctgagtaaa
tceatggata
ctcacattca
tagaacgtcet
acagttattc
tcaacctett
cccteccccea
acacacacac
cagttctett
ggagtgcage
tattgtatet
tattttttga

atacaaccaa
tatgtattta
gtatcttcat
attcatgaaa
tgaggagatt
gacgaagaaa
acatgtcata
atactacacc
aagacaagga
gagtcaaget
¢ttactecaga
cttgggagga
aagccaagtyg
gtcaccttge
taagcccace
tttattatac
caaaacgggc
acatccagag
cagcagataa
atgecatttga
gttatggttg
aacacagtgg
attctctttco
tcttecaate
gtctctette
acacacacac
ctttccacce
c¢ctgageacty
acctgcagtc
ataataaaga



ES 2393372 T3

MIETYNQTSP RSAATGLPIS MKIFMYLLTV FLITQMIGSA LFAVYLHRRL DXIEDERNLH
EDFVFMKTIQ RCNTGERSLS LLNCEEIKSQ FEGFVKDIML NKEETKKENS FEMQKGDQONP
QIAAHVISEA SSKTTSVLQW AEKGYYTMSN NLVTLENGKQ LTVKRQGLYY IYAQVTFCSN

REASSQAPFI ASLCLXSPGR FERILLRAAN THSSAKPCGQ QSIHLGGVFE LQPGASVFVN
VITDPSQVSHG TGFTSFGLLK L

(SEC ID n® 16) CD40L humano
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