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DESCRIPCION
Agente inductor de inmunidad

Campo de la técnica

La presente invencion se refiere a un nuevo agente inductor de la inmunidad util como agente terapéutico y/o
profilactico.

Técnica anterior

El cancer es la causa mas frecuente de muerte entre todas las causas de muerte y los tratamientos que se llevan a
cabo para el mismo en la actualidad son, principalmente, tratamientos quirurgicos, que se pueden realizar en
combinacién con radioterapia y/o quimioterapia. A pesar del desarrollo de nuevos técnicas quirirgicas y el
descubrimiento de nuevos agentes anticancerosos de los ultimos afios, los resultados del tratamiento del cancer
siguen sin haber mejorado, excepto en los casos de algunos tipos de cancer. En los ultimos afios, en virtud del
desarrollo de la biologia molecular y la inmunologia del cancer se han identificado antigenos del cancer reconocidos
por linfocitos T citotoxicos que son reactivos para el cancer, asi como los genes que codifican, y han aumentado las
expectativas para la inmunoterapia especifica del antigeno.

En la inmunoterapia, con el fin de reducir los efectos secundarios, la presencia del péptido o proteina que es
reconocida como el antigeno apenas es necesaria en las células normales y debe estar presente especificamente
en las células de cancer. En 1991, Boon et al. del Ludwig Institute en Bélgica, aislaron un antigeno de melanoma
humano, MAGE1, que es reconocido por los linfocitos T positivos para CD8, a través de un método de clonacion de
la expresion de ADNc usando una linea celular de cancer autéloga y linfocitos T reactivos al cancer (documento no
patente 1). Después, se informo sobre el método SEREX (identificaciones serolégicas de antigenos por clonacion de
expresion recombinante), que identifica antigenos tumorales reconocidos por los anticuerpos producidos en el
cuerpo vivo de un paciente con cancer en respuesta al propio cancer del paciente mediante la aplicacion de un
método clonacién de la expresién génica (Documento de patente 1, documento no patente 2) y diversos antigenos
del cancer se han aislado mediante este método. Las pruebas clinicas de la inmunoterapia del cancer usando
algunos de estos antigenos como dianas se han iniciado.

Por otro lado, como en el caso de los seres humanos, se conocen varios tumores, tales como el cancer de la
glandula mamaria y el carcinoma de células escamosas, en perros y gatos, y estan en los puestos mas altos en las
estadisticas de las enfermedades caninas y felinas. Sin embargo, en la actualidad no hay agentes terapéuticos,
profilacticos o de diagnostico eficaces para el cancer canino o felino. Dado que la mayoria de los duefios de perros o
gatos no notan tumores caninos o felinos hasta que los tumores se han agrandado debido a la progresién, cuando
acuden al hospital ya es demasiado tarde e incluso si son sometidos a operacién quirdrgica o se administran
farmacos para uso humano (por ejemplo, un farmaco antineoplasico o similar), suelen morir poco después del
tratamiento. En dichas circunstancias, si se dispone de agentes terapéuticos y profilacticos para el cancer que sean
eficaces para perros o gatos, cabe esperar que se desarrollen sus usos para el cancer canino.

Se conoce la estearoil-CoA desaturasa (SCD1) (por ejemplo, véase el documento de patente 2). Introduce un doble
enlace en la posicién C9-C10 de un acido graso saturado. Los sustratos preferentes para la enzima son palmitoil-
CoA (16:0) y estearoil-CoA (18:0), y estos se convierten a palmitoleoil-CoA (16:1) y oleoil-CoA (18:1),
respectivamente. El 4cido graso monoinsaturado obtenido se puede utilizar después in vivo para la preparacion de
fosfolipidos, triglicéridos y ésteres de colesterilo. Ademas, varios tipos de cancer, tales como cancer de higado,
cancer de esofago y cancer de colon, muestran un incremento de la expresion de SCD1, y se ha informado de que
la inhibiciéon de la funcion de SCD1 con ARNip o un compuesto de bajo peso molecular provoca la supresién del
crecimiento de las células o la induccion de la apoptosis (documentos no patente 3, 4 y 5). El uso terapéutico de
SCD1 no se conoce. El documento de patente 3 describe la administracidon de SCD1, pero solo en el contexto de la
generacion o produccion de anticuerpos frente a la enzima. No hay ningun informe que sugiera que la proteina
SCD1 tiene actividad inductora de inmunidad contra las células cancerosas y, por lo tanto, que la proteina es util
para el tratamiento o profilaxis del cancer.

Documentos de la técnica anterior
Documento de patente
[Documento patente 1] US 5698396 B
[Documento patente 2] WO02/074786
[Documento patente 3] JP2003 533965

Documentos no patente

[Documento no patente 1] Bruggen P. et al., Science, 254:1643—1647 (1991)
[Documento no patente 2] Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92: 11810-11813 (1995)
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[Documento no patente 3] Scaglia N. et al., PLoS One 4: e6812 (2009)

[Documento no patente 4] Morgan—Lappe SE. et al., Cancer Res 67: 4390—4398 (2007)
[Documento no patente 5] Scaglia N. et al., Biochim Biophys Acta 1687: 141-151 (2005)
[Documento no patente 6] Ariyama H. et al., J Biol Chem (2010)

Sumario de la invencion
Problemas que ha de resolver la invencion

Es un objetivo de la presente invencién descubrir un nuevo polipéptido util para un agente terapéutico y/o profilactico
para el cancer y proporcionar el polipéptido para su uso como agente inductor de inmunidad.

Medios para resolver los problemas

Los presentes inventores han realizado estudios intensivos mediante el método SEREX usando una biblioteca de
ADNCc derivado de tejido testicular canino y suero obtenido de un perro portador de tumores, para obtener un ADNc
que codifica una proteina que se une a los anticuerpos presentes en el suero obtenido de un cuerpo vivo portador de
tumores y con el ADNc se prepard un polipéptido de la estearoil-CoA desaturasa 1 canina (en lo sucesivo en el
presente documento denominada SCD1) que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:2.
Adicionalmente, basandose en genes homélogos humanos y de raton del gen obtenido se prepararon SCD1
humanas y de raton con las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 4 y 6 Adicionalmente, los presentes
inventores descubrieron que estos polipéptidos SCD1 se expresaban especificamente en tejidos o células de cancer
de mama, tumor cerebral, cancer de colon, adenocarcinoma perianal, mastocitoma, neuroblastoma, cancer renal,
cancer de higado, cancer de pulmon, cancer de prostata y leucemia. Los presentes inventores descubrieron ademas
que la administracion de SCD1 a un cuerpo vivo permite la inducciéon de inmunocitos contra SCD1 en el cuerpo vivo
y la regresion de un tumor que expresa SCD1 en el cuerpo vivo. Ademas, los presentes inventores descubrieron que
un vector recombinante que puede expresar un polinucleétido que codifica el polipéptido de SCD1 o un fragmento
del mismo induce un efecto antitumoral contra el cancer que expresa SCD1 en un cuerpo vivo.

Ademas, los presentes inventores descubrieron que un polipéptido SCD1 tiene la capacidad de ser presentado por
las células presentadoras de antigeno para producir la activacion y el crecimiento de los linfocitos T citotoxicos
especificos del péptido (actividad inductora de inmunidad) y, por lo tanto, que el polipéptido es util para terapia y/o
profilaxis del cancer. Ademas, los presentes inventores descubrieron que las células presentadoras de antigeno que
se han puesto en contacto con el polipéptido, y los linfocitos T que han entrado en contacto con las células
presentadoras de antigeno, son Utiles para la terapia y/o profilaxis del cancer, completando de este modo la
presente invencion.

Por tanto, la presente invencion tiene las caracteristicas siguientes.

(1) Un agente inductor de inmunidad para su uso en un método de tratamiento médico o veterinario,
comprendiendo el agente inductor de inmunidad, como principio o principios activos eficaces, al menos un
polipéptido que tiene actividad inductora de inmunidad seleccionado de los polipéptidos (a) y (b), a continuacion:

(a) un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las secuencias de
aminoacidos SEQ ID NO: 4, 2, 22 y 24;
(b) un polipéptido que tiene una identidad de secuencia no inferior al 85 % con el polipéptido (a).

(2) El agente inductor de inmunidad segun (1), en el que el polipéptido que tiene actividad inductora de
inmunidad es un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 4, 2, 22 0 24 en el LISTADO DE
SECUENCIAS.

(3) El agente inductor de inmunidad para su uso segun (1) o (2), en el que el método comprende administrara a
un paciente

(i) el polipéptido,

(i) un linfocito T citotéxico que se une selectivamente a un complejo que comprende al menos uno de dichos
polipéptidos incorporado en una molécula de MHC, y/o

(iii) una célula presentadora de antigeno que presenta en su superficie un complejo que comprende al menos
uno de dichos polipéptidos incorporados en una molécula de MHC.

(4) El agente inductor de inmunidad para su uso segun uno cualquiera de (1) a (3), que es para su uso en el
tratamiento o la prevencion del cancer.

(5) Un agente inductor de inmunidad para su uso en un método de tratamiento médico o veterinario,
comprendiendo el agente inductor de inmunidad como ingrediente o ingredientes eficaces un vector o vectores
recombinantes que comprenden un polinucleétido o polinucleétidos que codifican al menos un polipéptido que
tiene actividad inductora de inmunidad seleccionada de los polipéptidos (a) y (b) a continuacion, siendo dicho
vector o vectores capaces de expresar dicho polipéptido o polipéptidos in vivo:
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(a) un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las secuencias de
aminoacidos SEQ ID NO: 4, 2, 22 y 24;
(b) un polipéptido que tiene una identidad de secuencia no inferior al 85 % con el polipéptido (a);

en el que el agente inductor de inmunidad es para su uso en el tratamiento o prevencion de cancer.

(6) El agente inductor de inmunidad para su uso segun (5), en el que dicho polipéptido que tiene actividad
inductora de inmunidad es un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 4, 2, 22 o 24.

(7) El agente inductor de inmunidad para su uso segun (5) o (6), en el que el método comprende administrara a
un paciente

(i) el vector,

(i) un linfocito T citotéxico que se une selectivamente a un complejo que comprende al menos uno de dichos
polipéptidos incorporado en una molécula de MHC, y/o

(iii) una célula presentadora de antigeno que presenta en su superficie un complejo que comprende al menos
uno de dichos polipéptidos incorporados en una molécula de MHC.

(8) El agente inductor de inmunidad para su uso de acuerdo con uno cualquiera de (4) a (7), en el que dicho
cancer o canceres son canceres que expresan SCD1.

(9) El agente inductor de inmunidad para su uso de acuerdo con uno cualquiera de (4) a (8), en el que dicho
cancer o canceres son cancer de mama, tumor cerebral, céncer de colon, adenocarcinoma perianal,
neuroblastoma, mastocitoma, cancer renal, cancer de higado, cancer de pulmén, cancer de prostata y/o
leucemia.

(10) El agente inductor de inmunidad para su uso segun uno cualquiera de (1) a (9), que comprende ademas un
agente potenciador inmunitario.

(11) El agente inductor de inmunidad para su uso de acuerdo con (10), en el que dicho agente potenciador
inmunitario es al menos uno seleccionado del grupo que consiste en adyuvante incompleto de Freund,
Montanide, poli-I:C y derivados de los mismo, oligonucleétidos CpG, interleucina -12, interleucina -18, interferén -
a, interferén-B, interferén-w, interferén-y y ligando de FIt3.

(12) Un método in vitro para preparar una célula presentadora de antigeno que presenta en su superficie un
complejo que comprende al menos un polipéptido que tiene actividad inductora de inmunidad derivada de los
polipéptidos (a) y (b) a continuacion incorporado a una molécula de MHC,

comprendiendo el método poner en contacto la célula presentadora de antigeno con dicho al menos un
polipéptido seleccionado de:

(a) un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las SEQ ID NO: 4, 2, 22 o
24;y
(b) un polipéptido que tiene una identidad de secuencia no inferior al 85 % con el polipéptido (a).

(13) Un método in vitro para preparar un linfocito T citotéxico que se une de forma selectiva a un complejo que
comprende al menos un polipéptido (a) o (b) de acuerdo con (12) incorporado en una molécula de MHC,
comprendiendo el procedimiento:

cocultivar una célula presentadora de antigeno preparada de acuerdo con el método de (12) con al menos un
linfocito T, y

permitir que el al menos un linfocito T prolifere.

(14) -Un método in vitro de acuerdo con (13) en el que se usa la proporcién de célula presentadora de
antigeno:linfocitos T de 1:1 a 1:100 se utiliza, opcionalmente en el que el cocultivo se lleva a cabo en presencia
de IL-2, IL-6, IL -7 y/o IL-12.

Efecto de la invencion

La presente invencion proporciona un nuevo agente inductor de inmunidad util para el tratamiento, profilaxis y/o
similar del cancer. Como se describe especificamente en los ejemplos que se mencionan mas adelante, la
administracion del polipéptido usado en la presente invencién a un cuerpo humano permite la induccion de
inmunocitos en el cuerpo vivo y un cancer que ya se ha producido se puede reducir o remitir. Por tanto, el
polipéptido es util para el tratamiento y/o profilaxis del cancer.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra los patrones de expresion del gen de SCD1 identificado tejidos normales, tejidos tumorales y
lineas celulares tumorales de perro. El nimero de referencia 1 representa los patrones de expresion del gen de
SCD1 de perro en varios tejidos y lineas celulares de perro, el nimero de referencia 2, los patrones de expresion
del gen de GAPDH de perro en varios tejidos y lineas celulares de perro.

La figura 2 muestra los patrones de expresion del gen de SCD1 identificado tejidos normales, tejidos tumorales y
lineas celulares tumorales de ser humano. El nimero de referencia 3 representa los patrones de expresion del
gen de SCD1 de ser humano en varios tejidos y lineas celulares de ser humano, el numero de referencia 4, los
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patrones de expresion del gen de GAPDH de perro en varios tejidos y lineas celulares de ser humano.

La figura 3 muestra los patrones de expresion del gen de SCD1 identificado tejidos normales, tejidos tumorales y
lineas celulares tumorales de ratén. El nimero de referencia 5 representa los patrones de expresion del gen de
SCD1 de ratén en varios tejidos y lineas celulares de ratdn, el numero de referencia 6, los patrones de expresion
del gen de GAPDH de perro en varios tejidos y lineas celulares de raton.

Mejor modo de llevar a cabo la invencion

Entre los ejemplos del polipéptido contenido en el agente inductor de inmunidad de la presente invencion como
principio activo incluyen los siguientes: En la presente invencion, el término "polipéptido" significa una molécula
formada por una pluralidad de aminoacidos unidos entre si por enlaces peptidicos e incluye no solo moléculas de
polipéptido constituidos por un gran numero de aminoacidos sino también moléculas de bajo peso molecular
constituidas por un numero pequefio de aminoacidos (oligopéptidos) y proteinas de longitud completa. La presente
descripcion también incluye la proteina SCD1 de longitud completa que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ
IDNO: 4,2,22024.

(a) Un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las secuencias de aminoacidos
de SEQ ID NO: 4, 2,22 0 24 en el LISTADO DE SECUENCIAS, y tiene actividad inductora de inmunidad.

(b) Un polipéptido que tiene una identidad de secuencia no inferior al 85 % con el polipéptido (a) y actividad
inductora de inmunidad.

En el presente documento se descrie (c) un polipéptido que comprende el polipéptido de (a) o (b) como una
secuencia parcial del mismo y tiene actividad inductora de inmunidad.

En la presente invencién, la expresion "que tiene una secuencia de aminoacidos" significa que los restos de
aminoacidos estan dispuestos en dicho orden. Por tanto, por ejemplo,"polipéptido que tiene la secuencia de
aminoacidos mostrada por la SEQ ID NO: 2" significa el polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de Met
Pro Ala His... (snip)... Tyr Lys Ser Gly mostrada en la SEQ ID NO: 2, cuyo polipéptido tiene un tamafio de 360
restos de aminoacidos. Adicionalmente, por ejemplo, "polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 2" puede denominarse “polipéptido de SEQ ID NO: 2" para abreviar. Lo mismo se aplica a la expresién "que
tiene la secuencia de bases". En este contexto, el término "que tiene" se puede reemplazar por la expresion
"compuesto por".

Tal como se usa en el presente documento, la expresién "actividad de inductora de inmunidad" significa la capacidad
para inducir inmunocitos que secretan citocinas, tales como interferén en un cuerpo vivo.

Que el polipéptido tenga o no actividad inductora de inmunidad puede confirmarse usando, por ejemplo, el ensayo
de ELISPOT conocido. Mas especificamente, por ejemplo, como se describe en los ejemplos siguientes, las células
tales como las células mononucleares de sangre periférica se obtienen de un cuerpo vivo al que se ha administrado
el polipéptido cuya actividad inductora de inmunidad se va a evaluar y las células obtenidas se cocultivaron con el
polipéptido, seguido de la determinacion de la cantidad o cantidades de una o mas citocinas producidas por las
células usando un anticuerpo/anticuerpos especificos, de modo que se permite la determinacion del nimero de
inmunocitos entre las células. Esto permite la evaluacién de la actividad inductora de inmunidad.

Como alternativa, como se describe en los ejemplos mencionados mas adelante, la administracién del polipéptido
recombinante de cualquiera de (a) a (c) descritos anteriormente a un animal portador de tumor permite la regresion
del tumor por su actividad inductora de inmunidad. Por lo tanto, la actividad inductora de inmunidad anterior puede
evaluarse también como la capacidad para suprimir el crecimiento de las células cancerosas o causar la reduccién o
desaparicion de un tejido de cancer (tumor) (en lo sucesivo denominado “actividad antitumoral”). La actividad
antitumoral de un polipéptidos puede confirmarse mediante, por ejemplo, como se describe mas especificamente en
los ejemplos mas adelante, la observacion de si un tumor disminuye de tamafio o no cuando el polipéptido se
administré realmente a un cuerpo vivo portador de cancer.

Como alternativa, la actividad antitumoral de un polipéptido puede evaluarse también mediante observacién de si los
linfocitos T estimulados por el polipéptido (es decir, los linfocitos T puestos en contacto con las células
presentadoras de antigeno que presentan el polipéptido) exhiben o no actividad citotoxica sobre las células
tumorales in vitro. Los linfocitos T se pueden poner en contacto con las células presentadoras de antigeno a través
de su cocultivo en un medio liquido, como menciona a continuacién. La actividad citotoxica se puede medir
mediante, por ejemplo, el método conocido a la que se denomina ensayo de liberacion de 5'Cr descrito en Int. J.
Cancer, 58: pag. 317, 1994. En los casos en los que el polipéptido se va a usar para el tratamiento y/o profilaxis del
cancer, la evaluacién de la actividad inductora de inmunidad se lleva a cabo, preferentemente, utilizando la actividad
antitumoral como un indicador, aunque el indice no esta particularmente limitado.

Cada una de las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO:2, 4, 22 y 24 enumeradas en el LISTADO DE
SECUENCIAS divulgado en la presente invencion es una secuencias de aminoacidos de SCD1 que se aislo
mediante el método SEREX usando una biblioteca de ADNc derivado de tejido testicular canino normal y suero de
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un perro portador de tumor, como polipéptido que se une especificamente a un anticuerpo existente en el suero de
un perro portador de un tumor, o un factor homologo del polipéptido en seres humanos, vacas o caballos (véase el
Ejemplo 1). La SCD1 humana, que es el factor homologa humano de la SCD1 de perro, tiene una identidad de
secuencia del 89 % en términos de la secuencia de bases y del 90 % en términos de la secuencia de aminoacidos;
la SCD1 bovina, que es el factor homélogo bovino, tiene una identidad de secuencia del 88 % en términos de la
secuencia de bases y del 87 % en términos de la secuencia de aminoacidos; y la SCD1 equina, que es el factor
homologo equino, tiene una identidad de secuencia del 90% en términos de la secuencia de bases y del 87 % en
términos de la secuencia de aminoacidos.

El polipéptido (a) es un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 4, 22 o 24, y tiene actividad inductora de inmunidad. Mas preferentemente, el
polipéptido es un polipéptido compuesto por una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia no
inferior al 85 % con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y, especialmente preferentemente, el
polipéptido tiene la secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO: 2, 4, 22 o0 24. Como se sabe en la técnica, un
polipéptido que tiene al menos siete restos de aminoacidos puede ejercer su antigenicidad e inmunogenicidad. En
consecuencia, también se describe en el presente documento un polipéptido que tiene al menos siete restos de
aminoacidos contiguos de la secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO: 2, 4, 22 o 24 puede tener actividad
inductora de inmunidad, de modo que el polipéptido se puede usar para la preparacion del agente inductor de
inmunidad.

Como el principio de induccién de inmunidad a través de la administracion de un polipéptido antigénico de cancer, se
conoce el siguiente proceso: un polipéptido se incorpora en una célula presentadora de antigeno y después es
degradado en fragmentos mas pequefios por las peptidasas de la célula, seguido de presentarse en la superficie de
la célula. A continuacion, los fragmentos son reconocidos por un linfocito T citotéxico o similares que destruye
selectivamente las células presentadoras de antigeno. El tamafio de un polipéptido presentado sobre la superficie de
la célula presentadora de antigeno es relativamente pequefio y es aproximadamente de 7 a 30 aminoacidos. Por
tanto, desde el punto de vista de la presentacion del polipéptido sobre la célula presentadora de antigeno, un modo
preferido del polipéptido descrito anteriormente (a) es un polipéptido compuesto por aproximadamente de 7 a 30
aminoacidos contiguos en la secuencia de aminoacido de las SEQ ID NO: 2, 4, 22 o0 24 y, mas preferentemente, un
polipéptido compuesto por de aproximadamente 8 a 30 o de aproximadamente 9 a 30 aminoacidos es suficiente
como el polipéptido (a). En algunos casos, estos polipéptidos de un tamario relativamente pequefio se presentan
directamente sobre la superficie de las células presentadoras de antigeno sin incorporarse en las células
presentadoras de antigeno.

Adicionalmente, un polipéptido incorporado en una célula presentadora de antigeno se escinde en posiciones
aleatorias con las peptidasas presentes en la célula, para dar varios fragmentos polipeptidicos, que se presentan
sobre la superficie de la célula presentadora de antigeno. Por tanto, la administraciéon de un polipéptido grande, tal
como la region de longitud completa de las SEQ ID NO: 2, 4, 22 o 24 causa, inevitablemente, la produccion de
fragmentos polipeptidicos mediante la degradacién en la célula presentadora de antigeno, fragmentos que son
eficaces para la induccion de inmunidad a través de la célula presentadora de antigeno. Por lo tanto, también para la
induccion de inmunidad a través de las células presentadoras de antigeno, preferentemente se puede usar un
polipéptido de gran tamario el polipéptido puede estar compuesto por al menos 30, preferentemente al menos 100,
mas preferentemente al menos 200, aun mas preferentemente al menos 250 aminoacidos. El polipéptido puede
estar compuesto, ain mas preferentemente, por la region de longitud completa de las SEQ ID NO: 2, 4, 22 o 24.

El polipéptido (b) es el mismo polipéptido que el polipéptido (a) excepto que un pequefio numero de
(preferentemente, uno o varios) restos de aminoacidos estan sustituidos, delecionados y/o insertados, que tiene una
identidad de secuencia de al menos el 90 %, preferentemente al menos el 95 %, mas preferentemente al menos el
98 %, aun mas preferentemente al menos el 99 % o a menos el 99,5 % con la secuencia original y tiene una
actividad inductora de inmunidad. En la técnica se sabe, en general, que hay casos en los que un antigeno proteico
retiene casi la misma antigenicidad que la de la proteina original, incluso si la secuencia de aminoacidos de la
proteina se modifica de tal manera que un pequefio nimero de restos de aminoacidos se han sustituido, eliminado
y/o se insertado. Por lo tanto, dado que el polipéptido (b) puede también ejercer una actividad inductora de
inmunidad, se puede usar para la preparacioén del agente inductor de inmunidad de la presente invencién. Ademas,
el polipéptido (b) es, también preferentemente, un polipéptido que tiene la misma secuencia de aminoacidos que la
secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO: 2, 4, 22 o 24, excepto que uno o varios restos de aminoacidos de han
sustituido, delecionado y/o insertado. Tal como se usa en el presente documento, el término "varios" dignifica un
numero entero de 2 a 10, preferentemente un nimero entero de 2 a 6, mas preferentemente un nimero entero de 2
a4.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "identidad de secuencia" de las secuencias de aminoacidos
o las secuencia de bases significa el valor calculado mediante alineacién de dos secuencias de aminoacidos (o
secuencias de bases) para su comparaciéon de modo que el nimero de restos de aminoacidos (o bases)
coincidentes es maximo entre las secuencias de aminoacidos (o secuencias de bases) y dividiendo el nimero de
restos de aminoacidos coincidentes (o el niUmero bases emparejadas) por el numero total de restos de aminoacidos
(o el numero total de bases), cuyo valor esta representado como un porcentaje. Cuando se alinean las secuencias
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se insertan uno o mas huecos en una o las dos secuencias que se van a comparar, segun sea necesario. Tal
alineacion de secuencias puede llevarse a cabo con el uso de un programa bien conocido, tal como BLAST, FASTA,
o CLUSTAL W. Cuando se insertan uno o mas huecos, el nimero total de restos de aminoacidos descrito
anteriormente es el numero de restos calculados contando un hueco como un resto de aminoacido. Cuando el
namero total de restos de aminoacidos contado difiere entre las dos secuencias que se van a comparar, la identidad
de la secuencia (%) se calcula dividiendo el nimero de los restos de aminoacidos coincidentes por el nimero total
de restos de aminoacidos en la secuencia mas larga.

Los 20 tipos de aminoacidos que constituyen proteinas de origen natural se pueden clasificar en grupos en cada uno
de los cuales se comparten propiedades similares, por ejemplo, en aminoacidos neutros con cadenas laterales que
tienen una polaridad baja (Gly, lle, Val, Leu, Ala, Met, Pro), aminoacidos neutros que tienen cadenas laterales
hidréfilas (Asn, GiIn, Thr, Ser, Tyr, Cys), aminoacidos acidos (Asp, Glu), aminoacidos basicos (Arg, Lys, His) y
aminoacidos aromaticos (Phe, Tyr, Trp). Se sabe que, en muchos casos, la sustitucién de un aminoacido dentro del
mismo grupo no cambia las propiedades del polipéptido. Por tanto, en los casos en los que un resto de aminoacidos
en el polipéptido (a) de la presente invencion esta sustituido, la probabilidad de que se pueda mantener la actividad
inductora de inmunidad puede aumentarse realizando la sustitucion dentro del mismo grupo, que es preferente.

En el presente documento también se describe el polipéptido (c), que es un polipéptido que comprende el
polipéptido de (a) o (b) como una secuencia parcial y tiene actividad inductora de inmunidad. Es decir, el polipéptido
(c) es un polipéptido en el que uno o mas aminoacidos y/o uno o mas polipéptidos se afiaden en uno o ambos
extremos del polipéptido (a) o (b), y tiene actividad inductora de inmunidad. Tal polipéptido se puede utilizar también
para preparar el agente inductor de inmunidad.

Los polipéptidos descritos anteriormente se pueden sintetizar mediante, por ejemplo, un método de sintesis quimica,
tal como el método de Fmoc (método de fluorenilmetiloxicarbonilo) o el método de tBoc (método de t-
butiloxicarbonilo). Ademas, pueden sintetizarse mediante métodos convencionales usando diversos tipos de
sintetizadores de péptidos disponibles comercialmente. Ademas, el polipéptido de interés se puede obtener usando
técnicas de ingenieria genética conocidas mediante la preparacién de un polinucleétido que codifica el polipéptido y
la incorporacion del polinucleétido en un vector de expresién, seguido de la introduccion del vector resultante en una
célula huésped y permitiendo que la célula huésped produzca el polipéptido en ella.

El polinucledtido que codifica el polipéptido anterior se puede preparar facilmente a través de una técnica de
ingenieria genética conocida o método convencional usando un sintetizador de acidos nucleicos disponible
comercialmente. Por ejemplo, el ADN que tiene la secuencia de bases de la SEQ ID NO: 1 se puede preparar
mediante la realizacion de PCR con el uso de ADN cromosémico o una biblioteca de ADNc como molde y un par de
cebadores disefiados de forma que la secuencia de bases de la SEQ ID NO: 1 se puede amplificar con ellos. EI ADN
que tiene la secuencia de bases de la SEQ ID NO: 3 se puede preparar de manera similar mediante el uso de un
ADN cromos6émico humano o una biblioteca de ADNc como molde. Las condiciones de reaccién para la PCR se
pueden ajustar apropiadamente y los ejemplos de las condiciones de reaccion incluyen, pero no se limitan a las
mismas, repitiendo el proceso de reaccion de 94 °C durante 30 segundos (desnaturalizacion), 55 °C durante de 30
segundos a 1 minuto (hibridacion) y 72 °C durante 2 minutos (extension) para, por ejemplo, 30 ciclos, seguidos de la
reaccion a 72 °C durante 7 minutos. Adicionalmente, el ADN deseado se puede aislar mediante la preparacion de
una sonda o cebador adecuado en funciéon de la informacion de la secuencia de bases o la secuencia de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 1 o 3 en el LISTADO DE SECUENCIAS en la presente descripcion, y la deteccion
selectiva de una biblioteca de ADNc de perro, ser humano o similares, utilizando la sonda o cebador. La biblioteca
de ADNCc se prepara, preferentemente, a partir de células, un érgano o un tejido que expresa la proteina de las SEQ
ID NO: 2 o 4. Las operaciones descritas anteriormente, tales como la preparacion de la sonda o cebador, la
construccién de la biblioteca de ADNc, la deteccién selectiva de la biblioteca de ADNc y la clonacién del gen de
interés son conocidos por los expertos en la técnica, y se pueden llevar a cabo de acuerdo con los métodos
descritos en Molecular Cloning, segunda edicion; Current Protocols in Molecular Biology; y/o similares. A partir del
ADN obtenido de este modo, se puede obtener el ADN que codifica el polipéptido (a). Adicionalmente, dado que se
conocen los codones que codifican cada aminoacido, la secuencia de bases de un polinucleétido que codifica una
secuencia de aminoacidos especifica puede identificarse facilmente. Por lo tanto, ya que la secuencia de bases de
un polinucleétido que codifica el polipéptido (b) o el polipéptido (c) también se puede especificar faciimente, un
polinucleétido de este tipo también se puede sintetizar facilmente utilizando un sintetizador de acidos nucleicos
disponible comercialmente de acuerdo con un método convencional.

Las células huésped no estan restringidas, siempre que las células puedan expresar el polipéptido descrito
anteriormente y entre los ejemplos de las células se incluyen, entre otras, células procariotas, tales como E. coli; y
células eucariotas, tales como células cultivadas de mamifero, incluidas células de rifidn de mono COS 1 y células
de ovario de hamster chino, CHO, la linea celular de rifién embrionario humano (HEK293) y la linea de células de la
piel de feto de ratén (NIH3T3), levadura en gemacion, levadura en division, células de gusanos de seda, y células de
huevos de Xenopus laevis.

Cuando se usan células huésped procariotas como las células huésped, se usa un vector de expresidén que contiene
un origen que permite la replicacion del vector en una célula procariota, un promotor, un sitio de union a ribosomas,
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un sitio de clonacion de ADN, un terminador y/o similares. Ejemplos del vector de expresion para E. coli incluyen el
sistema pUC, pBluescriptll, el sistema de expresion pET, y el sistema de expresién pGEX. Mediante la incorporacién
de un ADN que codifica el polipéptido anterior en dicho vector de expresion y transformar las células huésped
procariéticas con el vector, seguido de cultivo de los transformantes resultantes, el polipéptido codificado por el ADN
se puede expresar en las células huésped procariotas. En este caso, dicho polipéptido se puede expresar también
en forma de una proteina de fusion con otra proteina.

Cuando se usan células eucariotas como las células huésped, se usa como vector de expresién un vector de
expresion para células eucariotas que comprende un promotor, un sitio de corte y empalme, un sitio de adicién de
poli (A) y/o similares. Ejemplos un vector de expresion de este tipo incluyen los vectores pKA1, pCDM8, pSVK3,
pMSG, pSVL, pBK-CMV, pBK-RSV, vector del EBV, pRS, pcDNA3, pMSG y pYES2. De un modo similar al caso
anterior, mediante la incorporacion de un ADN que codifica el polipéptido anterior en dicho vector de expresion y
transformando las células huésped eucariotas con el vector, seguido de cultivo de los transformantes resultantes, el
polipéptido codificado por el ADN se puede expresar en las células huésped eucariotas. Cuando se usan pIND/V5—
His, pFLAG-CMV-2, pEGFP-N1, pEGFP-C1 o similares como vector de expresion, el polipéptido anterior se puede
expresar en forma de una proteina de fusién que comprende un marcador, tal como un marcador de His, marcador
FLAG, marcador myc, marcador HA o GFP.

Para la introduccidon del vector de expresion en las células huésped, se puede usar un método bien conocido tal
como la electroporacién, el método del fosfato de calcio, el método de liposomas o el método de DEAE dextrano.

El aislamiento y la purificacion del polipéptido de interés de las células huésped pueden llevarse a cabo mediante
una combinacién de operaciones de separacion conocidas. Ejemplos de las operaciones de separaciéon conocidas
incluyen, pero no se limitan a las mismas, el tratamiento con un agente desnaturalizante tal como urea, o con un
tensioactivo, tratamiento con ultrasonidos, digestién enzimatica, desplazamiento salino o precipitacion fraccionada
con un disolvente, dialisis, centrifugacion, ultrafiliracion, filtracion en gel, SDS-PAGE, isoelectroenfoque,
cromatografia de intercambio iénico, cromatografia hidréfoba, cromatografia de afinidad, y cromatografia de fase
inversa.

Los polipéptidos obtenidos mediante los métodos anteriores también incluyen, como se ha mencionado
anteriormente, los de la forma de una proteina de fusién con otra proteina arbitraria. Ejemplos de las mismas
incluyen proteinas de fusiéon con glutatién-S-transferasa (GST) o proteinas de fusion con un marcador de His. Tal
polipéptido en forma de una proteina de fusiéon también se describe en el presente documento. Adicionalmente, en
algunos casos, el polipéptido expresado en una célula transformada se modifica de varias formas en la célula
después de la traduccion. Tal polipéptido modificado postraduccionalmente también esta incluido dentro del alcance
de la presente invencion, siempre que tenga actividad inductora de inmunidad. Entre los ejemplos de tal modificacién
postraduccional se incluyen: eliminacion de la metionina en N-terminal, acetilacién en N-terminal, glicosilacién,
degradacion limitada con proteasa intracelular, miristoilacion, isoprenilacion y fosforilacion.

Como se describe mas especificamente en los ejemplos que se mencionan mas adelante, la administracion del
polipéptido que tiene actividad inductora de inmunidad a un cuerpo vivo portador de un tumor permite la regresion de
un tumor ya existente. Por lo tanto, el agente inductor de inmunidad de la presente invencién puede usarse como
agente terapéutico y/o preventivo para el cancer. Ademas, el polipéptido que tiene actividad inductora de inmunidad
se puede utilizar para un método de terapia y/o profilaxis del cancer por induccién inmune.

Tal como se usan en el presente documento, los términos "tumor" y "cancer" significan una neoplasia maligna y se
utilizan de forma intercambiable.

En este caso, el cancer que se va a tratar no esta restringido, siempre que se exprese la SCD1 en el cancer y el
cancer es, preferentemente, cancer de mama, tumor cerebral, cancer de colon, adenocarcinoma perianal,
mastocitoma, neuroblastoma, cancer renal, cancer de higado, cancer de pulmén, cancer de préstata o leucemia.

El animal sujeto es, preferentemente, un mamifero, mas preferentemente un mamifero tal como un primate, animal
de compaiiia, animal doméstico o un animal para deporte, en especial, preferentemente, un ser humano, perro o
gato.

La via de administracion del agente inductor de inmunidad de la presente invenciéon a un cuerpo vivo puede ser
administracion oral o administracién parenteral, y es, preferentemente, la administracion parenteral tal como
administracion intramuscular, administracion subcutanea, administracion intravenosa o administracion intraarterial.
En los casos en que se utiliza el agente inductor de inmunidad para el tratamiento del cancer, se puede administrar a
un ganglio linfatico regional en la proximidad del tumor que se va a tratar, como se describe en los ejemplos a
continuacion, con el fin de mejorar su actividad contra el cancer. La dosis puede ser cualquier dosis, siempre y
cuando la dosis sea eficaz para la inducciéon inmune, y, por ejemplo, en los casos en que se utiliza el agente para
terapia y/o profilaxis del cancer, la dosis puede ser una eficaz para el tratamiento y/o la profilaxis del cancer. La
dosis eficaz para el tratamiento y/o profilaxis del cancer se selecciona adecuadamente dependiendo del tamario, los
sintomas y similares del tumor, y la dosis eficaz es, generalmente, de 0,0001 uyg a 1000 pg, preferentemente de
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0,001 pg a 1000 ug por animal sujeto al dia. El agente puede administrarse una vez, o dividida en varias veces. El
agente se administra, preferentemente, dividido en varias veces, cada varios dias a varios meses. Como se muestra
concretamente en los ejemplos a continuacién, el agente inductor de inmunidad de la presente invencion puede
causar la regresion de un tumor ya producido. Por lo tanto, puesto que el agente puede ejercer su actividad contra el
cancer también contra un pequefio numero de células de cancer en una etapa temprana, el desarrollo o recurrencia
del cancer se puede prevenir mediante el uso del agente antes del desarrollo de cancer o después del tratamiento
para el cancer. Es decir, el agente inductor de inmunidad de la presente invencion es eficaz tanto para el tratamiento
como para la profilaxis del cancer.

El agente inductor de inmunidad de la presente invencion puede contener solamente un polipéptido o puede
formularse mezclandose segln sea apropiado con un aditivo, tal como un excipiente, diluyente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable adecuado para cada modo de administracién. Los métodos y aditivos de formulacion
gue pueden usarse son bien conocidos en el campo de la formulaciéon de productos farmacéuticos y se puede usar
cualquiera de los métodos y aditivos. Ejemplos especificos de los aditivos incluyen, sin limitaciones a los mismos,
diluyentes, tales como soluciones fisioldgicas tampoén; vehiculos, tales como azulcar, lactosa, almidon de maiz,
fosfato de calcio, sorbitol y glicina; aglutinantes, tales como jarabe, gelatina, goma arabiga, sorbitol, cloruro de
polivinilo, y tragacanto; y lubricantes, tales como estearato de magnesio, polietilenglicol, talco, y silice. Ejemplos de
la formulacion incluyen preparados orales, tales como comprimidos, capsulas, granulos, polvos, y jarabe, y
preparados parenterales, tales como inhaladores, preparados para inyeccion, supositorios, y soluciones. Estas
formulaciones se pueden preparar mediante métodos de produccién conocidos habitualmente.

El agente inductor de inmunidad de la presente invencién se puede usar en combinaciéon con un potenciador
inmunolégico capaz de aumentar la respuesta inmunitaria en un cuerpo vivo. El potenciador inmunolégico puede
estar contenido en el agente inductor de inmunidad de la presente invencion o administrarse como una composicion
separada a un paciente en combinacion con el agente inductor de inmunidad de la presente invencion.

Entre los ejemplos del potenciador inmunolégico se incluyen adyuvantes. Los adyuvantes pueden aumentar la
respuesta inmunitaria proporcionando un reservorio de antigeno (extracelularmente o dentro de macréfagos),
activando macrofagos y estimulando conjuntos especificos de linfocitos, mejorando asi la respuesta inmunitaria y,
por lo tanto, la accién contra el cancer. Por lo tanto, especialmente en los casos en que el agente inductor de
inmunidad de la presente invencién se usa para el tratamiento y/o profilaxis del cancer, el agente inductor de
inmunidad comprende, preferentemente, un adyuvante, ademas del polipéptido anteriormente descrito anteriormente
como ingrediente eficaz. En la técnica se conocen bien muchos tipos de adyuvantes y se puede usar cualquiera de
estos adyuvantes. Ejemplos especificos de MPL incluyen (SmithKline Beecham), homélogos del lipopolisacarido Re
595 de Salmonella minnesota obtenido por purificacion e hidrolisis acida del lipopolisacarido; QS21 (SmithKline
Beecham), saponina QA-21 pura purificada a partir de un extracto de Quillja saponaria;, DQS21 descrito en la
solicitud PCT WO 96/33739 (SmithKline Beecham); QS-7, QS-17, QS-18 y QS-L1 (So y 10 colaboradores,
"Molecules and cells", 1997, Vol. 7, p. 178-186); adyuvante incompleto de Freund; adyuvante completo de Freund;
vitamina E; Montanide; alumbre; oligonucleétido CpG (véase, por ejemplo, Kreig y 7 colaboradores, Nature, Vol. 374,
pag. 546-549); poi-I:C y derivado del mismo (por ejemplo, poli ICLC); y diversas emulsiones de agua en aceite
preparadas a partir de aceites biodegradables, tales como escualeno y/o tocoferol. Entre éstos, se prefieren
adyuvante incompleto de Freund; Montanide; poli-I: C y derivados del mismo; y oligonucleotidos CpG. La  relacién
de mezcla entre el adyuvante descrito anteriormente y el polipéptido es normalmente de aproximadamente 1:10 a
10:1, preferentemente de aproximadamente 1:5 a 5:1, mas preferentemente de aproximadamente 1:1. Sin embargo,
el adyuvante no se limita a los ejemplos descritos anteriormente y también se pueden utilizar adyuvantes conocidos
en la técnica distintos de los descritos anteriormente cuando se administra el agente inductor de inmunidad de la
presente invencion (véase, por ejemplo, Goding, "Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 22 edicién”, 1986).
Métodos de preparacién de mezclas o emulsiones de un polipéptido y un adyuvante son bien conocidos por los
expertos en la técnica de la vacunacion.

Adicionalmente, ademas de los adyuvantes descritos anteriormente, los factores que estimulan la respuesta
inmunitaria del sujeto se pueden utilizar como el potenciador inmunitario descrito anteriormente. Por ejemplo, se
pueden usar diversas citocinas que tienen una propiedad para estimular linfocitos y/o células presentadoras de
antigeno como potenciador inmunitario en combinacién con el agente inductor de inmunidad de la presente
invenciéon. Los expertos en la técnica conocen un numero de tales citocinas capaces de potenciar la respuesta
inmunitaria y entre los ejemplos de las citocinas se incluyen, pero no se limitan a las mismas, interleucina-12 (IL-12),
GM-CSF, IL-18, interferén-a, el interferon—, interferon—w, interferon-w y el ligando de FIt3, que se ha demostrado
que potencian la accion profilactica de las vacunas. Tales factores también pueden usarse como el potenciador
inmunitario descrito anteriormente y pueden estar contenidos en el agente inductor de inmunidad de la presente
invenciébn o se pueden preparar como una composicion separada que debe administrarse a un paciente en
combinacion con el agente inductor de inmunidad de la presente invencién.

Poniendo en contacto el polipéptido descrito anteriormente con células presentadoras de antigeno in vitro, las
células presentadoras de antigeno se pueden hacer para presentar el polipéptido. Es decir, los polipéptidos (a) a (c)
descritos anteriormente se pueden utilizar como agentes para el tratamiento de las células presentadoras de
antigeno. Entre los ejemplos de las células presentadoras de antigeno que se pueden usar preferentemente se
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incluyen células dendriticas y células B que tienen moléculas del MHC de clase |. Se han identificado varias
moléculas del MHC de clase | y son bien conocidas. Las moléculas del MHC en seres humanos se denominan HLA.
Entre los ejemplos de moléculas de HLA de clase | se incluyen HLA-A, HLA-B y HLA-C, mas especificamente HLA—
A1, HLA-A0201, HLA—-A0204, HLA-A0205, HLA-A0206, HLA-A0207, HLA-A11, HLA-A24, HLA-A31, HLA-AB801,
HLA-B7, HLA-B8, HLA-B2705, HLA-B37, HLA-Cw0401 y HLA—Cw0602.

Las células dendriticas o células B que tienen moléculas de MHC de clase | pueden prepararse a partir de la sangre
periférica mediante un método bien conocido. Por ejemplo, las células dendriticas especificas de tumor se pueden
inducir mediante la induccion de células dendriticas de la médula ésea, sangre del cordon umbilical o de sangre
periférica del paciente usando factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) e IL-3 (o IL-4),
y, después, la adicién de un péptido relacionado con tumor al sistema de cultivo.

Mediante la administracién de una cantidad eficaz de dichas células dendriticas se puede inducir una respuesta
deseada para el tratamiento de un cancer. Como células, se pueden usar médula ésea o sangre del cordon umbilical
donados por un individuo sano, o de médula 6sea, sangre periférica o similar del paciente. Cuando se utilizan
células autologas del paciente, se puede conseguir una seguridad elevada y se espera evitar los efectos
secundarios graves. La sangre periférica o la médula 6sea puede ser cualquiera de una muestra reciente, una
muestra almacenada en frio y una muestra crioconservada. En cuanto a la sangre periférica, la sangre entera puede
cultivarse o los componentes leucocitarios solos se pueden separar y cultivar, y esto ultimo es mas eficiente y, por lo
tanto, preferente. Ademas, entre los componentes leucocitarios se pueden separar las células mononucleares. En
los casos en que las células proceden de la médula 6sea o de sangre de cordén umbilical, las células enteras que
constituyen la médula 6sea pueden cultivarse, o las células mononucleares pueden separarse y cultivarse. La
sangre periférica, los componentes leucocitarios de la misma y las células de la médula 6sea contienen células
mononucleares, células madre hematopoyéticas y células dendriticas inmaduras, a partir de las que se originan las
células dendriticas, y también las células positivas para CD4 y similares. El método de produccién de la citocina no
esta restringido y se puede usar una citocina de origen natural o recombinante o similar siempre que se hayan
confirmado su seguridad y la actividad fisiolégica. Preferentemente, se usa una preparacién con calidad garantizada
para uso médico en la cantidad minima necesaria. La concentracion de la citocina o citocinas que se va a afiadir no
esta restringida, siempre que se induzcan las células dendriticas a la concentraciéon y, por lo general, la
concentracién total de la citocina o citocinas es, preferentemente, de aproximadamente 10 a 1000 ng/ml, mas
preferentemente de aproximadamente de 20 a 500 ng/ml. El cultivo puede llevarse a cabo utilizando un medio bien
conocido por lo general usado para el cultivo de leucocitos. La temperatura de cultivo no esta restringida siempre
que la proliferacion de los leucocitos sea posible a la temperatura, y una temperatura de aproximadamente 37 °C,
que es la temperatura del cuerpo humano, es la mas preferente. El medio ambiente atmosférico durante el cultivo no
esta restringido, siempre que la proliferacion de los leucocitos sea posible en el medio ambiente, y el cultivo se lleva
a cabo, preferentemente, en un flujo de 5 % de CO2. El periodo de cultivo no esta restringido, siempre que se
induzca induce un numero necesario de las células, y, por lo general, desde 3 dias hasta 2 semanas. En cuanto a
los aparatos utilizados para la separacién y cultivo de las células, se pueden usar aparatos apropiados,
preferentemente aquellos cuya seguridad en la aplicacién a usos médicos se ha confirmado y cuyas operaciones
son estables y simples. En particular, entre los ejemplos del aparato de cultivo de células se incluyen no solo vasos
generales, tales como placas Petri, matraces y frascos, sino también vasos de tipo capa, vasos de multiples etapas,
frascos de cultivo rotatorios, frascos de agitacion, vasos de cultivo de de tipo bolsa y columnas de fibra hueca.

El método per se que se utilizara para poner el polipéptido descrito anteriormente en contacto con la células
presentadoras de antigeno in vitro pueden ser bien conocido en la técnica. Por ejemplo, las células presentadoras
de antigeno pueden cultivarse en un medio de cultivo que contiene el polipéptido descrito anteriormente. La
concentracién del péptido en el medio no esta restringida y, por lo general, de aproximadamente 1 a 100 pg/ml,
preferentemente de aproximadamente 5 a 20 pg/ml. La densidad celular durante el cultivo no esta restringida y por lo
general es de aproximadamente 10% a 107 células/ml, preferentemente de aproximadamente 5x10* a 5x10°8
células/ml. El cultivo se lleva a cabo, preferentemente, de acuerdo con un método convencional a 37 °C en
atmosfera de 5 % de CO:. La longitud maxima del péptido que se puede presentar en la superficie de las células
presentadoras de antigeno normalmente es de aproximadamente 30 restos de aminoacidos. Por lo tanto, en los
casos en que las células presentadoras de antigeno se ponen en contacto con el polipéptido in vitro, el polipéptido
se puede preparar de tal manera que su longitud no es mas de aproximadamente 30 restos de aminoacidos, aunque
la longitud no esté restringida.

Mediante el cultivo de las células presentadoras de antigeno en la coexistencia del polipéptido descrito
anteriormente, el polipéptido se incorpora en las moléculas de MHC de las células presentadoras de antigeno y se
presenta en la superficie de las células presentadoras de antigeno. Por lo tanto, utilizando el polipéptido descrito
anteriormente, se pueden prepararlas células presentadoras de antigeno aisladas que contienen el complejo entre el
polipéptido y la molécula de MHC. Tales células presentadoras de antigeno pueden presentar el polipéptido contra
los linfocitos T in vivo o in vitro, para inducir y permitir la proliferacion de los linfocitos T citotoxicos especificos para
el polipéptido.

Al poner las células presentadoras de antigenos preparadas de este modo que tienen el complejo entre el
polipéptido descrito anteriormente y la molécula de MHC con linfocitos T in vitro, se puede inducir y permitir la
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proliferaciéon de los linfocitos T citotdxicos especificos para el polipéptido. Esto puede llevarse a cabo mediante el
cocultivo de las células presentadoras de antigenos descritas anteriormente y los linfocitos T en un medio liquido.
Por ejemplo, las células presentadoras de antigeno pueden suspenderse en un medio liquido e introducirse en un
recipiente tal como un pocillo de una microplaca, seguido de la adiciéon de los linfocitos T al pocillo y, después, la
realizacién del cultivo. La proporcion de mezcla de las células presentadoras de antigeno y los linfocitos T en el
cocultivo no estd restringida y, por lo general, es de aproximadamente 1:1 a 1:100, preferentemente de
aproximadamente 1:5 a 1:20 en términos del niumero de células. La densidad de las células presentadoras de
antigeno para su suspension en el medio liquido no esta restringida y normalmente es de aproximadamente 100 a
10.000.000 células/ml, de forma preferente de aproximadamente 10.000 a 1.000.000 células/ml. El cocultivo se lleva
a cabo, preferentemente, mediante un método convencional a 37 °C en atmésfera de 5 % de COz. El periodo de
cultivo no esta restringido y, por lo general, es 2 dias a 3 semanas, preferentemente de aproximadamente 4 dias a 2
semanas. El cocultivo se lleva a cabo, preferentemente, en presencia de una o mas interleucinas tales como IL-2, IL-
6, IL-7 y/o IL-12. En tales casos, la concentracion de IL-2 o IL-7 es habitualmente de aproximadamente 5 a 20 U/ml,
la concentracién de IL-6 es normalmente de aproximadamente 500 a 2000 U/ml, y la concentraciéon de IL-12 es
normalmente de aproximadamente 5 a 20 ng/ml, pero las concentraciones de las interleucinas no estan restringidas
a las mismas. El cocultivo anterior puede repetirse de una a varias veces con adicién de las células presentadoras
de antigeno frescas. Por ejemplo, la operacién de descartar el sobrenadante de cultivo después del cocultivo y
afnadir una suspension recién obtenida de células presentadoras de antigeno para llevar a cabo ain mas el cocultivo
se puede repetir de una a varias veces. Las condiciones para cada cocultivo pueden ser las mismas que las
descritas anteriormente.

Mediante el cocultivo anteriormente descrito, se induce y permite la proliferacion de los linfocitos T citotéxicos
especificos para el polipéptido. Por lo tanto, utilizando el polipéptido descrito anteriormente, se pueden preparar
linfocitos T aislados que se unen selectivamente al complejo entre el polipéptido y la molécula de MHC.

Como se describe en los ejemplos a continuacion, el gen de SCD1 se expresa especificamente en las células de
cancer de mama, cancer de los tejidos mamarios, células de tumores cerebrales, tejidos tumorales de cerebro,
células de cancer de colon, tejidos de cancer de colon, tejidos de adenocarcinoma perianal, células de
adenocarcinoma perianal, tejidos de mastocitoma, células de mastocitoma, células de neuroblastoma, células de
cancer renal, tejidos de cancer renal, células de cancer de higado, tejidos de cancer de higado, células de cancer de
pulmén, tejidos de cancer de pulmén, células de cancer de prostata, tejidos de cancer de prostata y células de
leucemia. Por lo tanto, se piensa que, en estas especies de cancer, existe una cantidad significativamente mayor de
SCD1 que en las células normales. Cuando los linfocitos T citotéxicos preparados de este modo se administran a un
cuerpo vivo, tal que una parte del polipéptido de SCD1 presente en las células cancerosas es presentado por las
moléculas de MHC en la superficie de las células cancerosas, los linfocitos T citotoxicos pueden dafar las células
cancerosas mediante el polipéptido presentado como marcador. Dado que las células presentadoras de antigeno
que presentan una parte del polipéptido de SCD1 descrito anteriormente pueden inducir y permitir la proliferacion de
los linfocitos T citotoxicos especificos para el polipéptido también in vivo, se puede dafiar a las células cancerosas
mediante la administracion de las células presentadoras de antigeno a un cuerpo vivo. Esto es, los linfocitos T
citotoxicos y las células presentadoras de antigenos preparadas utilizando el polipéptido también son eficaces como
agentes terapéuticos y/o profilacticos para el cancer, de forma similar al agente inductor de inmunidad de la presente
invencion.

En los casos en los que se administran las células presentadoras de antigeno aisladas descritas anteriormente o los
linfocitos T aislados a un cuerpo vivo, estos se preparan, preferentemente, mediante el tratamiento de células
presentadoras de antigeno o linfocitos T obtenidos del paciente que se va a tratar, utilizando el polipéptido (a), (b) o
(c) como se ha descrito anteriormente con el fin de evitar la respuesta inmunitaria en el cuerpo vivo que ataca a
estas células como cuerpos extrafios.

El agente terapéutico y/o profilactico para el cancer que comprende como ingrediente eficaz las células
presentadoras de antigeno o linfocitos T se administra, preferentemente, a través de una via de administracion
parenteral, por ejemplo, mediante administracion intravenosa o intraarterial. La dosis se selecciona apropiadamente
dependiendo de los sintomas, el propésito de la administracién y similares, y generalmente es de 1 célula a
10.000.000.000.000 células, preferentemente células de 1.000.000 a 1.000.000.000 células, cuya dosis se
administra preferentemente de una vez cada varios dia a una vez cada varios meses. La formulacion puede ser, por
ejemplo, las células suspendidas en solucién salina fisiolégica tamponada y de la formulacion puede usarse en
combinacion con otro otra preparacion(es)/anticancerigena y/o citocina (s). Ademas, también se pueden afadir uno
0 mas aditivos bien conocidos en el campo de la formulacién de productos farmacéuticos.

También mediante la expresion de un polinucleétido que codifica cualquiera de los polipéptidos (a) a (c) en el cuerpo
del animal sujeto, se puede inducir la, produccién de anticuerpos y los linfocitos T citotéxicos en el cuerpo vivo, y se
puede obtener un efecto comparable al obtenido en el caso de la administracion del polipéptido. Es decir, el agente
inductor de inmunidad de la presente invenciéon puede ser una que comprende como ingrediente eficaz un vector
recombinante que tiene un polinucleétido que codifica cualquiera de los polinucleétidos (a) a (c), en el que el vector
recombinante es capaz de expresar el polipéptido en un cuerpo vivo. Dicho vector recombinante capaz de expresar
un polipéptido antigénico como se muestra en los Ejemplos mencionados mas adelante se denomina también
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vacuna génica.

El vector utilizado para la produccion de la vacuna del gen no esta restringido, siempre que sea un vector capaz de
expresar el polipéptido en una célula del animal sujeto (preferentemente en una célula de mamifero), y puede ser o
bien un vector plasmidico o un vector viral, y se puede usar cualquier vector conocido en el campo de las vacunas
de genes. El polinucleétido tal como ADN o ARN que codifica el polipéptido descrito anteriormente se puede
preparar facilmente como se mencioné anteriormente mediante un método convencional. La incorporacion del
polinucleétido en el vector puede llevarse a cabo utilizando un método bien conocido para los expertos en la técnica.

La via de administracion de la vacuna genética es, preferentemente, una ruta parenteral tal como administracion
intramuscular, subcutanea, intravenosa o administracion intraarterial. La dosis puede seleccionarse apropiadamente
dependiendo del tipo de antigeno y similares, y es habitualmente de aproximadamente 0,1 uyg a 100 mg,
preferentemente de aproximadamente 1 ug a 10 mg en términos del peso de la vacuna génica por kg de peso
corporal.

Entre los ejemplos del método que usan un vector de virus se incluyen aquellos en los que un polinucleétido que
codifica el polipéptido descrito anteriormente se incorpora en un virus de ARN o virus de ADN, tal como un
retrovirus, adenovirus, virus adenoasociados, virus herpes, virus vacunal, virus de la viruela, poliovirus o virus
Sindbis, y, después, se infecta a un sujeto con el virus resultante. Entre estos métodos, los que utilizan un retrovirus,
adenovirus, virus adenoasociados, virus vacunal o similar son especialmente preferentes.

Entre los ejemplos de otros métodos se incluyen un método en el que un plasmido de expresién se administra
directamente por via intramuscular (método de vacuna de ADN), y el método de liposomas, método de lipofectina,
método de microinyeccion, método de fosfato de calcio y método de electroporacion. El método de la vacuna de
ADN y el método de liposomas son especialmente preferentes.

Los métodos para hacer que el gen que codifica el polipéptido descrito anteriormente utilizados en la presente
invencion actie realmente como producto farmacéutico incluyen métodos in vivo en los que el gen se introduce
directamente en el cuerpo, y métodos ex vivo en los que un cierto tipo de células se recogen del animal sujeto y el
gen se introduce después las células ex vivo, seguido de la devolucion de las células al cuerpo (Nikkei Science,
1994, abril, pag. 20-45; The Pharmaceutical Monthly, 1994, Vol. 36, No. 1, pag. 23-48; Experimental Medicine,
Edicion extra, 1994, Vol.12, n.° 15; y las referencias citadas en estas literaturas, y similares. Son preferentes los
métodos in vivo.

En los casos en que el gen se administra por un método in vivo, el gen puede administrarse a través de una via de
administracién apropiada dependiendo de la enfermedad a tratar, los sintomas y similares. El gen se puede
administrar, por ejemplo, administracion intravenosa, intraarterial, subcutanea o intramuscular. En los casos en que
el gen se administra por un método in vivo, el gen puede formularse en una preparacioén tal como una solucion, y en
general, se formula en una solucién de inyeccién o similar que contiene el ADN que codifica el péptido anteriormente
descrito de la presente invencion como ingrediente eficaz. Un vehiculo de uso habitual también se puede ariadir a la
misma segun se requiera. En los casos de un liposoma de liposomas de membrana de fusion (liposoma de virus
Sendai (HVJ) o similares) que contiene el ADN, el liposoma se puede formular en una preparaciéon de liposomas tal
como una suspension, la preparacion congelada o la preparacion congelada concentrada de forma centrifuga.

En la presente invencion, "la secuencia de bases de la SEQ ID NO: 1" incluye no solo la secuencia de bases real de
la SEQ ID NO: 1, sino también la secuencia complementaria de la misma. Por lo tanto, "el polinucleétido que tiene la
secuencia de bases de la SEQ ID NO: 1" incluye el polinucleétido monocatenario que tiene la secuencia de bases
real de la SEQ ID NO: 1, el polinucleétido monocatenario que tiene la secuencia de bases complementaria a la
misma, y el polinucleétido bicatenario compuesto por estos polinucleétidos monocatenarios. Cuando se prepara un
polinucleétido que codifica el polipéptido usado en la presente invencion, una cualquiera de estas secuencias de
bases se selecciona apropiadamente, y los expertos en la técnica pueden llevar a cabo la seleccion facilmente.

Ejemplos

La presente invencion se describira a continuacién con mas detalle mediante los ejemplos.

Ejemplo 1: Obtencion de una nueva proteina antigénica del cancer mediante el método SEREX

(1) Preparacién de biblioteca de ADNc

El ARN total se extrajo del tejido testicular de un perro mediante el método de acido-guanidinio-fenolcloroformo y el
ARN poli (A) se purificé usando el kit de purificacion de ARNm Oligotex-dT3 (fabricado por Takara Shuzo Co., Ltd.)
de acuerdo con los protocolos incluidos en el kit.

La biblioteca de fagos de ADNc se sintetizd utilizando el ARNm obtenido (5 pg). Para la preparacion de una

biblioteca de fagos de ADNc se usaron el kit de sintesis de ADNc, kit de sintesis ZAP-cDNA vy el kit ZAP-cDNA
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Gigapacklll Gold Cloning Kit (fabricado de STRATAGENE) de acuerdo con los protocolos incluidos en los kits. El
tamario de la biblioteca de fagos de ADNc preparada era 1 x 108 ufp/ml.

(2) Deteccion selectiva de la biblioteca de ADNc con suero

La deteccion selectiva inmunoldgica se llevé a cabo utilizando la biblioteca de fagos de ADNc preparada de este
modo. En concreto, las células huésped E. coli (XL1-Blue MRF') se infectaron con la biblioteca de modo que 2.340
clones aparecieron en una placa de agarosa NZY con un tamarfio de 90 mm diam. x 15 mm, y se cultivaron a 42 °C
durante de 3 a 4 horas para permitir que los fagos formaran placas. La placa se cubrié6 con la membrana de
nitrocelulosa (Hybond C Extra: fabricada por GE Healthcare Bio-Science) impregnada con IPTG (isopropil-B-D-
tiogalactésido) a 37 °C durante 4 horas para inducir y expresar proteinas y las proteinas se transfirieron a la
membrana. Posteriormente, la membrana se recuperé y se sumergioé en TBS (Tris-HCI 1 mM, NaCl 15 mM, pH 7,5)
suplementado con 0,5 % de leche desgrasada seca. A continuacién, la membrana se agit6 a 4 °C durante la noche
para suprimir las reacciones no especificas. Después, se dejé que este filtro reaccionara con suero de paciente
canino diluido 500 veces a temperatura ambiente durante de 2 a 3 horas.

Como suero del paciente canino descrito anteriormente se utilizd el suero recogido de un paciente canino con un
tumor perianal. El suero se almacené a -80 °C y se traté previamente inmediatamente antes de usar. El método de
pretratamiento de suero fue el siguiente. Es decir, el huésped E. coli (XL1-Blue MRF') se infecté con el fago A ZAP
Express que no tiene ningln gen extrafo insertado y, después, se cultivé en medio de placa NZY a 37 °C durante la
noche. Posteriormente, a la placa se afiadié tampon NaHCOs 0,2 M (pH 8,3) suplementado con NaCl 0,5,5M y la
placa se dej6 en reposo a 4 °C durante 15 horas, seguido de la recuperacion del sobrenadante como un extracto de
E. coliffago. A continuacion, el extracto de E. coliffago recogido se pas6 a través de una columna de NHS (fabricada
por GE Healthcare Bio-Science) para inmovilizar las proteinas derivadas de E. coli/ffago sobre la misma. El suero del
paciente canino se paso6 a su través y se hizo reaccionar con esta columna de proteina inmovilizada para eliminar
los anticuerpos que se adsorben en E. coli y/o el fago. La fraccién de suero que se pasé a través de la columna se
diluyé 500 veces con TBS suplementado con leche desgrasada seca al 0,5 %, y el diluyente resultante se utilizd
como material para la inmunoseleccion.

La membrana sobre la cual se transfiri6 dicho suero tratado y la proteina de fusion descrita anteriormente se
transfirié y se lavé 4 veces con TBS-T (0,05 % de Tween 20/TBS), y se hizo reaccionar con IgG de cabra anti-perro
(conjugado de 1gG-h de cabra anti-perro +| HRP: fabricado por BETHYL Laboratories) diluido 5.000 veces con TBS
suplementado con 0,5 % de leche desgrasada seca como anticuerpo secundario a temperatura ambiente durante 1
hora, seguido de deteccién mediante reacciéon de coloracion enzimatica usando una solucién de reaccion NBT/BCIP
(fabricada por Roche). Las colonias en las posiciones correspondientes a los sitios positivos a la reaccion de
coloracién se recuperaron de la placa con agarosa NZY que tiene un tamafio de 90 mm de didmetro. x 15 mm y se
disolvieron en 500 ul de tampén SM (NaCl 100 mM, MgCISO4 10 mM, Tris—HCI 50 mM, 0,01 % de gelatina; pH 7,5).
La deteccién selectiva se repiti6 como la segunda y tercera deteccion selectiva de la misma manera que se ha
descrito anteriormente hasta que se obtuvo una sola colonia positiva a la reaccién de coloracion. El aislamiento del
unico clon positivo se logré después de la deteccion selectiva de 9110 clones de fagos reactivos con IgG en el
suero.

(3) Busqueda de homologia de secuencia del gen del antigeno aislado

Con el fin de someter el Unico clon positivo aislado mediante el método descrito anteriormente a andlisis de la
secuencia de bases se llevd a cabo una operacién de conversion del vector de fagos en un vector plasmidico. Mas
especificamente, 200 uyl de una solucion preparada de tal forma que E. coli huésped (XL1-Blue MRF') estaba
contenida a una absorbancia de DOsoo de 1,0 se mezcl6 con 100 I de la solucién de fago purificado y también 1 pl
del fago colaborador ExAssist (fabricado por STRATAGENE), y después se dejo que la reaccion progresara a 37 °C
durante 15 minutos. A esto le siguié la adicion de 3 ml de medio LB a la mezcla de reaccion, y el cultivo se realizé
con la mezcla resultante a 37 °C durante 2,5 a 3 horas. El cultivo resultante se incubé inmediatamente en un bafo
de agua a 70 °C durante 20 minutos. Después, el cultivo se centrifugé a 4 °C a 1.000 x g durante 15 minutos, y el
sobrenadante se recuper6 como una solucion de fagemido. Posteriormente, 200 pl de una solucién preparada de tal
manera que el huésped fagemido E. coli (SOLR) estaba contenido a una absorbancia DOsoo de 1,0 se mezcld con
10 ul de una solucién de fago purificado, y la reaccién se dejé proceder a 37 °C durante 15 minutos. A partir de
entonces, 50 pl de la mezcla de reaccidén se sembraron en placas con medio agar LB suplementado con ampicilina
(concentracion final: 50 ug/ml), y el cultivo se llevo a cabo a 37 °C durante la noche. Se recuperd una sola colonia de
la SOLR transformado y se cultivd en medio LB suplementado con ampicilina (concentracion final: 50 ug/ml) a 37 °C,
seguido de purificacion de ADN plasmido que tiene el inserto de interés usando el kit QIAGEN Plasmad Miniprep Kit
(fabricado por Qiagen).

El plasmido purificado se someti6é a analisis de la secuencia de longitud completa del inserto por el método de paseo
con cebador utilizando el cebador T3 de la SEQ ID NO: 7 y el cebador T7 de la SEQ ID NO: 8. Mediante este
andlisis de secuencias, se obtuvo la secuencia del gen de la SEQ ID NO: 1. Usando la secuencia de bases y la
secuencia de aminoacidos de este gen, la busqueda de homologia frente a genes conocidos se llevé a cabo usando
un programa de busqueda de homologia BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Como resultado, se revelo
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que el gen obtenido es el gen de SCD1. La SCD1 humana, que es un factor homélogo humano de SCD1 de perro,
tenia una identidad de secuencia del 89 % en términos de la secuencia de bases y del 90 % en términos de la
secuencia de aminoacidos; la SCD1 de raton, que es un factor homoélogo de ratén, tenia una identidad de secuencia
del 84 % en términos de la secuencia de bases y del 84 % en términos de la secuencia de aminoacidos. La
secuencia de bases y la secuencia de aminoacidos de SCD1 humana se muestran en las SEQ ID NO: 3 y SEQ ID
NO: 4, respectivamente, y la secuencia de bases y la secuencia de aminoacidos de SCD1 de ratén se muestran en
las SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6, respectivamente.

(4) Analisis de la expresion en diversos tejidos

La expresion de los genes obtenidos por el método anterior en tejidos normales de perro, humanos y de raton y
varias lineas celulares se investigd por el método de RT-PCR (transcripcion inversa-PCR). La reaccion de
transcripcion inversa se llevo a cabo como sigue: Es decir, de 50 a 100 mg de cada tejido o de 5 x 10° a 10 x 108
cells células de cada linea celular, se extrajo el ARN total usando el reactivo TRIZOL (fabricado por Invitrogen) de
acuerdo con el protocolo descrito en las instrucciones adjuntas. Mediante el uso de este ARN total, se sintetiz6é
ADNCc con el sistema de sintesis de primera hebra Superscript para RT-PCR (fabricado por Invitrogen) de acuerdo
con el protocolo descrito en las instrucciones adjuntas. Como los ADNc de tejidos normales humanos (cerebro,
hipocampo, testiculo, colon y placenta), se usaron ADNc de Gene Pool (fabricado por Invitrogen), ADNc de QUICK—
Clone (fabricado por CLONETECH) y la biblioteca de ADNc de Large—Insert (fabricada por CLONETECH). La
reaccion de PCR se realizé usando cebadores especificos para el gen obtenido (los cebadores de perros muestran
en las SEQ ID NOs: 9 y 10, los cebadores humanos que se muestran en las SEQ ID NO: 11 y 12, y los cebadores
de raton mostrados en las SEQ ID NOs: 13 y 14) como se describe a continuacion. Es decir, los reactivos y el
tampon unido se mezclaron de tal manera que 0,25 pl de la muestra preparada por la reaccion de transcripcion
inversa, 2 yM de cada uno de los cebadores anteriores, 0,2 mM de cada uno de los dNTP, y 0,65 U de polimerasa
ExTaq (fabricada por Takara Shuzo Co., Ltd.) estaban contenidos en la mezcla resultante en un volumen final de 25
ul y la reaccién se llevd a cabo mediante 30 ciclos de 94 °C durante 30 segundos, 55 °C durante 30 segundos y 72
°C durante 1 minuto usando un ciclador térmico (fabricado por BIO RAD). Como control para la comparacion,
cebadores especificos para GAPDH (los cebadores de GAPDH de perros y de ser humano se muestran en las SEQ
ID NOs: 15y 16; y los cebadores de GAPDH de ratén se muestran en las SEQ ID NOs: 17 y 18) se usaron al mismo
tiempo. Como resultado, como se muestra en la Figura 1, el gen de SCD1 de perro no se expreso en la mayoria de
los tejidos de perro sano, mientras que el gen se expresa fuertemente en los tejidos tumorales de perro. También en
términos de los genes de SCD1 de ratén humanos, la expresién no se observé en la mayoria de los tejidos humanos
y de ratdon normales, mientras que se detectd la expresion en la mayoria de las lineas celulares de cancer (figuras 2
y 3), como en el caso del gen de SCD1 de perro.

(5) Andlisis cuantitativo de la expresion en diversos tejidos

El gen obtenido por el método anterior se sometié a investigacion de la expresion en tejidos normales humanos por
el método de RT-PCR. (PCR con transcripcion inversa). Como ADNc de tejidos normales y tejidos cancerosos
humanos, se utilizé el Panel de exploracién de cancer de Tiempo Real en barridos de tejidos (fabricado por
ORIGENE). La RT-PCR cuantitativa se realiz6 utilizando el ciclador térmico CFX96 Real Time Cystem — C1000
Thermal Cycler, fabricado por Bio-Rad Laboratories, Inc. La reaccion de PCR se llevo a cabo como sigue usando
cebadores especificos para el gen obtenido (mostrados en las SEQ ID NO: 11 y 12). Es decir, 5 pl de la muestra de
ADNCc, 2 uM de cada uno de los cebadores y los reactivos y el tampén contenido en 2 x SYBR Premezcla Ex Taqll
polimerasa (fabricado por Takara Shuzo Co., Ltd.) se mezclaron conjuntamente para preparar una mezcla en un
volumen final de 20 pl y la reaccion se llevo a cabo mediante 30 ciclos de 94 °C durante 30 segundos, 55 ° C durante
30 segundos y 72 °C durante 1 minuto. Como resultado, el nivel de expresion del gen de SCD1 en cada uno de
cancer de mama, cancer de colon, cancer renal, cancer de higado, cancer de prostata y cancer de pulmén no fue
menos de 4 veces mas alto que el nivel de expresion en su tejido normal correspondiente. Basandose en estos
resultados, se puede esperar que no haya preocupacién porque aparezcan efectos secundarios por los agentes
antitumorales dirigidos a SCD1 en tejidos normales y que el beneficio del efecto farmacoldgico de los agentes
exceda en gran medida el riesgo de sus efectos secundarios.

Ejemplo 2: Analisis de antigenicidad del cancer de SCD1 in vivo
(1) Preparacién del vector recombinante que expresa SCD1 in vivo

Basandose en la secuencia de bases de la SEQ ID NO: 5, se prepar6 un vector recombinante que expresa SCD1 in
vivo. La PCR se prepard a partir de la linea celular de cancer de raton N2a (adquirida de la ATCC), que mostro la
expresion en el ejemplo 1. Los reactivos y el tampon unido se mezclaron de tal manera que 1 pl del ADNc, 0,4 uM
de cada uno de dos tipos de cebadores que tenian los sitios de restriccién Hindlll y Xbal (que se muestran en las
SEQ ID NO: 19 y 20), dNTP 0,2 mM y 1,25 U de polimerasa PrimeStar SA (fabricada por Takara Shuzo Co., Ltd.)
estuvieran contenidos en la mezcla resultante en un volumen final de 50 ul y la PCR se llevd a cabo durante 30
ciclos de 98 °C durante 10 segundos, 55 °C durante 15 segundos y 72 °C durante 4 minutos usando un ciclador
térmico (fabricado por BIO RAD). Los dos tipos de cebadores descritos anteriormente fueron los de amplificacion de
la region que codifica la longitud completa de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5. Después de la PCR, el
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ADN amplificado se sometié6 a electroforesis utilizando 1 % de gel de agarosa, y un fragmento de DNA de
aproximadamente 1000 pb se purifico utilizando QlAquick Gel Extraction Kit (fabricado por QIAGEN).

El fragmento de ADN purificado se ligo en el vector de clonacion pCR-Blunt (fabricado por Invitrogen). E. coli se
transformé con el producto de ligacion resultante, y luego se recuperd el plasmido. La secuencia del fragmento
génico amplificado se confirm6 que era la misma que la secuencia de interés mediante secuenciacién. El plasmido
que tiene la secuencia de interés se tratdé con las enzimas de restriccién Hindlll y Xbal, y se purificé usando el kit
QlAquick Gel Extraction, seguido de la insercion de la secuencia del gen de interés en un vector de expresion de
mamifero pcDNA3,1 (fabricado por Invitrogen) que habian sido tratados con las enzimas de restriccién Hindlll y
Xbal. Uso de este vector permite la produccion de la proteina de SCD1 en las células de mamifero.

A 100 pg del ARN plasmidico preparado de este modo se afiadieron 50 ug de particulas de oro (fabricadas por Bio
Rad), 100 pl de espermidina (fabricado por SIGMA) y 100 pl de CaCl2 1 M (fabricado por SIGMA) y la mezcla
resultante se agité en vértex, para después dejar la mezcla en reposo durante 10 minutos a temperatura ambiente
(las particulas resultantes se denominan en lo sucesivo en el presente documento particulas de ADN-oro). Después,
la mezcla se centrifugd a 3.000 rpm durante 1 minuto y se descartdé el sobrenadante, seguido de lavado del
precipitado 3 veces con etanol al 100 % (fabricado por WAKO). A las particulas de ADN-oro, se afiadieron 6 ml de
etanol al 100 % y la mezcla resultante se agité suficientemente mediante vortex, para después verter las particulas
de ADN-oro en tubos Tefzel (fabricados por Bio Rad) y permitir que las particulas precipitaran en la superficie de la
pared. El etanol se retir6 mediante secado al aire de los tubos Tefzel, al que se unieron las particulas de ADN-oro vy,
después, el tubo se cortd en trozos con una longitud que sea adecuada para una pistola de genes.

(2) Efecto antitumoral de SCD1 mediante el método de vacuna de ADN

El tubo preparado anteriormente se fijo en una pistola de genes y la vacuna de ADN se administré por via
transdérmica mediante la aplicacién de una presion de 400 psi usando gas helio puro, un total de 3 veces a
intervalos de 7 dias, a la cavidad abdominal de cada uno de 10 ratones A/J individuales (de 7 semanas de edad,
machos, adquiridos en Japan SLC) y ratones Balb/c (de 7 semanas de edad, machos, adquiridos en Japan SLC)
cuyo pelo se habia afeitado (esto corresponde a la inoculacién de 2 pg/individuo del ADN plasmidico).

A continuacién, una linea celular de neuroblastoma de ratdbn N2a o una linea celular de cancer de colon CT26 se
trasplantaron a cada ratén en una cantidad de 1 x 10° células para evaluar el efecto antitumoral (modelo
profilactico). Para cada modelo, el ADN plasmidico que no contiene ningin gen de SCD1 insertado se administré a
10 individuos de ratones para proporcionar un control.

El efecto antitumoral se evalué basandose en el tamarfio del tumor (eje mayor x eje menor?/2) y la proporcion de
ratones vivos. Como resultado de este estudio, en el modelo profilactico que utiliza la linea celular de
neuroblastoma, el tamafio del tumor se convirtié en .2966 mm?3y 7.59 mm? el dia 43 en el grupo control y el grupo al
gue se administro el plasmido con SCD1, respectivamente. Por lo tanto, se observé una notable regresion del tumor
en el grupo al que se administrd el plasmido con SCD1. Ademas, como resultado de la observacion de la
supervivencia en el modelo profilactico usando la linea celular de neuroblastoma, se encontré que todos los casos
habian muerto el dia 74 después de la administracién en el grupo de control, mientras que el 60 % de los ratones
sobrevivid en el grupo al que se administré el plasmido con SCD1. Estos resultados indican un efecto antitumoral
significativo en el grupo al que se administré el plasmido con SCD1 en comparacién con el grupo control. De un
modo similar, en el modelo profilactico usando la linea celular de cancer de colon, el tamafo del tumor se convirtio
en 2.518 mm®y 604 mm? el dia 33 en el grupo control y en el grupo al que se administré el plasmido con SCD1,
respectivamente. Por lo tanto, se observé una notable regresion del tumor en el grupo al que se administr6 el
plasmido con SCD1. Ademas, como resultado de la observacion de la supervivencia, se encontré que todos los
casos habian muerto el dia 54 después de la administracion en el grupo control, mientras que el 50 % de los ratones
sobrevivié en el grupo al que se administré el plasmido con SCD1. Estos resultados indican un efecto antitumoral
significativo en el grupo al que se administro el plasmido con SCD1 en comparacion con el grupo control.

Ejemplo 3: Preparacion de proteina recombinante humana SCD1 y evaluacién de su capacidad inductora de
inmunidad

(1) Preparacion de la proteina SCD1 humana recombinante

Basandose en la secuencia de bases de la SEQ ID NO: 3, se prepar6 una proteina recombinante SCD1 humana.
Los reactivos y el tampon unido se mezclaron de tal manera que 1 pl del ADNc preparado del ejemplo 1 cuya
expresion se pudo confirmar para los ADNc de diversos tejidos y células mediante el método de RT-PCR, 0,4 uM de
cada uno de dos tipos de cebadores que tenian los sitios de restriccion EcoRI y Xhol (que se muestran en las SEQ
ID NO: 25 y 26), dNTP 0,2 mM y 1,25 U de polimerasa PrimeStar SA (fabricada por Takara Shuzo Co., Ltd.)
estuvieran contenidos en la mezcla resultante en un volumen final de 50 ul y la PCR se llevé a cabo durante 30
ciclos de 98 °C durante 10 segundos, 55 °C durante 15 segundos y 72 °C durante 4 minutos, usando un ciclador
térmico (fabricado por BIO RAD). Los dos tipos de cebadores descritos anteriormente fueron los de amplificacion de
la region que codifica la longitud completa de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4. Después de la PCR, el
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ADN amplificado se sometio a electroforesis utilizando 1 % de gel de agarosa, y se purificd un fragmento de ADN de
aproximadamente 1.000 pb utilizando el kit QlAquick Gel Extraction Kit (fabricado por QIAGEN).

El fragmento de ADN purificado se ligo en el vector de clonacion pCR-Blunt (fabricado por Invitrogen). E. coli se
transformé con el producto de ligacion resultante y, a continuacion, se recuper6 el plasmido. Se confirmé que la
secuencia del fragmento génico amplificado era la misma que la secuencia de interés mediante secuenciacion. El
plasmido que tiene la secuencia de interés se tratdé con las enzimas de restriccion EcoRI y Xhol y se purificé usando
el kit QIAquick Gel Extraction, seguido de la insercion de la secuencia del gen de interés en un vector de expresion
para E. coli, pET30a (fabricado por Novagen) que se habia tratado con las enzimas de restriccion EcoRI y Xhol. El
uso de este vector permite la produccion de una proteina recombinante fusionada a un marcador de His. E. coli para
expresion, BL21 (DE3), se transformé con este plasmido, y se indujo la expresion con IPTG 1 mM, para permitir la
expresion de la proteina de interés en E. coli.

(2) Purificacién de la proteina SCD1 recombinante

La E. coli recombinante obtenida de este modo que expresa la SEQ ID NO: 4 se cultivdo en medio LB suplementado
con 100 pg/ml de ampicilina/ml a 37 °C hasta que la absorbancia a 600 nm alcanz6 aproximadamente 0,7, y
después se afadioé al cultivo isopropil-3-D-1-tiogalactopirandsido en una concentracién final de 1 mM, seguido del
cultivo posterior de la E. coli recombinante a 37 °C durante 4 horas. Posteriormente, las células bacterianas se
recogieron mediante centrifugacion a 4.800 rpm durante 10 minutos. El sedimento de las células bacterianas se
suspendié en solucion salina tamponada con fosfato y se sometié después a centrifugacion a 4.800 rpm durante 10
minutos, para lavar las células bacterianas.

Las células bacterianas se suspendieron en tampoén Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) y se sometieron a ultrasonidos en
hielo. El liquido obtenido mediante los ultrasonidos de E. coli se centrifugd a 6000 rom durante 20 minutos, para
obtener el sobrenadante como la fraccion soluble y el precipitado como la fraccion insoluble.

La fraccion insoluble se suspendié en tampén Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) y después se centrifugé a 6.000 rpm durante
15 minutos. Esta operacion se repitié dos veces para la eliminacién de las proteasas.

El residuo se suspendié en tampén Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) suplementado con hidrocloruro de guanidina 6 M y
cloruro de sodio 0,15 M, y se dejé reposar a 4 °C durante 20 horas para desnaturalizar la proteina. A continuacion, la
suspension se centrifugé a 6.000 rpm durante 30 minutos y la fraccion soluble obtenida se colocé en una columna
de quelato de niquel preparado mediante un método convencional (vehiculo: Chelating Sepharose (marca
comercial), Fast Flow (GE Health Care); volumen de la columna: 5 ml; tampén de equilibrio: tampén Tris-HCI 50 mM
(pH 8,0) suplementado con hidrocloruro de guanidina 6 M y cloruro de sodio 0,15 M), para después dejar el
resultante en reposo a 4 °C durante la noche para permitir la adsorcion del vehiculo quelado con niquel. El portador
de la columna se centrifugd a 1.500 rpm durante 5 minutos y se recuperd el sobrenadante resultante. A
continuacion, el vehiculo de la columna se suspendié en solucién salina tamponada con fosfato y se volvio a cargar
en la columna.

La fraccion no adsorbida en la columna se lavé con 10 volumenes de columna de tampon acetato 0,1 M (pH 4,0)
suplementado con cloruro de sodio 0,5 M, e inmediatamente después, se llevé a cabo la elucién con tampoén acetato
0,1 M (pH 3,0) suplementado con cloruro de sodio 0,5 M, para obtener una fraccion purificada, que se utilizé
después como material para una prueba de administracion. La presencia de la proteina de interés en cada fraccién
eluida se confirmo6 por tincion con Coomassie llevada a cabo de acuerdo con un método convencional.

El tampon de la preparacion purificada obtenida por el método anterior se reemplazé con un tampén de reaccion
(Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM, CaCl2 5 mM (pH 8,0)) y la muestra resultante se someti6é a escision del marcador
His con el factor Xa de la proteasa y purificacion de la proteina de interés, utilizando el kit de captura para escision
de Factor Xa (fabricado por Novagen), de acuerdo con el protocolo incluido en el kit. Posteriormente, el tampdn de
12 ml de la preparacion purificada obtenida por el método anterior se reemplazd por tampén fosfato fisiologico
(fabricado por Nissui Pharmaceutical) usando ultrafiltracion Nanosep 10K OMEGA (fabricado por PALL), y la
muestra resultante se sometié a filtracion aséptica a través de HT Tuffryn Acrodisc de 0,22 um (fabricado por PALL)
y se utilizé en el experimento.

(3) Induccion de linfocitos T citotoxicos positivos para CD8 reactivos con la proteina SCD1 recombinante humana

Se separd la sangre periférica de un individuo sano y la sangre periférica se coloco sobre medio de separacion de
linfocitos (OrganonpTeknika, Durham, NC), seguido de centrifugacion del resultante a 1.500 rom a temperatura
ambiente durante 20 minutos. Se recuperé una fraccion que contenia células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) y se lavo 3 (o mas) veces en tampon fosfato frio para obtener PBMC. Las PBMC obtenidas se suspendieron
en 20 ml de medio AIM-V (Life Technologies Inc., Grand Island, NY, EE.UU.) y se dejo que las células se adhirieran
a un matraz de cultivo (Falcon) a 37 °C en 5 % de CO:2 durante 2 horas. Se utilizaron las células no adherentes para
la preparacion de los linfocitos T y las células adherentes se utilizaron para la preparacion de células dendriticas.
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Por otro lado, las células adheridas se cultivaron en medio AIM-V en presencia de IL-4 (1000 U/ml) y GM-CSF (1000
U/ml). Se recogieron las células no adherentes obtenidas 6 dias mas tarde y se afadio la proteina de SCD1 humana
recombinante a las células a una concentracion de 10 ug/ml, seguido de cultivo de las células a 37 °C en 5% de CO2
durante 4 horas. A continuacion, el medio se sustituyé por medio AIM-V suplementado con IL-4 (1000 U/ml), GM-
CSF (1000 U/ml), IL-6 (1000 U/ml, Genzyme, Cambridge, MA), IL-1B (10 ng/ml, Genzyme, Cambridge, MA), y TNF-a
(10 ng/ml, Genzyme, Cambridge, MA) y el cultivo se llevé a cabo durante 2 dias mas para obtener una poblacion de
células no adherentes para su uso como células dendriticas.

Las células dendriticas preparadas se suspendieron en medio AIM-V a una densidad celular de 1 x 10° células/ml, y
la proteina de SCD1 humana recombinante se afiadio de nuevo a una concentracion de 10 pg/ml. Usando una placa
de 96 pocillos, las células se cultivaron a 37 °C en 5 % de CO2 durante 4 horas. Después del cultivo, se llev6 a cabo
irradiacién con rayos X (3000 rads) y las células se lavaron con medio AIM-V, seguido de suspension en medio AlM-
V suplementado con 10 % de suero AB humano (Nabi, Miami, FL), IL-6 (1000 U/ml) e IL-12 (10 ng/ml, Genzyme,
Cambridge, MA). Las células se colocaron después en una placa de 24 pocillos en una cantidad de 1 x 10°
células/pocillo. Ademas, se afiadi6 a cada pocillo la poblacion de linfocitos T preparada en cantidades de 1 x 10°
células y se cultivaron a 37 °C en 5% de CO.. Cada sobrenadante del cultivo se descartdé 7 dias mas tarde y las
células dendriticas obtenidas de la misma manera que se ha descrito anteriormente mediante tratamiento con la
proteina SCD1 humana y la posterior irradiacion con rayos X se suspendieron en medio AIM-V suplementado con 10
% de suero AB humano (Nabi, Miami, FL), IL-7 (10 U/ml, Genzyme, Cambridge, MA) e IL-2 (10 U/ml, Genzyme,
Cambridge, MA) (densidad celular: 1 x 10° células/ml). La suspension resultante se afiadio a la placa de 24 pocillos
en una cantidad de 1 x 10° células/pocillo y las células se cultivaron adicionalmente. Después de repetir la misma
operacion de 4 a 6 veces a intervalos de 7 dias, se recuperaron los linfocitos T estimulados y la induccién de
linfocitos T positivos para CD8 se confirm6 mediante citometria de flujo.

Como control negativo se usé una proteina que tiene una secuencia fuera del alcance de la presente invencion
(SEQ ID NO: 27).

Posteriormente, se estudié si los linfocitos T positivos para CD8 estimulados con el presente polipéptido pueden
daniar a las células tumorales que expresan SCD1.

En un tubo de centrifuga de 50 ml se recogieron 10° células de una linea celular de glioma humana, U-87MG
(adquirida en la ATCC), en la que se confirmo la expresion de SCD1, se recogieron y a las células se afiadieron 100
uCi de cromo 51, seguido de incubacion de la mezcla resultante a 37 °C durante 2 horas. Posteriormente, las células
se lavaron 3 veces con medio AIM-V suplementado con 10 % de suero AB humano y se colocaron en una placa de
96 pocillos de fondo en V en una cantidad de 10° células por pocillo. Posteriormente, se afiadieron a cada pocillo
105, 5x10%, 2,5x10% 0 1,25%10* linfocitos T positivos para CD8, que se estimularon con la proteina de SCD1 humana
recombinante y se suspendieron en medio AIM-V suplementado con 10 % de suero AB humano y el cultivo se
realizé a 37 °C en 5 % de CO:2 durante 4 horas. A continuacion, se midi6 la cantidad de cromo 51 liberado por las
células tumorales dafiadas en el sobrenadante del cultivo usando un contador gamma para calcular la actividad
citotdxica de los linfocitos T positivos para CD8 estimulados con la proteina de SCD1 humana recombinante.

Como resultado, se encontré que los linfocitos T positivos para CD8 estimulados con la proteina de SCD1 humana
recombinante tenian actividad citotoxica frente a U-87MG. Por otro lado, los linfocitos T positivos para CD8 inducidos
utilizando la proteina de control negativo (SEQ ID NO: 27) no mostraron actividad citotéxica. Por lo tanto, se reveld
que la proteina SCD1 humana recombinante utilizada en la presente invencion tiene capacidad para inducir linfocitos
T positivos para CD8 que pueden dafiar a las células tumorales.

La actividad citotéxica significa la actividad citotéxica de los linfocitos T positivos para CD8 contra T98G determinada
mediante: mezcla de 105 linfocitos T positivos para CD8 estimulados e inducidos como se ha descrito anteriormente,
con 10° células de la linea celular de tumor cerebral maligno U-87MG en la que se incorporé cromo 51; cultivo de la
mezcla resultante durante 4 horas; medicion de la cantidad de cromo 51 liberado al medio después del cultivo; y,
después, calculo de acuerdo con la Ecuacion 1.
Ecuacién 1: Actividad citotéxica (%) = cantidad de cromo 51 liberado de U-87MG
después de la adicion de linfocitos T CD8 + (cpm)/cantidad de cromo 51 liberado de
las células diana después de la adicion de acido clorhidrico 1 N (cpm) x 100

Aplicabilidad industrial

La presente invencion es util para el tratamiento y/o profilaxis del cancer, ya que la presente invencion proporciona

un agente inductor de inmunidad que contiene un polipéptido que ejerce actividad antitumoral contra diversos tipos
de cancer.
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ccgageogge acgogoggeg cagggaaggt tcocgagageg

gaagoggget cgggaaccga agtotactoe gogggceggge

agtctcagee gegggaaggt gatccoogee teggagagec

ttg ctg cag gag gag atc
Leu Leu Gln Glu Glu Ile

aca gcg cct ccoc tcc agg
Thr Ala Pro¢ Pro Ser Arg
25

aag cct tee cta tac ttg
Lyg Pro Ser Leu Tyr Leu
49

gac atc tac gac cca acc
Asp Ile Tyr Asp Pro Thr
55

aag gtt gag tat gtc tgg
Lys Val Glu Tyr Val Trp
70

gtg gga goe ctg tat ggg
Val Gly Ala Leu Tyr Gly
85 90

acc tgg ctc tgg gtg tto
Thr Trp Leu Trp Val Phe
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aca gca ggg gct cat cgg
Thr Ala Gly Ala Hig Arg
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cag

acc
Thr

gga
Gly

cct
Pro

ggc
Gly

atg
Met
80

acc
Thr

agc
Ser

aceo
Thr

atg
Met
1

acc

Thr

ggc
Gly

gaa
Glu

aga
Arg

tct
Ser

tgc
Cys

gct
Ala

tac
Tyr

cog
Pro

acc
Thr

aag
Lys

ate
Ile
50

cca
Pro

ctg
Leu

aag
Lys

gtg
val

aaa
Lys
130

gcc
Ala

acc
Thr

ttg
Leu
35

aaa
Lys

aag
Lys

ctg
Leu

acy
Thr

ggc
Gly
115

gect
Ala

cac
Hisg

atc
Ile
20

gag
Glu

gat
Asp

cco
Pro

cac
Hig

tac
Tyr
100

ate

Ile

ogg
Arg

60

120

175

223

271

319

367

415

463

511

559



ctg coo
Leu Pro

aat gac
Asn Asp
150

tca gaa
Ser Glu
165

tat cac
Ser His

aag ggt
lys Gly

atg ttc
Met Phe

atc ctg
Ile Leu
230

cac agt
His Ser
245

goo aca
Ala Thr

tac gac
Tyr Asp

got gea
Ala Ala

tac tet
Tyr Ser
310

atc gat
Ile Asp
325

tce aag
Ser Lys

tac aag
Tyr Lys

gcagaagttt aatgttctgt ttattaacta ctgaataatg ctaccaggat goctaaagatg

atgatgttaa cccattccag tacagtattc ttttaaaatt gaaagccaac aattctgect

ctg
Leu
135

agtg
Val

aca
Thr

gtg
val

ggt
Gly

cag
Gln
215

cCcC
FPro

gtg
val

tgg
Trp

aag
Lys

999
Gly
295

gee

Ala

tge
Cys

gct
Ala

agt
Ser

agg
Arg

tat
Tyr

gat

ggt
Gly

ttg
200
aga

Arg

acc
Thr

tge
Cys

ctg
Leu

aat
Aszn
280

gag
Glu

agt

Ser

atg
Met

gcc
aAla

ggc
Gly
360

ottt
Leu

gaa
G1u

get
Ala

agg

ttt
Phe

gtt
val

gtg
val

265
att
Ile

ggc
Gly

gag
Glu

gct
Ala

atc
Ile
345

tga

tte
Phe

tgg
Trp

gat
Asp
170

otg
Leu

gac
Agp

tac
Tyr

gtg
Val

get
Ala
250

aac
Asn

age
Ser

tte
Phe

tac
Tyr

geo
Ala
330

ttg
Leu

ES 2589706 T3

ctg
Leu

gcc
Ala
155

cct
Pro

att
Leu

ttg
Leu

tac
Tyr

cce
Pro
235

act
Thr

agt
Ser

cCcC
Pro

cac
His

age
Azrg
315

cte

Lau

gee
Ala

ate
Ile
140

cga
Arg

cac
His

gta
val

tet
Ser

aaa
Lys
220

tgg
Trp

cte
Len

get
Ala

cga
Arg

aac
Asn
300

tgg
Trp

ggt
Gly

agg
Arg

att
Ile

gat
Asp

aat
Asn

aga
Arg

gac
Asp
205

cct

Pro

tat
Tyr

oty

goe
Ala

gag
Glu
285

tac

Tyr

cac
His

ctg
Leu

att
Ile

goo
Ala

cac
Hig

tee
Ser

aaa
Lys
150

cta
Leu

ggc
Gly

ttc
Phe

age
Arg

cac
Hisg
270

aat
Azn

cac
His

atc
Ile

gct
Ala

aaa
Lys=
350

aac
Asn

Arg

cgy
Arg
175

cac
His

aaa
Lye

atc
Ile

tgg
Trp

tac
Tyr
255

cte
Leau

atc
Ile

cac
His

aac
Asn

tac
Tyr
338

aga
Arg

acg
Thr

gcc
Ala
160

agt

aca
Pro

gct
Ala

ctg
Leu

Gly
240

goce
Ala

tac
Tyr

ctg
Leu

tec
Ser

tte
Phe
320

gac

Aszp

act
Thr

atg
Met
145

cac
His

ggc
Gly

goc
Ala

gag
Glu

ttg
Leu
225

gaa
Glu

att
Ile

gga
Gly

gtt
val

ttt
Phe
3085

ace

Thr

cgg
Arg

gga
Gly

goa
Ala

cac
His

ttt
Phe

gte
val

aag
Lys
210

atg
Meat

act
Thr

gtg
val

tat
Tyr

tco
Ser
290

[a]aln]
Pro

acc
Thr

aaqg
Lys

gac
Asp

tte
Phe

aag
Lys

tte
Phe

aaa
Lys
195

ctyg
Leu

tgc
Cys=

ttt
Phe

ctoe
Leu

age
Arg
275

ctg
Leu

tat
Tyr

tte
Phe

aaa
Lys

gga
Gly
355

cag
Gln

ttt
Phe

tte
Phe
180

gag
Glu

gtg
Val

ttc
Phe

cta
Leu

aat
Asn
260

[alal
Pro

gga
Gly

gac
Asp

ttt
Phe

gta
val
340

age
Ser

gttttgggte ccttgggtte cttttccaaa agccagccag

19

607

655

703

751

799

847

895

943

991

1039

1087

1135

1183

1231

1286

1346

1406



teatgatget
gboettttet
gcaaacaget
ataatccaaa
tagggtgggt
atcttcaact
ctaaagoagyg
gggtgagatg
gtgaggacct
aatggcocata
tttaggttgg
aggatttttt
aggttggttyg
atctttctge
gaagcattte
tcttccaaaa
attoactetg
agaaattagg
ggcagggtet
attgccagag
gttatacaag
aaaaactaga
ctttteacct
ggtttttgat
cotocctgat
agtgatgatt
tgaaccactyg
tetetecace
aacgttacta
acatgotcgt

cctotgtoty

aagetgatat
ttgetttgtt
ggtcattcag
attaatggte
ggcteatget
caggettttyg
taaactgtea
ggaaacaagg
caagccccat
gagectggea
ggataaagaa
tttttttaaa
tttccagaat
tctgeccatcet
cagacatccoa
aaggaaggat
cttggaacat
tgggttgtet
gttggcaatt
gattcagagyg
caagtaaatg
aggcttctce
aaagtatagg
tectggetet
gtgttettet
attgeccace
tttctettta
tacaccecctg
gaaacatcce
gttgtgccag

gatcacaaca

ES 2589706 T3

tettatttet
¢kttatcacet
tggtgggtgt
tttgteoccace
agaggtatga
tgagttggag
gygggagagag
cagaagttca
cagacagecat
atgetagatt
gaagcattta
taacaggaag
tggtgaatct
tcgggacatt
aaaaaggaac
tttaagaagt
taaagtaatt
actttectet
cotaagagaa
gttactaaga
tteagtteat
ccgeagtget
actgectyggyg
acectttoeg
ctetetggace
gggeageteoe
taaagttgag
tgegeceoetg
tggctcagge
tgagoccagcc

tgagagtatg

tetettatet
tectitetet
ccagettoca
ataactettt
taaaatatte
tggaaaataa
ogtgoatggt
ggetgtgatt
gecctcctttc
acaaaagcaa
gtttgtagtc
atttcttatt
agcagatcat
ggtcagctcc
atgtttgtgg
ggagttgggt
cacttagggt
cactgetgga
aactttataa
aagtcaatgg
teattaatte
gaaccatttc
gegggggega
tecattttet
aggaagcctyg
ctoteoctgea
ttagctgeca
ccacactgat
actctectcte
acggagcaaa

ctagatgece

20

tetetatote
cetegoteat
aagcctagac
cocttgagetyg
tgggaaggoce
ctttatttgg
atgattgaga
ggacacacag
tctectgact
atctcaatgt
aaagtggtct
ccatattaca
ggaatcatca
atcatagtaa
catagtggtg
ccgacataaa
atttocetet
caggagatgg
aagaaggygct
gtgtcctgat
catttetect
tccecattect
ggtaggaate
cctaceggtt
ctttgtatgt
gacagaatge
ctttcacttg
gactcaagat
tcaggaggca

aaacggtttyg

cctgecttget

cdtagtacatt
tgocteoccag
aaccttttet
tectgagett
cctgttaatg
cacaaagett
agtaaagatg
ttggtgecta
ctgactaggg
cccaatgtag
ttgctgggga
agaaatcttg
aaattctttc
taacgtggct
ageatggetyg
aataatatac
ggagaagagy
agagttcagyg
ctgagaacac
ttggaagctg
tgggatgagt
tctcotgectaa
taactactgt
ctatetoott
attcegagge
teagggteace
gccteccagay
gaggctggcea
cagocaggeoc
tttttaacct

cagtaagcct

1466
1526
1586
1646
1706
1766
1826
1886
1546
2006
2066
212¢
2186
2246
2306
2366
242¢
2486
2546
2606
2666
2726
2786
2846
2906
2966
3026
3086
3146
3206

3266
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geccagecet agheegbget cccagoeggac agtgcaatge ttgtagaagt aggagggage 3326
ctagtcttca ctgggaagca caagaagcaa aggaaagtcc caaagtgect catgcaaaag 3386
gaggecctgt tccctggage cagggtgtat tacgaagecg agacttggga tctgagatge 34446
catgaacttt gctgaacage atctctgttt ggcaaactaa ccagcattec ccaccaccca 3506
gectagggea aatggtagtg tagaagaggt ctgaaaaaaa geaccagtgt tttgagaace 3566
ttggactact catgtccctg tacctcagtc atcaatgcaa aggectgget ttactctatg 3626
aaagattgga aatctacaat accaaatgte ctgtgeattg ttgaggaata gtggaaagaa 3686
agaaggcectt tcttoctgta ttaattgaat agacagagge tacaggggtt coctggacta 3746
aaggcatcct tgtcttttga getgttcoccte tcagtagaaa caaatctaat ggaagatcac 3806
ggcgtagtgt agatctgctg acttgtgtac ctatctcttg gagatcocctg ttgggtagtt 3866
ttaattccac aggttagcag atgcoctgett tctaattttg gaccaaaaac aagcttatct 3926
ttetattota atcacgtocce agggatcotga ccocataccat gacccettceac aagactggac 3986
aagggcctca ggctgaggge tcctatgact atgacaatgt ggaggtggag gggtgtctac 4046
tgagtaagga acacttattt caagattcta aagetgagtt caattgacac attaatgatce 4106
cagaaactca agtctgaatt tetaacagte ctcacttegt gggtatgoetg acaacttatt 4166
tgggtgectt acatetgtte taatcagtgt tgtatatgag cctactteeg ctocctecte 4226
getecoectyg tggagttoct ttgeacctge gacectacag aagtggttgg tagaaaaggg 4286
ggcctggetyg gagaattatc agtatagcta ttcacaagat ttecttetgg getttttttit 4346
tagggetgtt tttottaagt geccacattt gatggagggt ggaagtaatt tgaatgtatt 4406
tgatttataa ttectttttag gttaaaagat ggtgtageat ttaaaatgga aactttcetet 4466
ccttggtttg ctagtatcect gagtgtatte totgtaagta tagectcaaat gggtcagtgt 4526
gaaaggttaa caaaagcaag atgtcaatgt tacgtgggtg gttaaggeeca gggcctccoceo 4586
taccactgtg ccactgactt goetgtgtgac cotgggeaag teacttaact ataatgtgee 4646
tcagttttce ttctgttaaa atgggataat aatactgacc tacctcaaag ggcagttttg 4706
aggegtgact aatgettttt ataaageatt ttgggatect tecageagagg aattotttta 4766
agtcctgagt atttttatag tagcagtatc caccgtgaac ttatgtccac cgtaaaccac 4826
gtgtcctatc attaatcgat attctctctg agagattgga taaatccatt ggataagtgog 4886
tggataacta gccagacaaa atttgagaat gcataaactc attgccatgg aaacaataca 4944
caggatacct tttocttaat tgggtgggat tttttccett ttatgtggga tagtagttat 5006
ttgtgaccta agaataattt tggaataatt tctattaata tcaactctga agottagttg 5066
tactgatctg aaattgtgtt tgttcataat aaaagtgaag tgaatctyg 5114

<210>2

<211> 360

<212> PRT

21



<213> Canis familiaris

<400> 2

Met

1

Thr

Gly

Glu

Arg

Ser

Cys

Ala

Tyr

Met

145

Hisg

Gly

Ala

Glu

Pro

Thr

Lys

Ile

50

Pro

Len

Lys

Val

Lys

130

Ala

Hisg

Phe

Val

Lys
210

Ala

Thr

Len

35

Lys

Lys

Len

Thr

Gly

115

Ala

Phe

Lys

Phe

Lys

195

Leu

Hisg

Ile

20

Glu

Asp

Pro

His

Tyr

100

Ile

Arg

Gln

Phe

Phe

180

Glu

Val

Leu

Thr

Lys

Asp

Lys

Val

85

Thr

Thr

Len

Asn

Ser

165

Ser

Lys

Met
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Leu

Ala

Pro

Ile

Val

70

Gly

Trp

Ala

Pro

Asp

150

Glu

His

Gly

Phe

Gln

Pro

Ser

Tyr

55

Glu

Ala

Leu

Gly

Len

135

Val

Thr

Val

Gly

Gln
215

Glu

Pro

Len

40

Asp

Tyr

Len

Trp

Ala

120

Arg

Tyr

Asp

Gly

Leu

200

Arg

22

Glu

Ser

25

Tyr

Pro

Val

Tyr

Val

105

Hisg

Len

Glu

Ala

Trp

185

Leu

Arg

Ile

10

Arg

Len

Thr

Trp

Gly

90

Phe

Arg

Phe

Trp

Asp

170

Len

Asp

Tyr

Ser

Ile

Glu

Tyr

Arg

Ile

Ser

Leu

Len

Ala

155

Pro

Len

Leu

Tyr

Ser

Leu

Glu

Lys

60

Asn

Thr

Tyr

Trp

Ile

140

Arg

Hisg

Val

Ser

Lys
220

Ser

Gln

Asp

Asp

Ile

Len

Tyr

Ser

125

Ile

Asp

Asn

Arg

Asp

205

Pro

Tyr

Asn

30

Ile

Pro

Ile

Ile

Leu

110

Hisg

Ala

Hisg

Ser

Lys

190

Leu

Gly

Thr

15

Gly

Arg

Glu

Leu

Pro

95

Ile

Arg

Asn

Arg

Arg

175

His

Lys

Ile

Thr

Gly

Pro

Gly

Met

Thr

Ser

Thr

Thr

Ala

160

Arg

Pro

Ala

Leu



10

<210> 3

Leu

225

Glu

Ile

Gly

Val

Phe

305

Thr

Arg

Gly

<211> 5473
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (491)..(1570)

<223>

<400> 3

Met

Thr

Val

Tyr

Ser

290

Pro

Thr

Lys

Asp

Cys

Phe

Len

Arg

275

Leu

Tyr

Phe

Lys

Gly
3585

Phe

Leu

Asn

260

Pro

Gly

Asp

Phe

Val

340

Ser

Ile

Hisg

245

Ala

Tyr

Ala

Tyr

Ile

325

Ser

Tyr
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Leu

230

Ser

Thr

Asp

Ala

Ser

310

Asp

Lys

Lys

Pro

Val

Trp

Lys

Gly

295

Ala

Cys

Ala

Ser

Thr

Cys

Len

Asn

280

Glu

Ser

Met

Ala

Gly
360

23

Phe

Val

Val

265

Ile

Gly

Glu

Ala

Ile
345

Val

Ala

250

Asn

Ser

Phe

Tyr

Ala

330

Leu

Pro

235

Thr

Ser

Pro

Hisg

Arg

315

Leu

Ala

Trp

Leu

Ala

Arg

Asn

300

Trp

Gly

Arg

Tyr

Leu

Ala

Glu

285

Tyr

His

Leu

Ile

Phe

Arg

His

270

Asn

Hisg

Ile

Ala

Lys
350

Trp

Tyr

255

Len

Ile

Hisg

Asn

Tyr

335

Arg

Gly

240

Ala

Tyr

Leu

Ser

Phe

320

Asp

Thr



ggcaggacga
cteattagea
gteggeagea
cectecegee
cctgettgge
gctctagect
cagctagcgt

tecggegace

ggtggcacca

tttecccaga
tecceggege
cttaccteca
agcggataaa
ttaaattccc
gcaaggcgcc

ccgaacteeg
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aattccctte
ggcaggggca
coetgetgegy
cgegggacayg
agggggctga
ggctcgggga
gcggctcage

c¢tecggagee

ggccaatgac
ggggcagagy
tegecgegag
ccogegecag
ggaaataccg
cctcocacgea
gogtaccgge

teagecccct

24

gagccggagt
cegggtggtyg
ceteggecte
tecaactecte
gacacggtca
ccgeggetag
gggcttcocgaa

ggaaagtgat

ttacagaagc
tggtgteggt
tgtetectee
geactttgee
cocegttgeca
cgccgacaac
accgcagtcec

ccoggeatee

60

120

180

240

300

360

420

480
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gagagccaag atg ccg goc cac ttg ctg cag gac gat atc teot age tee
Met Pro Ala His Leu Leu Gln Asp Asp Ile Ser Ser Ser

tat
Tyr

aat
Agn
30

att
Ile

aag
Lys

ctt
Leu

cct
Pro

gtc
Val
110

cge
Arg

adc
Asn

cgt
Arg

cga
Arg

cac
His
190

gaa
Glu

ttg
Leu

tgg
Trp

ace
Thr
15

gga
Gly

cge
Arg

gaa
Glu

atg
Met

ace
Thr
85

agt

Ser

tet
Ser

aca
Thr

gee
Ala

cgt
Arg
175

cca

Pro

gct
Ala

ctg
Len

ggt
Gly

acce

1

ace

Thr Thr

gga
Gly

cet
Pro

ggc
Gly

tet
Ser

tgc
Cys

gce
Ala

tac
Tyr

atg
Met

cac
His
160

ggec
Gly

get
Ala

gag
Glu

atg
Met

gaa
Glu
240

gat
Asp

gat

cca
Pro
65

ctg
Leu

aag
Lye

ctyg
Leu

aaa
Lys

gca
Ala
145

cac
His

ttt
Phe

gte
Val

aaa
Lys

atg
Met
225

act
Thr

ace
Thr

aag
Lys

ata
Ile
50

age

Ser

cta
Leu

tte
Phe

ggc
Gly

get
Ala
130

tte
Phe

aag
Lys

tte
Phe

aaa
Lys
ctyg
210
tge

Cys

ttt
Phe

ace
Thr

ttg
Leu
35

aaa
Lys

ccC
Pro

cac
His

tac
Tyr

ata
Ile
115

cgy
Arg

cag
Gln

ttt
Phe

tte
Phe

gag
Glu
195

gtg
Val

tte
Phe

caa
Gln

5

att aca geg coet coe

Ile
20

gag
Glu

gat
Asp

aag
Lys

ttg
Leu

acg
Thr
100

aca
Thr

ctyg
Leu

aat
Agn

tca
Ser

tct
Ser
180

aag

Lys

atg
Met

atc
Ile

aac
Azn

Thr

acg
Thr

gat

gtt
Val

gga
Gly

tgg
Trp

geca
Ala

cce
Pro

gat
Asp

gaa
Glu
165

cac
Hig

999
Gly

tte
Phe

ctg
Leu

agt
Ser
245

Ala

atg
Met

ata
Ile

gaa
Glu
70

gee

Ala

ctt
Leu

gga
Gly

cta
Leu

gtc
Val
150

aca
Thr

gtg
Val

Ser

cag
Gln

cee
Pro
230

gtg
Val

25

Pro

cce
Pro

tat
Tyr
55

tat
Tyr

ctg
Leu

tgg
Trp

gct
Ala

cgy
Arg
135

tat
Tyr

cat
His

ggt
Gly

acg
Thr

agy
Arg
215

acg
Thr

tte
Phe

Pro

cte
Leu
40

gac
Asp

gtc
Val

tat
Tyr

ggg
Gly

cat
His
120

cte
Leu

gaa
Glu

gect
Ala

tgg
Trp

cta
Leu
200

agy
Arg

ctt
Leu

gtt
Val

tee
Ser
25

tac
Tyr

felele]
Pro

tgg
Trp

ggg
Gly

gta
Val
105

cgt
Arg

ttt
Phe

tgg
Trp

gat
Asp

ctyg
Leu
185

gac

Asp

tac
Tyr

gty
val

gee
Ala

10

agy
Arg

ttg
Leu

aco
Thr

aga
Arg

atce
Tle

tte
Phe

ctg
Leu

ctyg
Leu

gct
Ala

cot
Pro
170

ctt
Lsu

ttyg
Leu

tac
Tyr

coo
Pro

act
Thr
250

gte
val

gaa
Glu

tac
TYYr

aac
Asn
75

act
Thr

tac
Tyr

tgg
Trp

ate
Ile

cgt
Arg
155

cat
His

gtg
Val

tet
Ser

aaa
Lys

tgg
Trp
235

tte
Fhe

ctg
Leu

gac
Asp

aag
Lys
60

atc
Ile

ttg
Leu

tat
Tyr

agc
Ser

att
Ile
140

gac

Asp

aat
Asn

cge
Arg

gac
Asp

cct
Pro
220

tat
Tyr

ttg

cag
Gln

gac
Asp
45

gat
Asp

atc
Ile

att
Ile

ttt
Phe

cac
His
125

gece
Ala

cac
His

tee
Ser

aaa
Lys

cta
Leu
205

ggc
Gly

tte
Phe

cga
Arg

529

577

625

673

721

769

817

865

913

961

1009

1057

1105

1153

1201

1249



tat
Tyr

gct
Ala
255

gtg
Val

tte
Phe

cte
Leu
270

gga
Gly

atc
Ile

ctg
Leu

gtt
Val

ttt
Phe

tcc
Ser

cac
His

tte
Phe

aac
Aszn

ace
Thr
320

tat
Tyr

gac
Asp
335

cgg
Arg

ace
Thr

aga
Arg
350

gga
Gly
ctttttcaaa
ctaccaggat
caaaagtatt
cttatcoctct
ctttcoccoctta
aaagcctaga
ttcecttgage
tetgggtagt
caacttcatt
gtatgaatgt
cagectgecta
ggctoggggt
gttgaggeeyg
ggaagggttt
agaagtettg
gtattccatg

ttggttette

ctt
Leu

gtg
Val

tat
Tyr

cgt
Arg

aat
Aszn

cct
Pro
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acc
Thr

gcc
Ala
260

tat
Tyr

gac
Asp

275

ctt
Leu
290

tca
Ser

tat
Tyr

cce
Pro
305

tte
Phe

aca
Thr

aaa
Lys

aag
Lys

gat gga
Asp Gly

gga
Gly

gac
Asp

tte
Phe

gte
Val

aac
Asn

gct
Ala

gtg
vVal

tct
Ser

tac
Tyr

tgg
Trp

aag
Lys

ggt
Gly

gcc
Ala

ctg gty
Leu Val

att
Ile
280

aac
Asn

gag
Glu
295

ggc
Gly

agt
Ser

gag
Glu

310

att
Ile

gat
Asp
325

tee
Ser
340

aag
Lys

tac
Tyr

aag
Lys

355

aaccagccag
gctaaagatg
gaaagccaac
ctectcttcta
ttgcctceea
caacctttet
tgttgtgage
ceoctgttga
tgacacaaaqg
aaggatgagg
cctaatgagqg
aaaaagtggc
aggataaaga
tcttttcttt
aagttgggty
agetgetcat

cecteatagt

gcagaggttt
atgatgttaa
aactctgect
ggcccattgt
ggcaagcagc
gtagectaaa
tttgaagtag
ttatctteag
cttctaaage
gaagcgaagc
acttcaagcc
tgcggtgttt
aaagacattt
ttttctttaa
tttccagaat
tacagttett

aataagatgy

tge
Cys

gee
Ala

agt

Ser

atg
Met

gae
Ala

ate
Ile

gee
Ala

ggce tga

Gly

taatgtctgt
cccattecag
ttatgatgcet
cctcetttte
tggtcagtct
acgaatggte
gtggcttgag
cccaggettt
aggtaaattg
aagaggaacc
ccaccacata
ggcaatgcta
taagtttgta
taacaaggayg
tggtaaaaac
tectetttet

ctgtggeatt

26

aac
Agn
265

agt
Ser

gct
Ala

ccc
Pro

age
Ser

cgg
Arg

ttc
Phe

cac
Hig

aac
Asn

tac
Tyr

tgg
Trp
315

cgc
Arg

cte
Leu
330

gce
Ala

ggt
Gly

ttg
Leu
345

gee
Ala

agyg
Arg

gtttggggte

ttattaacta
tacagtatte
aagctgatat
actttattge
ttgctcagtg
tttgetecag
ctagagataa
tgctagatgg
tocgggggaga
tctcogecatg
gcatgecttce
attcaatgcec
gtaaaagtgyg
atttcttagt
agcagetcat
getetgecat

tccaaacate

cac
His

gcc
Ala

aat
Asn
285

gag
Glu

tac
Tyr
300

cac
His

atc
Tle

cac
His

ctg
Leu

goe
Ala

att
Ile

aaa
Lys

cctecaggtte

ctgaataatg
ttttaaaatt
tatttottct
tatcgeoecte
tccagetteoe
ataactctet
aacagaatct
aatggaaaag
gagttagcat
atcagacata
tttctotect
gcaacatata
tetetgetgg
tcatatatca
agaattttga
cttcaggata

caaaaaaagg

1297

1345

1393

1441

1489

1537

1590

1650
1710
1770
1830
1890
1950
2010
2070
2130
2190
2250
2310
2370
2430
2490
2550

2610



gaaggattta
ttagaacgtt
Jgaaggagagy
agaggctgag
tctgagaaca
taaaataaac
taaaaactag
gaagggggtc
gaatetette
gaccagatet
tgtgtattca
ctcagggtca
ggcetecgea
caaggctgge
ctctcatgag
aaaagagggt
ccccoctgett
tgcttgtaga
tgoctoacet
tgagacctgg
aaccagcatt
acagaatttg
ctggctttge
ccccagtget
gttagectgg
taagggaaga
tgoetggtatt
aaacaacttt
cctacataag
gtgggtggga

caagtgacac

tgetttgggyg

aggaggtgaa
aaactattag
aggaattagt
ggacaggatc
cgttgccagyg
tagatattag
aaggcttcte
tctgttaaca
actacectga
ttectettece
gaggcagtga
ctgaaccact
gtgtetecac
aaaccctcce
gcacagccaa
ttatttteag
acttggtgag
agtaggagga
cgaaaggagg
gatttgagat
ccctacagec
agaaccttygg
tctattaaga
ggaagggagy
actaaaggca
tecactgtagt
tctaatteca
cacttettee
gctggatgge
gtgtgtctge

attaatgata

ggtgtgetga
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gtogggtcaa
agtatttcce
tgggatgcca
tataggcage
ggcttgagaa
gtecattecat
tccacagtgt
tctagcctaa
ttettgatte
tgaacgtttt
tgacttgctg
gettoctettt
ctacacccct
agaaacatct
gecaagoget
tecectotet
ggtgccccge
aacagttcte
cectgttece
accacaaacc
tagggcagac
accactcoty
ttggaaatgt
aaggccttte
tccttgtett
ttagttetgt
caggtcatca
tattgtaate
accteagget
tgagtaagga
aacteoagate

caacttaget

aaataaaata
ttccaaagag
atttcctcte
ttectaagage
ggttactgag
taattagtte
tgtgecectt
agtatacaac
ctggetetac
cttetttcoe
tccaggcage
tgaaagtaga
gtgetecect
ctggeccaga
catgttgage
ctgggtcaga
ctgagtcagt
actgggaaga
tggagtcagg
ctgctgaaca
aatagtatag
tecctgtage
acactaccaa
ttctgtgtta
ttgagctatt
tgacetgtge
gatgectget
gtgtgecaty
gagggeccca
acacgatttt
tgateaagag

caggtgoctt

27

tatatacata
ggatgtttgg
cactgectgga
gaacttcaca
tgagttattg
cagtttetee
cactcatttt
tgocctggggg
ccetgtetgte
tggacaggeca
tcectectge
gctagetgeo
gecacactga
aagcctctet
cagtgggcca
accagagggce
gctctcaget
agcaagggca
gtgaactgea
cagtgtctgt
aagtctggaa
teagtcatea
acactcagte
attgcgtaga
cacctcagta
acctacccct
tgataatata
gatetgatet
atgtatgtgt
caagattcta
tecggattte

acatctttte

tatacattge
aaaaaactct
catgagatgg
taggaaggga
ggagtcttaa
ttgaaatgag
tttttgagga
gcagggttag
cottttettt
gectcocctttg
acacagaatg
actttcacgt
tggetcaaga
ctcectoeoct
gccacagage
atgcetgaatyg
ggcagtgcaa
agaacccaaqg
aagetttgge
tcagcaaact
aaaaacaaaa
aagcagaagt
cactgttgag
ggctacaggg
gaaaaggatc
tggaaatgte
taaacaataa
gtaccatgac
ggetgtgggt
aagctcaatt
taacagtect

taatcacagt

2670

2730

2790

2850

2910

2970

3030

3090

3150

3210

3270

3330

3390

3450

3510

3570

3630

3690

3750

3810

3870

3930

3990

4050

4110

4170

4230

4290

4350

4410

4470

4530
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gttgcatatg agcctgccct cactccctcect gecagaatccc tttgcacctg agaccctact 4590
gaagtggctg gtagaaaaag gggcctgagt ggaggattat cagtatcacg atttgcagga 4650
ttccecttoctg ggocttcatte tggaaacttt tgttaggget gottttetta agtgcocccaca 4710
tttgatggag ggtggaaata atttgaatgt atttgattta taagtttttt tttttttttt 4770
gggttaaaag atggttgtag catttaaaat ggaaaatttt ctecttggtt tgetagtate 4830
ttgggtgtat tetetgtaag tgtagetcaa ataggtcate atgaaaggtt aaaaaagega 4890
ggtggccatg ttatgctggt ggttaaggcc agggcctctc caaccactgt gccactgact 4950
tgctgtgtga ccctgggecaa gtcacttaac tataaggtge ctcagttttc cttctgttaa 5010
aatggggata ataatactga cctacctcaa agggcagttt tgaggcatga ctaatgcttt 5070
ttagaaageca ttttgggate cttcageaca ggaattcetcea agaccetgaght attttttata 5130
ataggaatgt c¢caccatgaa cttgatacgt cegtgtgtee cagatgetgt cattagheta 5190
tatggttete caagaaactg aatgaatcoca ttggagaage ggtggataac tageocagaca 5250
aaatttgaga atacataaac aacgcattgc cacggaaaca tacagaggat gccttttctg 5310
tgattgggtg ggattttttc cctttttatg tgggatatag tagttacttg tgacaagaat 5370
aattttggaa taatttctat taatatcaac tctgaagcta attgtactaa tctgagattg 5430
tgtttgttca taataaaagt gaagtgaatc tgattgcaaa aaa 5473

<210> 4

<211> 359

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

28



Thr

Asp

Asp

Pro

65

Leu

Pro

Thr

Lys

Ile

50

Ser

Leu

Ala

Thr

Leu

35

Lys

Pro

Hisg

Hisg

Ile

20

Glu

Asp

Lys

Leu

Leu

Thr

Thr

Asp

Val

Gly
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Leu

Ala

Met

Ile

Glu

70

Ala

Gln

Pro

Pro

Tyr

55

Tyr

Leu

Asp

Pro

Leu

40

Asp

Val

Tyr

29

Asp

Ser

25

Tyr

Pro

Trp

Gly

Ile

10

Arg

Leu

Thr

Arg

Ile
90

Ser

Val

Glu

Tyr

Asn

75

Thr

Ser

Len

Asp

Lys

60

Ile

Leu

Ser

Gln

Asp

45

Asp

Ile

Ile

Tyr

Asn

30

Ile

Lys

Len

Pro

Thr

15

Gly

Arg

Glu

Met

Thr
95

Thr

Gly

Pro

Gly

Ser

80

Cys



Lys

Leu

Lys

Ala

145

His

Phe

Val

Lys

Met

225

Thr

Val

Tyr

Ser

Pro

305

Thr

Lys

Phe

Gly

Ala

130

Phe

Lys

FPhe

Lys

Leu

210

Cys

Phe

Leu

Arg

Leu

290

Tyr

FPhe

Lys

Tyr

Ile

115

Arg

Gln

Phe

Phe

Glu

195

Val

Phe

Gln

Asn

Pro

2175

Gly

Asp

Phe

Val

Thr

100

Thr

Leu

Azn

Ser

Ser

180

Lys

Met

Ile

Azn

Ala

260

Tyr

Ala

Tyr

Ile

Ser

Trp

Ala

Pro

Asp

Glu

165

His

Gly

Fhe

Leu

Ser

245

Thr

Asp

Val

Ser

Asp

325

Lys
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Leu

Gly

Leu

Val

150

Thr

Val

Ser

Gln

Pro

230

Val

Trp

Lys

Gly

Ala

310

Cys

Ala

Trp

Ala

Arg

135

Tyr

Hisg

Gly

Thr

Arg

215

Thr

Phe

Leu

Azn

Glu

295

Ser

Ala

Gly

His

120

Glu

Ala

Trp

Leu

200

Arg

val

Val

Ile

280

Gly

Glu

Ala

Ile

30

val

105

Arg

Phe

Trp

Azp

Leu

185

Asp

Tyr

val

Ala

Asn

265

Ser

Phe

Tyr

Ala

Leu

Phe

Leu

Leu

Ala

Pro

170

Len

Len

Tyr

Pro

Thr

250

Ser

Pro

His

Arg

Len

330

Ala

Tyr

Trp

Ile

Arg

155

Hig

val

Ser

Lys

Trp

235

Phe

Ala

Arg

Asn

Trp

315

Gly

Tyr

Ser

Ile

140

Agp

Azn

Asp

Pro

220

Tyr

Leu

Ala

Glu

Tyr

300

Hisg

Leu

Ile

Phe

Hiz

125

Ala

Hiz

Ser

Lys

Leu

205

Gly

Phe

Arg

His

Asn

285

Hiz

Ile

Ala

Lys

val

110

Arg

Aszn

Arg

Arg

His

190

Glu

Leu

Trp

Tyr

Leu

270

Ile

His

Aszn

Tyr

Arg

Ser

Ser

Thr

Ala

Arg

175

Pro

Ala

Leu

Gly

Ala

255

Phe

Leu

Ser

Phe

Asp

335

Thr

Ala

Tyr

Met

Hisg

160

Gly

Ala

Glu

Met

Glu

240

Val

Gly

Val

Phe

Thr

320

Arg

Gly



10

15

<210>5

<211> 4844
<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>

<221> CDS
<222> (301)..(1368)

<223>

<400> 5

cacctocacg cotggottee
ccgataaaag ggggctgagg
taaaateocca goccagggag

agtcaggagg gcaggtttcc

aaccgaagtc cacgctcocgat

atg
Met
1

age
Thr

acg
Thr

gat
Asp

ctg
Leu
65

gga
Gly

tgc
Cys

goe
Ala

cce
Pro

ccyg
Pro

age
Thr

gty
Val

att
Ile
50

gag
Glu

ggc
Gly

ctc
Leu

g9g
Gly

ctyg
Leu
130

340
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Agp Gly Asn Tyr Lys Ser Gly

goc
Ala

ate
Ile

cce
Pro
35

cac
His

tac
Tyr

ctyg
Leu

ttc
Phe

got
Ala
115

cgyg
Arg

cac
His

act
Thr
20

ctc
Leu

gac
Asp

gte
val

tac
Tyr

gg9g
Gly
100

cat

His

atc
Ile

355

atg
Met
5

gca
Ala

cac
His

cce
Pro

tgg
Trp

gg9g
Gly
85

att
Ile

cge
Arg

ttc
Phe

ctc
Leu

cct
Pro

ctg
Leu

acc
Thr

agg
Arg
70

atc

Ile

tte
Phe

cte
Leu

ctt
Leu

caa
Gln

ccc
Pro

gaa
Glu

tat
Tyr
55

aac
Azn

ata
Ile

tac
Tyr

tgg
Trp

atc
Ile
135

ttggetaget
aaatactgaa
atetgtgeae
aagcgcagtt

ctcagcactg

gag
Glu

tee
Ser

gaa
Glu
40

cag
Gln

ate
Ile

ctg
Leu

tac
Tyr

age
Ser
120

att
Ile

345

atetetgege

cacggtcate

agecagacey

ccgccactcg

atc
Ile

gga
Gly
25

gac

Asp

gat
Asp

att
Ile

gtt
Val

atg
Met
105

cac
His
goco

Ala

31

tce
Ser
10

aat
Aszn

atc
Ile

gayg
Glu

cte
Leu

cce
Pro
90

acc
Thr

aga
Arg

aac
Asn

ggaaagtgag

agt

Ser

gaa
Glu

cgt
Arg

gag
Glu

atg
Met
75

tece

Ser

agc
Ser

act
Thr

acc
Thr

tetttaccoet

ccatecgectg

ggctgaacac

cctacaccaa

gogagcaact

tct
Ser

cga
Arg

cct
Pro

gga
Gly
60

gte
val

tgc
Cys

gct
Ala

tac
Tyr

atyg
Met
140

tac
Tyr

gag
Glu

gaa
Glu
45

cce
Pro

ctg
Leu

aag
Lys

ctg

aag
Lys
125

gcg
Ala

acg
Thr

aag
Lys
30

atg
Met

ccg
Pro

ctg
Leu

cte
Leu

ggc
Gly
110

gea
Ala

ttc
Phe

acc
Thr
15

gtg
val

aaa
Lys

cce
Pro

cac
His

tac
Tyr
95

atc

Ile

cgg
Arg

cag
Gln

350

ttgoetggeag
ctctacectt
ceataecgag

cgggctcoccgy

gactatcatc

acc
Thr

aag
Lys

gaa
Glu

aag
Lys

ttg
Leu
80

acc
Thr

aca
Thr

ctg
Leu

aat
Asn

60

120

180

240

300

348

396

444

492

540

588

636

684

732



gac
Asp
145

gaa

Glu

cac
His

ggc
Gly

tte
Phe

ctg
225
age

Ser

acc
Thr

gac
Asp

gtyg
Val

tet
Ser
305

gac

Asp

aag
Lys

aag
Lys

agagatttaa tattctgttyg attaactaac aactggatat tgctatcggg gtgttaatga
tgocatttaac ctattccggt acagtattct tataaaatga gaaagetttg atcacgtttt

gaggtaataa atattttatt tagctaggat taaccatgoe acaagacatt atatatttct

gtg
val

aca
Thr

gtg
Val

gga
Gly

cag
Gln
210

cco
Pro

ctg
Leu

tag
Trp

aag
Lys

ggce
Gly
290

goo
Ala

tgc
Cys

get
Ala

agt

Ser

tac
Tyr

cac
His

ggt
Gly

aaa
Lys
195

agg

acy
Thr

ttc
Phe

ctg
Leu

aac
Asn
275

gag
Glu

agt
Ser

atg
Met

act
Thr

agc
Ser
355

gaa
Glu

gco
Ala

tgg
Trp
180

ety

Leu

agg

ctyg
Leu

gtt
val

gtg
Val
260

att
Ile

ggc
Gly

gag
Glu

get
Ala

gtc
Val
340

tga

tgyg gec
Trp Ala

150

gac cct
Asp Pro
165

ctg ¢ttt
Leu Len

gac atg
Asp Met

tac tac
Tyr Tyr

gtg ccc
Val Pro

230

agc acc
Ser Thr
245

aac agt
Asn Ser

caa teg
Gln Ser

tte cac
Phe His

tac cge
Tyr Arg
310

goe ctg
Ala Len
325

tta gec
Leu Ala
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cga
Arg

cac
His

gtg
Val

taet
Ser

aag
Lys
215

tgg
Trp

ttec
Fhe

gec
Ala

cgyg
Arg

aac
Asn
295

tgg
Trp

gge
Gly

agg
Arg

gat
Asp

aat
Asn

cge
Arg

gac
Asp
200

ace
Pro

tac
Tyr

ttg
Leu

gcg
Ala

gag
Glu
280

tac

Tyr

cac
Higz

ctg
Leu

att
Ile

cac
His

tce
Ser

aaa
Lys
185

ctg
Leu

ggc
Gly

tgc
Cys

cga
Arg

cat
His
265

aat
Asn

cac
His

ate
Ile

get
Ala

aag
Lys
345

cge
Arg

cgc
Aryg
170

cae
His

aaa
Lys

cte
Leu

tgy
Trp

tac
Tyr
250

cte
Leu

ate
Ile

cac
His

aac
Asn

tac
Tyr
330

aga
Arg

gce
Ala
155

cgt

ceg
Pro

goe
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly
235

act
Thr

tat
Tyr

oty
Leu

ace
Thr

tte
Phe
315

gac
Asp

act
Thr

cac
His

ggc
Gly

geot
Ala

gag
Glu

ctg
Leun
220

gag
Glu

ctg
Leu

gga
Gly

gtt
Val

tte
Phe
300

acc
Thr

cgg
Arg

gga
Gly

cac
His

tte
Phe

gte
Val

aaqg
Lys
205

atg
Met

act
Thr

gtg
val

tat
Tyr

tee
Ser
285

cce

Pro

acyg
Thr

aag
Lys

gac
Asp

aaqg
Lys

tte
Phe

aaa
Lys
190

oty
Leu

tge
Cys

ttt
Phe

cte
Leu

age
Arg
270

oty
Leu

tte
Phe

tte
Phe

aaa
Lys

999
Gly
350

tte
Phe

ttc
Phe
175

gag
Glu

gtg
Val

ttc
Phe

gta
Val

aac
Asn
255

ccc
Pro

ggt
Gly

gac
Asp

tte
Phe

gtt
Val
335

agt

Ser

gctttggget teotgagttec tgtttcaaac gttrttetgge

32

tca
Ser
160

tct
Ser

aayg
Lys

atg
Met

atc
Ile

aac
Asgn
240

goc
Ala

tac
Tyr

gee
Ala

tac
Tyr

ate
Ile
320

tct

Ser

cac
His

780

828

876

924

972

1020

1068

1116

1164

1212

1260

1308

1356

1408

1468

1528

1588



aagcacacat
tttgaacatt
gagoatggtg
tcaccacett
cccaggcecac
gtteoctaget
ttecactgecag
agattgtctc
agagagagag
accaaagacc
agagattagt
toctgtgotag
tagtgttcaa
ggtgtgaaac
agaaaataat
aggaactagt
atgaagccct
tagtttccte
ttcettegett
atttcttetg
cctgagtgta
tccgtgggtg
ggettocaga
cttggtagac
gctcageotaa
gataotgtete
aggtaatgtg
agaagttece
acttcaggaa
atatctaagg

ataggaaagt

coctatagee

gataaatgca
ctatacagag
cteagtecet
caggcaaata
ctttctgttt
tcaagactge
gttgtgctag
gagagaaaag
agagagagag
ccaggectct
gagatttgaa
gggagggttt
tgtgcctaga
tatgaaaata
cgaaggacce
gaggttgagyg
tggggaacat
cttggattgt
tgtggecace
acatttettt
tcaagagcac
tggaagagcet
tectecctac
cctetageaa
gtgokgtttt
ggtgtgtgte
getttggetyg
cattttatet
gagggtetge
tgagacctga
ctagaagaaa

caatccagag
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tatacaattt
aggatcaaag
gtttgtttge
gttgaccaac
tctgaaatac
tgectcaaac
atgggatgga
ttagcatgcg
agagagagag
ctgottggca
taattaaate
tagecttttgy
actgataact
taagcaaaat
gaggtgttge
ggcagtgtct
ctgocaggga
gtagaaactt
cagcctgect
ctttggectt
ccaggacttg
gtgtagette
ctecaactcea
catctoggtt
gtetcagtga
ggagtagaca
atccatgcag
gttaaaacac
ttectgaage
tacctaacac
acatcacatc

gectggtttt

tgcacaacag
ccaaggaaca
atggtgteoca
cactggeocty
tgatccttce
tagggataga
gaaattatct
tggtatgatt
agagaggtag
tgecctocttt
atttteoagag
taactgaaga
aaacagctga
cttcacttgy
ctgggttgoe
gtaagtagct
teeogeatggt
ggcttecccat
agtgctgcct
tttttottte
ctgctgtcca
aggaagcaga
tgtgcctcotg
cagaaagtct
gttaaccact
geatatgoac
gcaggtagtg
cagagacatyg
cagtgtgtga
tctgtcacac
agtattttag

tagaactgge

33

ctttaaataa
tgctgttttg
getttgttte
tgtetgteca
tectgaatac
gcaagtaccoc
tcatttgata
tgtaagtaaa
ccatatetaa
ctgtccatee
tgaagggggt
ttttttcatg
catttgtegg
aacatgaaac
agtttctite
gctaagaggt
gttggctcca
ggttttgaac
aggaagctct
tcocggacatg
ggcctgttec
gccaggtgoc
tcacagtgat
ctctggtttg
gaatgcogagg
ttetacotgt
gtacagtgct
ggcaagtget
tgaaaagtga
agtccagggce
aaccatcaac

tgtgtaaggt

taacaataaa
atgctagggt
tteotetgtoa
ccctocaaag
atccctectt
getgatgaag
cagagcaagt
gatggaagag
cagoctactt
tctgaaccec
taatgeaggy
gaaaaaghtct
ggacagatat
tatttcactt
gtggctggge
gcatttocag
tecattgett
cttcecatgee
tacccacctg
cagctagttg
tccececagta
acctttctgt
ttcaggaaag
tgagttaaca
gttggttgtt
gegetttgea
gctgaaagga
aatggaccte
ctgagacctg
caacagtgct
catoetettgt

gocaaacact

1648
1708
1768
1828
1888
1948
2008
2068
2128
2188
2248
2308
2368
2428
2488
2548
2608
2668
2728
2788
2848
2908
2968
3028
3088
3148
3208
3268
3328
3388
3448

3508



10

cagttcactt
agetgttttg
gecctetgga
aagatgaaca
ttcaggccat
tctttcagat
ttgggtgect
ttagecoegga
agtacattgg
aagtgatcaa
atcattgtca
gtectctgaaa
ggtggcotaca
acaaaccocac
tgacagtcte
ctctgggaga
tctgaggtga
tcatacagac
ctitococagag
aaaaccattg
tggggtaatt

aagcctactt

tgtctgggaa

<210>6

<211> 355
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 6

gtagaatecag
ttgaagtaga
aatgcootttyg
ataaaatcag
gttccaaagce
cctctcaaag
tatetettte
gaceccttag
tttgeagaaa
atttggtggg
aacatgttat
ctgtagctoc
gocaaggtge
cocagagata
acatctcaac
gtgctgacaa
ttagagcttt
tcccaaagaa
actgacagat
caggaaacct
atttgtgace
gtactgattg

daaaaa
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agectttttt
aaatcteata
agatggtttt
ctttetttet
aaggctacat
aaggatttat
ctaatctgta
atcgagtggyg
tettttacag
aagtaattcg
agacggcagt
agtgaggtgg
ctettageca
aagcaetttaa
agtgtgaatt
aaaagggtta
ttttaaaaac
ctatatatgt
atgaccagte
ttecettoce
caagtgtaat

agattgtatt

cococctatg
gaaaaatcac
acttttcetag
ttctcttetg
tgaggtcctyg
aacagtttce
gtgectgtga
aatagtcaag
gctacatttt
agtgtattcg
tggcactggy

tgtgaaaggt

ctgaattget
tcaacccaag
aagtgtacat
ttaatactga
caagtatttg
tcctgagace
aaagtgcaag
tgaatgagat
ttggatgatt

tgttcctaat

ttaattgaac
tgtagatcta
gtcatagatg
atcttattcc
gtgtctttaa
agatgaatgt
gceteagtete
aggctggetyg
ggaatttttt
attgtattgt
gctgectaatc
tagoaaagec
atgttatect
aaactectgy
agcatcaget
cctactactt
gggatcctca
atcgtttagt
actacctace
ttttttttte

tccattaata

aaaagtggat

acgegetetg
ctgacctata
cctgatttat
ccagatctga
gtaaaggaca
actaatagct
actccttece
gagagtcate
tttttttagt
cgtcctegtte
tctgggtgta
accatctget
ttetettgta
gctaagtate
caggaggaca
caagggcagt
gcagaggtat
ctacattgect
cactgeocatg
cotttttaty
tcaacteottyg

ctggttgtac

3568
3628
3688
3748
3808
3868
3928
3988
4048
4108
4168
4228
4288
4348
4408
4468
4528
4588
4648
4708
4768
4828

4844

Met Pro Ala Hig Met Leu Gln Glu Ile Ser Ser Ser Tyr Thr Thr Thr

1

5

10

15

Thr Thr Ile Thr Ala Pro Pr¢ Ser Gly Asn Glu Arg Glu Lys Val Lys

20

25

34

30



Thr

Asp

Leun

65

Gly

Cys

Ala

Pro

Asp

145

Glu

His

Gly

Phe

Leu

225

Ser

Thr

Asp

val

Ile

50

Glu

Gly

Leu

Gly

Leu

130

Val

val

Gly

Gln

210

Pro

Leu

Trp

Lys

Pro

35

His

Tyr

Leu

Phe

Ala

115

Arg

Tyr

His

Gly

Lys

195

Arg

Thr

Phe

Asn
275

Leu

Aszp

val

Tyr

Gly

100

Hiz

Ile

Glu

Ala

Trp

180

Leu

Arg

Leu

Val

Val

260

Ile

His

Pro

Trp

Gly

Ile

Arg

Phe

Trp

Asp

165

Leu

Asp

Tyr

Val

Ser

245

Asn

Gln
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Leu

Thr

Arg

70

Ile

Phe

Leu

Leu

Ala

150

Pro

Leu

Met

Tyr

Pro

230

Thr

Ser

Ser

Glu

Tyr

55

Asn

Ile

Tyr

Trp

Ile

135

Arg

Hig

Val

Ser

Lys

215

Trp

Phe

Ala

Arg

Glu

40

Gln

Ile

Leu

Tyr

Ser

120

Ile

Asp

Aszn

Arg

Asp

200

Pro

Tyr

Leu

Ala

Glu
280

35

Asp

Azp

Ile

val

Met

105

Hig

Ala

Hig

Ser

Lys

185

Leu

Gly

Cys

Arg

His

265

Asn

Ile

Glu

Leu

Pro

90

Thr

Arg

Asn

Arg

Arg

170

His

Lys

Leu

Trp

Tyr

250

Leu

Ile

Arg

Glu

Met

15

Ser

Ser

Thr

Thr

Ala

155

Arg

Pro

Ala

Gly

235

Thr

Tyr

Leu

Pro

Gly

60

Val

Cys

Ala

Tyr

Met

140

His

Gly

Ala

Glu

Leu

220

Glu

Leu

Gly

Val

Glu
45

Pro

Lys

Leu

Lys

125

Ala

Hisz

Phe

val

Lys

205

Met

Thr

Val

Tyr

Ser
285

Met

Pro

Leu

Gly

110

Ala

Phe

Lys

Phe

Lys

190

Cys

Phe

Arg
270

Lys

Pro

Hiz

Tyr

95

Ile

Arg

Gln

Phe

Phe

175

Glu

Val

Phe

Val

Asn

255

Pro

Gly

Glu

Lys

Leu

80

Thr

Thr

Leu

Asn

Ser

160

Ser

Lys

Met

Ile

Asn

240

Ala

Tyr

Ala



10

15

20

25

30

35

40

45
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Val Gly Glu Gly Phe Hisg Asn Tyr His

290 295

Ser Ala Ser Glu Tyr Arg Trp Hig Ile

305 310

Asp Cys Met Ala Ala Leu Gly leun Ala

325

Lys Ala Thr Val Leu Ala Arg Ile Lys

340

Ser Ser
355

Lys

<210>7
<211> 20
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador T3

<400> 7
aattaaccct cactaaaggg 20

<210>8
<211>19
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador T7

<400> 8
taatacgact cactatagg 19

<210>9
<211> 20
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador con sentido

<400> 9
gttgatgtgc ttcatcctge 20

<210> 10
<211> 20
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador antisentido

<400> 10
aggtggtgaa gttgatgtgc 20

<210> 11

36

345

Hig Thr Phe Pr¢ Phe Asp
300

Asn Phe Thr Thr Phe Phe
315

Tyr Asp Arg Lys Lys Val
330 335

Arg Thr Gly Asp Gly Ser
350

Tyr

Ile

320

Ser

Hisg
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65
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<211> 20
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador con sentido

<400> 11
gatgatgtgc ttcatcctge 20

<210> 12
<211> 20
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador antisentido

<400> 12
tgtggtgaag ttgatgtgcc 20

<210> 13
<211> 20
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador antisentido

<400> 13
tggcttctte ttctctcacg 20

<210> 14
<211> 20
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador antisentido

<400> 14
atatccatag agatgcgcgg 20

<210> 15
<211>18
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador de GAPDH

<400> 15
gggctgcttt taactctg 18

<210> 16
<211>18
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador de GAPDH

<400> 16
ccaggaaatg agcttgac 18

<210> 17

37
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20

25

30

35
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55
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<211> 20
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador de GAPDH

<400> 17
cttcaccacc atggagaagg20

<210> 18
<211> 20
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador de GAPDH

<400> 18
tgaagtcgca ggagacaacc 20

<210> 19
<211>24
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador con sentido

<400> 19
atgccggcecc acatgctcca agag 24

<210> 20
<211> 27
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador antisentido

<400> 20
tcagctactc ttgtgactcc cgtctcc 27

<210> 21

<211> 5108
<212> ADN
<213> Bos taurus

<220>

<221> CDS

<222> (145)..(1224)
<223>

<400> 21

38



ES 2589706 T3

tgcagoggaa ggtcoccgage gocagcegetge ggatccocac gcoaaaagcoag gctcaggaac 60
tagtetacac teagtttgga ctgeocegaa ¢tecgetoeg cagtetecage cocgagaaag 120
tgatcccagt gtctgagage ccag atg ¢og gee cac ttg ctg caa gag gag 171
Met Pro Ala Hig Leu Leu Gln Glu Glu
1 5

atc tct agc tcc tac aca acc acc acc acc atc aca gca cct cct tce 219
Ile Ser Ser Ser Tyr Thr Thr Thr Thr Thr Ile Thr Ala Pro Pro Ser

10 15 20 25

agg gtc ctg cag aat gga ggg ggc aaa ttg gag aag act ccc cta tac 287
Arg Val Leu Gln Asn Gly Gly Gly Lys Leu Glu Lys Thr Pro Leu Tyr

30 35 40
ttg gaa gaa gac atc cge cct gaa atg aga gat gac ate tat gac cca 315
Leu Glu Glu Asp Ile Arg Pro Glu Met Arg Asp Asp Ile Tyr Asp Pro
45 50 55
act tac cag gat aag gag ggc cca aag ccc aag ctt gag tat gtt tgg 363
Thr Tyr Gln Asp Lys Glu Gly Pro Lys Pro Lys Leu Glu Tyr Val Trp
60 85 70
aga aac atc atc ctc atg tct ctg tta cac ttg gga gocc cta tat ggg 411
Arg Asn Ile Ile Leu Met Ser Leu Leu His Leu Gly Ala Leu Tyr Gly
15 a0 g5

atec aca ttg ate cceo ace tge aag ata tac ace tat ate tgg gtg tta 459
Ile Thr Leu Ile Pro Thr Cys Lys Ile Tyr Thr Tyr Ile Trp Val Leu

90 95 100 105

ttc tac tat ctg atg ggt goc ctg gge atc aca geca ggg goc cat cge 507
Phe Tyr Tyr Leu Met Gly Ala Leu Gly Ile Thr Ala Gly Ala His Arg

110 115 120
ctyg tgg agt cac cga acc tac aaa goct cgg ctg cot ctg cgg gtc tte 555
Leu Trp Ser His Arg Thr Tyr Lys Ala Arg Leu Pro Leu Arg Val Phe
125 130 135
ctg ate att gge aac ace atg gog tte cag aat gac gttt ttt gaa tgg 603
Leu Ile Ile Gly Asn Thr Met Ala Phe Gln Asn Agp Val Phe Glu Trp
140 145 150
tcc cga gat cac cgt goc cac cac aag ttt tca gaa acg gat gocc gac 651
Ser Arg Asp His Arg Ala His His Lys Phe Ser Glu Thr Asp Ala Asp
155 160 165

cce cac aat tce cga cgt gge ttt tte tte teoct cac gtg ggt tgg ctg 699
Pro His Asn Ser Arg Arg Gly Phe Phe Phe Ser His Val Gly Trp Leu

170 175 180 185

39



ctt
Leu

tta
Leu

tac
Tyr

cca
Pro

acc
Thr
250

agt
Ser

falalal
Pro

cac
His

cge
Arg

atc
Ile
330

gece
Ala

gtg
val

tee
Ser

aaa
Lys

tgg
235
tta

Leu

get
Ala

cga
Arg

aac
Asn

tgy
Trp
315

ggt
Gly

agyg
Arg

cgc
Arg

gac
Asp

cot
Pro
220

tat
Tyr

tte
Phe

geo
Ala

gag
Glu

tac
Tyr
300
cac
His

ctyg

ata

aaa
Lys

cta
Leu
205

ggt
Gly

ctyg
Leau

cgt

cat
His

aat
Azn
285

cac
His

ate
Ile

gct
Ala

aaa

cac
His
190
aga

Arg

gte
Val

tgg
Trp

tat
Tyr

atg
Met
270

att
Ile

cac
His

aac
Asn

tat
Tyr

aga

Ile Lys Arg

350

cca
Pro

gee
Ala

ctg
Leu

gat
Asp

gee
Ala
255

tat
Tyr

ctyg
Leu

ace
Thr

Lttt
Fhe

gac
Asp
335

act
Thr
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gct
Ala

gag
Glu

ttg

gaa
Glu
240

ctt
Leu

gga
Gly

gtt
Val

ttt
Phe

acc
Thr
320

cgg
Arg

gga
Gly

gte
Vval

aag
Lys

ttg
Leu
225

acg
Thr

ggg
Gly

tac
Tyr

toc
Ser

cot
Pro
305

acg
Thr

aag
lys

gag
Glu

aaa
Lys
ctyg
210
tge

Cys

ttt
Pha

cte
Leu

aga
Arg
ctg
290
tat

Tyr

ttc
Pha

aaa
Lys

gaa
Glu

gaa
Glu
155

gty
val

tte
Phe

caa
Gln

aac
Asn

cct
Pro
275

gga
Gly

gac
Asp

tte
FPhe

gta
Val

ago
Ser
355

aag
Lys

atg
Met

ate
Ile

aac
Asn

gte
val
260

tat
Tyr

gct
Ala

tac
Tyr

att
Ile

tce
Ser
340

tac
Tyr

agt
Gly

tte
Phe

ctg

age
Ser
245

acc
Thr

gac
Asp

gcg
Ala

tea
Ser

gat
Asp
325

aag

Lys

aag
Lys

tece
Ser

cag
Gln
215

cce
Pro
230

ttt
Pha

ctyg
Leu

tgg
Trp

acc
Thr

aag
lys

ggt
Gly

gag
Glu
295

gee
Ala
310

agt

Ser

tge
Cys

atg
Met

gct
Ala

gec
Ala

agt gge
Ser Gly

acg
Thr

agyg
Arg

aca
Thr

ctg
Leu

atttgtggte

ttattaacta
agtattcttt
agctocatgtt
ttgttttgte
ggtcagtcat
ctagtggtct
ctcaagctag

ttttgctaaa

attgtcaggyg

cottgggtte
ctgaataatg
aaaattttct
cttatttett
cctgtcacct
tggtgggttt
ttgococoegge
agatatgaca
tgaaatggaa

gagagagtca

cttttocaaa
ctaccaggat
ttttaaattg
ctcotatott
tcetttctee
ccagettoca
tgacccttte
gaatcttctg
aaataacttt

gcatgcatgg

agecatetgg
getaaagatyg
aaagccaaca
ctttcoctotte
ttectocteat
aagcctagac
cttgagctgt
ggaagggect
attttggcac

tgtgattgat

40

goagaggtit
acgttaacee
actctgcoctt
tgttccratt
tgoccoocag
aaccctgetg
ctgagcttta
tgatgatctt
caaactgaaa

aaataggatg

aat
Asn

cta
Leu
200

tac
Tyr

agy
Arg

cte
Leu

gtg
val

ttt
Phe

gce
Ala

aat
Asn
265

gty
val

atc
Ile
280

aac
Asn

tte
Phe

ggc
Gly

tac
Tyr

gag
Glu

gct
Ala

gcec
Ala

atc
Ile

ttg
Leu
345

tga

aatgttctgt
attacagtac
tatgatgcta
atccttooct
gcaagcaggt
tagtctcaaa
aggtggatgg
cagcccagac

aaacaggtca

agttgaagtg

747

795

843

8§91

939

987

1035

1083

1131

1179

1224

1284

1344

1404

1464

1524

1584

1644

1704

1764

1824



ggaaacaagg

tgeteccttt
aaagcaaatc
tgtggtaaaa
ttcttattet
cagctoagyga
tcagctccecee
ttggtggtat

gttgggtcaa

ctettagagt
ttgeoctectt
ggcagttcct
tcagaaggtt
gttagatgtt
aggtttctee
aatacaggac
tctgceoatct
ctggacaggc
tcgtteecte
agttgagcaa
cttaccacac
aggcattege
atggagcaaa
ctggatgcce
gtgcgagget
gcaggttcca
taccgeaaga
tctctgttea
agaggagtgt
aaacctggcet

ttgagetoca

caggaagctc
ctetectgac
tcaatgtect
gtggtctetg
agataacaag
aattgtcaaa
tcatagtaag
ggtggtygage
acataaagct
attteocteot
tecteteget
aagagatagg
actgagtaag
gggttcattt
ccacggtgtt
tggctggggg
ttgtccactt
aagcctcttce
tecttactgac
getgecactt
tgatgactcc
actcatgagg
agaggatttyg
ccggettact
tgcagaagca
aagtgcctca
ccttgactga
gcaaactaac
tggaagaace
ttattctatt

aggatggaaa
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ctgctgtgat
tetgggaaat
gatatacttt
ctgeagacga
aaatcttgag
attettteoat
aagatggcta
atagctgocet
atatatacat
gaaagagagy
gctggacagg
gttacaaaag
ttgttgggtg
cattaattcec
gaaccctttce
atggggtagg
tctecoctgetyg
tgtgtgtatt
agaatggtca
tecacttggee
agacaaggct
cacggcocaag
tttttagtct
ggataagctyg
gggggtgoect
ctcagaaggt
ggcttaggat
cagcattcce
ttgggtecct
taaaggttga

ggaggagaac

cagacacccc
atctgtggag
aggcttagga
attgttttet
gttggttatt
ctttetacte
cagcattttg
cccaaaaaag
gggtactttyg
gggcttgaag
agatggagag
aaaggctctg
toctgatata
actttctect
actcattcct
aatctctcaa
gttttatctc
cagaggcagt
gggtcactga
teocagagtet
ggcaaagcct
ccgaatgete
cctetgtetg
cctaccctga
agccttcact
ggccccagec
gtgagatgec
cacaacacag
ttgteectgt
aaatatacaa

atttettect

41

tgtectgecca
cagggcagte
taaagaagaa
ttetttecaca
tccagaatty
tgecatettyg
agacttcaaa
aaagaatttt
gttggaatat
aagaggaaga
gttgagggge
agatcacatt
gaagcetggtt
tggattgaga
tctattacct
ctaccctatce
cttgacgttt
gatggctact
accactgttt
ccatctatat
gctagaaaca
atgttgtgee
ggtcagaacc
gtcagtgctc
gggaagcaca
cocctggaggy
atgaactttg
tctagggeagy
aacctcagtt
taccaaatge

gtattaattg

tcacccagta
ctaaaactca
gcatttagtt
acaggaagat
ctgattccag
gggatattgg
aagagataca
aggagecaga
taaagtaatt
attageccagy
agggtctgta
gctgggggat
atacaaacaa
aagcattaga
tctagcggaa
aattcttgge
ccttottttt
gcggtccaag
ctctttacaa
cettgtgete
tcectgggeac
agagccagee
agagagcatg
ccagcggaca
agaagcaaaqg
agccagggtyg
ctgaacagtyg
acgatagtat
gtetaggeag
totgecactyg

gatagatgga

1884
1544
2004
2064
2124
2184
2244
2304
2364
2424
2484
2544
2604
2664
2724
2784
2844
2904
2964
3024
3084
3144
3204
3264
3324
3384
3444
3504
3564
3624

3684
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ggctacagag ¢ttaggcetaa actaaaggea tocttgtett ttgagttgtt ceteoteagta 3744
ggaaaaaaaa aaaatctaat ggaagatcac tgtagattag atcctcotgac caagceaccta 3804
cegettggaa atgectgtgg ggtagtttta atteocacagg tcatcagatg catgetttac 3864
aactgatgat caaaaccaac ttatctttct attctaattg tgttccgtgg atctgatcta 3924
taccatgacc ctacacaagg ctggatggtg tccttgggocce cagggtactt gtacttgtgt 3984
aggtgggggt tgtctactga gtaaggaata ctgtttttaa ggttctaaag ctaaattcaa 4044
atgatgeatt aatgacccaa aaactcagat ctgatggtgt ctgaatttet aacagtectt 4104
getttgtggg tatgetgaca acttatetgg atgeocttaca tettttetaa acaghgttge 4164
cteotgaacgt getetgetee ctecetgete cotetttgga geccectttge acccocagage 4224
ctgcagaagt ggctggtata aaagggggcc tggctagaga atgatcagtg tagctgtttg 4284
caggattcct ttctgggett cattttggaa actttgcoctta gggctatttt tcttaattge 4344
ccacatttga tggagggtag aaggaatttt gaatgtattt gatttattat tattattttt 4404
ttttttttag attaaaggat ggttgtagea tttaaaatgg aaatttttec tectggttag 4464
ctagtatcct gagtgtatte tetgtaagtg tagetcaaat gggtcoatcat gaaaagttcea 4524
agaaagceteog atgtcaaagt tatatgggtg gttaaggeca gggectghtec taceactgtg 4584
ccactgactt gctatgtgac cctgggcaag tcatttaact ataatgtgec tcagttttece 4644
ttctgttaaa atgggataat aatactgacc tacctcaaag ggcagttttg aggcatgact 4704
aatgcttttt ataaagcatc ttggaattct cttaagttct gagtattttt atagtagecag 4764
tatecaccat gaagtgtgte caccacgage cacghbgtect ggatgecgte aggaatcetat 4824
atggttetet ¢tgagagatg gaataaatge atcagataaa gggtggataa ctageceggac 4384
aaaatctgag aatgcataaa ctecattgeca tggaaacata cacaggatac cttttectta 4944
attgggtggg atttttccct ttttatgtgg gatagtagtt atttgtgacc taagaataat 5004
tttggaataa tttctattaa tatcaactcc aaagctagtt gtactgatct gagattgtgt 5064
ttgttcataa taaaagtgaa tctgattgcc ctgaaaaaaa aaaa 5108
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Pro
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Leu

Lys
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Ala
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Phe
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Lys

Leu

225

Thr

Gly

Tyr

Lys

Met

50

Lys

Leu

Ile
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130

Phe

Lys

Phe
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Leu

210

Cys

Phe
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Arg
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Arg
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His

Tyr

Ile
115

Arg

Gln

Phe
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Glu

195

val

Phe

Gln

Asn
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275

Glu

Lys

Leu

Thr
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Thr

Leu

Asn

Ser
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180
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Met

Ile
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260

Tyr
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Leu

Gly

Tyr

Ala

Pro

Asp

Glu

165

His

Gly

Phe

Leu

Ser

245

Thr

Asp
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Thr

Ile

Glu

70

Ala

Ile

Gly

Leu

Val

150

Thr

val

Ser

Gln

Pro

230

Leu

Trp

Lys

Pro

Tyr

55

Tyr

Leu

Trp

Ala

Arg

135

Phe

Asp

Gly

Thr

Arg

215

Thr

Phe

Leu

Thr

Leu

Asp

Val

Tyr

Val

His

120

val

Glu

Ala

Trp

Leu

200

Arg

Leu

Phe

val

Ile
280

43

Tyr

Pro

Trp

Gly

Leu

105

Arg

Phe

Trp

Asp

Leu

188

aAsn

Tyr

Val

Ala

Asn

265

Asn

Leu

Thr

Arg

Ile

90

Phe

Leu

Leu

Ser

Pro

170

Leu

Leu

Tyr

Pro

Thr

250

Ser

Pro

Glu

Tyr

Asn

75

Thr

Tyr

Trp

Ile

Arg

155

His

Val

Ser

Lys

Trp

235

Leu

Ala

Arg

Glu

Gln

60

Ile

Leu

Tyr

Ser

Ile

140

Asp

Asn

Arg

Asp

Pro

220

Tyr

Phe
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Glu

Aszp

Asp

Ile

Ile

Leu

His

125

Gly

His

Ser

Lys

Leu

205

Gly

Leu

Arg

His

Asn
285

Ile

Lys

Leu

Pro

Met

110

Arg

Asn

Arg

Arg

His

190

val

Trp

Tyr

Met

270

Ile

Arg

Glu

Met

Thr

95

Gly

Thr

Thr

Ala

Arg
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Pro

Ala

Leu

Ala
255

Tyr
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Gly
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Cys

Ala

Tyr

Met
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Gly

Ala

Glu

Leu

Glu
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Val
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<213> Equus caballus

<220>
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<222> (1)..(1080)
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atg ccg
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Thr
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Pro
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ctg
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aag
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Lys

ctt
Leu
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cac
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Tyr

gta
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gag
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gaa
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aag
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gtg
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Thr
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Tyr

Ile
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Tyr
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Ala
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Thr

cte
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cag
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cag
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atc
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ttc
Phe

cac
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Tyr
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ate
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Lys
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Leu

cog
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acc
Thr
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Arg
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act
Thr
15

gga
Gly
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gayg
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atg
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Thr
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gga
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Cys
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aaa
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gce
Ala
145

cac
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Phe

gte
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aag
Lys

ety
Leu
225

act
Thr

gtg
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tat
Tyr

tca
Ser

oo
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305

aca
Thr

aag
Lys

gat
Azp
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gct
Ala
130

tto
Phe

aag
Lys

tte
Phe

aaa
Lys

ctg
Len
210

tge
Cys

ttt
Phe

cte
Len

cgt
Arg

ctg
Leu
290

tat
Tyr

ttc
Phe

aaa
Lys

gaa
Glu

<212> PRT

115

cgg
Arg

cag
Gln

ttt
Phe

tte
Phe

gag
Glu
185

gtg
Val

tte
Phe

cca
Pro

aat
Asn

cct
Pro
275

gga
Gly

gac
Asp

ttc
Phe

gta
Val

acc
Thr
355

ctg
Leu

aat
Asn

tca
Ser

tet
Ser
180

aaa
Lys

atg
Met

ate
Ile

cac
His

gte
val
260

tac
Tyr

gct
Ala

tac
Tyr

atec
Tle

tee
Ser
340

tac
Tyr
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Pro

gac
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gaa
Glu
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cac
His

ggt
Gly

tte
Fhe

ctg
Leu

age
Ser
245

act
Thx

gac
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gtg
Val

tet
Ser

gat
Asp
325

aag

Lys

aag
Lys

ctg
Leu

att
Ile
150

aca
Thr

gtg
Val

got
Ala

cag
Gln

coe
Pro
230

tta
Leu

tgg
Trp

aaqg
Lys

ggt
Gly

goc
Ala
314

tgc
Cys

got
Ala

agt

Ser
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ogt
Arg
135

ttt
Phe

gat
Asp

ggt
Gly

ttg
Leu

agg
Arg
215

aca
Thr

ttt
Fhe

ctyg
Leu

ace
Thr

gaqg
Glu
295

agt
Ser

atg
Met

gee
Ala

ggc
Gly

120

cte
Leu

gaa
Glu

gct
Ala

tgg
Trp

cta
Leu
200

agy
Arg

ctt
Leu

gte
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gty
Val

att
Ile
280

ggc
Gly

gag
Glu

gct
Ala

atc
Ile

tga

ttc
Phe

tgg
Trp

gat
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ctg
Leu
185

gag
Glu

tac
Tyr

gtg
Val

gae
Ala

aac
Asn
265

aac
Asn

ttc
Phe

tac
Tyr

gtc
Val

ttyg
Leu
345
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ctg
Lau

goeo
Ala

ccc
Pro
170

ctt
Leu

tta
Leu

tae
Tyr

cCC
Pro

act
Thr
250

agt
Ser

cco
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cac
His

cge
Arg

cte
Leu
330

goe
Ala

atc
Ile

cga
Arg
155

cac

His

gtg
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tet
Ser

aaa
Lys

tgg
235
ttg

Leun

get
Ala

cga
Arg

aac
Asn

tag
Trp
315

ggt
Gly

aag
Lys

att
Ile
140

gat
Asp

aat
Azn

cge
Arg

gac

[nlalal
Pro
220

tat
Tyr

ttg
Leu

goe
Ala

gag
Glu

tac
Tyr
300

cac

His

ttyg
Leu

att
Ile

125

gcc
Ala

cac
His

gcc
Ala

aaa
Lys

cta
Leu
205

agt
Gly

tte
Phe

cgt
Arg

cac
His

aat
Asn
285

cac

His

ate
Ile

gct
Ala

aaa
Lys

aac
Azn

cgt
Arg

cga
Arg

cac
His
190

aaa
Lys

gte
Val

tgg
Trp

tac
TyE

cte
Len
270

atc
Ile

cac
Hig

aac
Asn

tat
Tyr

aga
Arg
350

acyg
Thr

gte
val

cgt
Arg
175

cca
Pro

goc
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gtg
Val

ggt
Gly

got
Ala
255

tac
Tyr

ctg
Leu

tece
Ser

ttt
FPhe

gac
Asp
335

act
Thr

atg
Met

cac
His
160

ggc
Gly

gca
Ala

gagq
Glu

ttg
Leu

gaa
Glu
240

ctt
Leu

gga
Gly

gtt
val

ttt
Pha

ace
Thr
320

cgg
Arg

gga
Gly
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1080



<213> Equus caballus

<400> 24

Met

1

Thr

Gly

Glu

Pro

65

Len

Lys

Leu

Lys

Ala

145

Hisg

Phe

Val

Lys

Pro

Thr

Lys

Met

50

Lys

Len

Ile

Gly

Ala

130

Phe

Lys

Phe

Lys

Leu
210

Ala

Thr

Len

35

Lys

Pro

His

Tyr

Val

115

Arg

Gln

Phe

Phe

Glu

195

Val

Hisg

Ile

20

Glu

Glu

Lys

Val

Thr

100

Thr

Len

Asn

Ser

Ser

180

Lys

Met

Leu

Thr

Lys

Asp

Phe

Gly

85

Tyr

Ala

Pro

Asp

Glu

165

His

Gly

Phe
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Leu
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Thr

Leu

Gln

70

Ala

Leu

Gly

Len

Ile

150

Thr

Val

Ala

Gln

Gln

Pro

Ser

Tyr

55

Tyr

Len

Trp

Ala

Arg

135

Phe

Asp

Gly

Leu

Arg
215

Glu

Pro

Pro

40

Asp

Val

Tyr

Val

Hisg

120

Len

Glu

Ala

Trp

Leu

200

Arg

46

Glu

Ser

25

Tyr

Pro

Trp

Gly

Ala

105

Arg

Phe

Trp

Asp

Len

185

Glu

Tyr

Ile
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Len
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Ile

90

Phe

Leu

Len
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Pro
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Leu

Tyr
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Val
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Tyr
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Len

Tyr

Trp

Ile

Arg
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Leu
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Len

Tyr
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Gln
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Ile
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Lys

Leu
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Tyr
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Ile

Lys

Leu

Pro

Thr

110

Arg
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Arg
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Lys

Val

Thr
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Arg
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Ser

Thr
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Val
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Gly
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Ser

Cys
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Tyr

Met

Hisg
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Gly

Ala

Glu

Leu
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Thr
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Thr
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Arg
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Tyr
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<220>
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Val
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245

Thr
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<210> 27
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<213> Megathura crenulata
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255

Tyr

Leu

Ser

Phe

Asp
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Phe

Thr

320

Arg

Gly



Ile
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Thr
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Ile
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Gly
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Phe
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Ile
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Ser

Val
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Glu
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Trp
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Trp

Gly

Ser

100

Lys

Glu
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Glu
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230

Ile
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Gly
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Leu

Thr
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135

Leu

Glu
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Thr
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Met
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170

Ser

Ala

Arg

Val
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75
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Trp
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Trp
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REIVINDICACIONES

1. Un agente inductor de inmunidad para su uso en un método de tratamiento médico o veterinario, comprendiendo
el agente inductor de inmunidad, como principio o principios activos eficaces, al menos un polipéptido que tiene
actividad inductora de inmunidad seleccionado de los polipéptidos (a) y (b), a continuacion:

(a) un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las secuencias de aminoacidos
SEQ ID NO: 4, 2, 22 y 24;
(b) un polipéptido que tiene una identidad de secuencia no inferior al 85 % con el polipéptido (a).

2. El agente inductor de inmunidad para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que dicho polipéptido que
tiene actividad inductora de inmunidad es un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 4, 2, 22
024.

3. El agente inductor de inmunidad para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 o0 2, en el que el método
comprende administrar a un paciente

(i) el polipéptido,

(i) un linfocito T citotdxico que se une selectivamente a un complejo que comprende al menos uno de dichos
polipéptidos incorporado en una molécula de MHC, y/o

(iii) una célula presentadora de antigeno que presenta en su superficie un complejo que comprende al menos
uno de dichos polipéptidos incorporados en una molécula de MHC.

4. El agente inductor de inmunidad para su uso de acuerdo con una cualquiera las reivindicaciones 1-3, que es para
su uso en el tratamiento o la prevencién de cancer o canceres.

5. Un agente inductor de inmunidad para su uso en un método de tratamiento médico o veterinario, comprendiendo
el agente inductor de inmunidad como ingrediente o ingredientes eficaces un vector o vectores recombinantes que
comprenden un polinucleétido o polinucleétidos que codifican al menos un polipéptido que tiene actividad inductora
de inmunidad seleccionado de los polipéptidos (a) y (b) a continuacién, siendo dichos vector o vectores
recombinantes capaces de expresar in vivo dicho polipéptido o polipéptidos:

(a) un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las secuencias de aminoacidos
SEQ ID NO: 4, 2, 22 y 24;

(b) un polipéptido que tiene una identidad de secuencia de al menos el 85 % con el polipéptido (a); en donde el
agente inductor de inmunidad es para su uso en el tratamiento o la prevencion de cancer o canceres.

6. El agente inductor de inmunidad para su uso de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que dicho polipéptido que
tiene actividad inductora de inmunidad es un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4, 2,
22 0 24.

7. El agente inductor de inmunidad para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 5 o 6, en donde el método
comprende administrar a un paciente

(i) el vector,

(i) un linfocito T citotdxico que se une selectivamente a un complejo que comprende al menos uno de dichos
polipéptidos incorporado en una molécula de MHC, y/o

(iii) una célula presentadora de antigeno que presenta en su superficie un complejo que comprende al menos
uno de dichos polipéptidos incorporados en una molécula de MHC.

8. El agente inductor de inmunidad para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, en el
que dichos cancer o canceres son canceres que expresan SCD1.

9. El agente inductor de inmunidad para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, en
donde dichos cancer o canceres son cancer de mama, tumor cerebral, cancer de colon, adenocarcinoma perianal,
neuroblastoma, mastocitoma, cancer renal, cancer de higado, cancer de pulmdn, cancer de préstata y/o leucemia.

10. El agente inductor de inmunidad para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que
comprende ademas un agente potenciador inmunitario.

11. El agente inductor de inmunidad para su uso de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que dicho agente
potenciador inmunitario es al menos uno seleccionado del grupo que consiste en adyuvante incompleto de Freund,
Montanide, poli-l:C y derivados del mismo, oligonucleétidos CpG, interleucina-12, interleucina-18, interferon-q,
interferon-B, interferon-w, interferén-y y ligando de FIt3.

12. Un método in vitro para preparar una célula presentadora de antigeno que presenta en su superficie un complejo
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que comprende al menos un polipéptido que tiene actividad inductora de inmunidad derivada de los polipéptidos (a)
y (b) a continuacién incorporado a una molécula de MHC,

comprendiendo el método poner en contacto la célula presentadora de antigeno con dicho al menos un polipéptido
seleccionado de:

(a) un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las SEQ ID NO: 4, 2, 22 0 24; y
(b) un polipéptido que tiene una identidad de secuencia no inferior al 85 % con el polipéptido (a).

13. Un método in vitro para preparar un linfocito T citotéxico que se une de forma selectiva a un complejo que
comprende al menos un polipéptido (a) o (b) de acuerdo con la reivindicacién 12 incorporado en una molécula de
MHC,

comprendiendo el procedimiento:

cocultivar una célula presentadora de antigeno preparada de acuerdo con el método de la reivindicacién 12 con
al menos un linfocito T, y
permitir que el al menos un linfocito T prolifere.

14. Un método in vitro de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que se usa la proporcion de células presentadoras

de antigeno:linfocitos T de 1:1 a 1:100, opcionalmente en el que el cocultivo se lleva a cabo en presencia de IL-2, IL-
6, IL -7 y/o IL-12.
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