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DESCRIPCIÓN 
 
Agente inmunoinductor 
 
Campo técnico 5 
 
La presente invención se relaciona con un novedoso agente inmunoinductor útil como agente terapéutico y/o 
profiláctico para el cáncer. 
 
Técnica antecedente 10 
 
El cáncer es la causa de muerte más común entre todas las causas de muerte y las terapias que se llevan a cabo para 
éste por el momento son principalmente el tratamiento quirúrgico, el cual puede llevarse a cabo en combinación con 
radioterapia y/o quimioterapia. A pesar de los desarrollos de nuevos métodos quirúrgicos y del descubrimiento de 
nuevos agentes anticancerosos en los últimos años, los resultados del tratamiento de los cánceres no han mejorado 15 
mucho hasta ahora, excepto para algunos cánceres. En los últimos años, gracias al desarrollo en la biología molecular 
y en la inmunología del cáncer, se identificaron antígenos cancerosos reconocidos por linfocitos T citotóxicos que 
reaccionan con los cánceres, así como los genes que codifican los antígenos cancerosos, y han aumentado las 
expectativas de las inmunoterapias específicas de antígeno. 
 20 
En inmunoterapia, a fin de reducir efectos secundarios, es necesario que el péptido o la proteína que han de 
reconocerse como antígeno apenas estén presentes en las células normales y estén presentes de forma específica en 
las células cancerosas. En 1991, Boon et al, del Instituto Ludwig de Bélgica aislaron un antígeno de melanoma 
humano MAGE 1, que es reconocido por linfocitos T CD8 positivos, mediante un método de clonación de expresión de 
ADNc usando una línea celular de cáncer autóloga y linfocitos T reactivos al cáncer (documento no de patente 1). A 25 
partir de ahí, se publicó el método SEREX (identificaciones serológicas mediante clonación de expresión 
recombinante), en el que los antígenos tumorales reconocidos por anticuerpos producidos en el organismo vivo de un 
paciente con cáncer en respuesta al propio cáncer del paciente se identifican mediante la aplicación de un método de 
colación de expresión génica (documento de patente 1, documento no de patente 2), y se han aislado varios antígenos 
de cáncer mediante este método. Han comenzado ensayos clínicos para inmunoterapia de cáncer usando una parte 30 
de los antígenos de cáncer como dianas. 
 
Por otra parte, al igual que en los seres humanos, se conocen una serie de tumores tales como tumor de glándula 
mamaria y carcinoma epidermoide en perros y gatos y también varían mucho en las estadísticas de enfermedades en 
perros y gatos. Sin embargo, no existe por el momento ningún agente terapéutico, profiláctico o diagnóstico eficaz para 35 
los cánceres en perros y gatos. Como los dueños perciben la mayoría de los tumores de perros y gatos sólo cuando 
han aumentado debido a su avance, su visita al hospital ya es demasiado tarde y, aun cuando reciban escisión 
quirúrgica o administración de un fármaco humano (un fármaco anticanceroso o similar), suelen morir poco después 
del tratamiento. En dichas circunstancias, si llegan a estar disponibles agentes terapéuticos y agentes profilácticos 
para el cáncer, eficaces para perros y gatos, se espera que se desarrollen sus usos para los cánceres de perros. 40 
 
La subunidad A de tipo 1 de p60 de katanina (KATNAL1, por sus siglas en inglés) se identificó como una proteína que 
tiene un dominio de unión  a microtúbulo (documento de patente 2, documento no de patente 3), Sin embargo, no hay 
comunicaciones que sugieran que la proteína KATNAL1 tenga actividad inductora de la inmunidad contra células 
cancerosas y, por tanto, que la proteína sea útil para el tratamiento o profilaxis del cáncer. 45 
 
Documentos de la técnica anterior 
 
Documentos de patente 
 50 

[Documento de patente 1] US 5698396 B 
[Documento de patente 2] JP 2004-8216 A 

 
Documentos no de patente 
 55 

[Documento no de patente 1] Bruggen P. et al., Science, 254: 1643-1647 (1991) 
[Documento no de patente 2] Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 92: 11810-11813 
(1995) [Documento no de patente 3] Rigden DJ. et al., FEBS Lett., 4 de marzo; 583(5): 872-8 (2009) 
 

Sumario de la invención 60 
 
Problemas para resolver mediante la invención 
 
La presente invención se propone descubrir un polipéptido novedoso útil para ser un agente terapéutico y/o profiláctico 
para el cáncer y proporcionar el polipéptido para su uso en un agente inductor de la inmunidad. 65 
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Medios para resolver los problemas 
 
Mediante el método SEREX, usando una biblioteca de ADNc procedente de testículo de perro y suero obtenido de un 
perro portador de un tumor, los presentes inventores estudiaron exhaustivamente para obtener un ADNc que codifica 
una proteína que se une a anticuerpos presentes en suero procedente de un organismo vivo portador de tumor y, 5 
basándose en el ADNc, se preparó un polipéptido de subunidad A de tipo 1 de p60 de katanina (de aquí en adelante 
denominada como KATNAL1) de perro que tiene la secuencia de aminoácido de la SEQ ID NO:2. Además, basándose 
en genes homólogos humano y ratón del gen obtenido, se prepararon KATNAL1 humano y de ratón que tienen las 
secuencias de aminoácidos de las SEQ ID NO:4 y 6. Además, los presentes inventores descubrieron que estos 
polipéptidos de KATNAL1 se expresan de forma específica en tejidos o células de cáncer de mama, tumor cerebral, 10 
adenocarcinoma perianal, neuroblastoma, mastocitoma, cáncer de hígado, cáncer de próstata, cáncer de pulmón, 
cáncer de tiroides y leucemia. Los presentes inventores descubrieron además que la administración del KATNAL1 a un 
organismo vivo posibilita la inducción de inmunocitos contra KATNAL1 en el organismo vivo y la regresión de un tumor 
que expresa KATNAL1 en el organismo vivo. Además, los presentes inventores descubrieron que un vector 
recombinante que puede expresar un polinucleótido que codifica el polipéptido de KATNAL1 o un fragmento del mismo 15 
induce un efecto antitumoral contra el cáncer que expresa KATNAL1 en un organismo vivo. 
 
Además, los presentes inventores descubrieron que un polipéptido de KATNAL1 tiene una capacidad de ser 
presentado por células presentadoras de antígeno para causar activación y el crecimiento de linfocitos T citotóxicos 
específicos para el péptido (actividad inmunoinductora) y, por tanto, que el polipéptido es útil para terapia y/o profilaxis 20 
del cáncer. Además, los presentes inventores descubrieron que las células presentadoras de antígeno que han 
entrado en contacto con el polipéptido y los linfocitos T que han entrado en contacto con las células presentadoras de 
antígeno son útiles para terapia y/o profilaxis del cáncer, completando de esa forma la presente invención. 
 
Por tanto, la presente invención tiene las siguientes características: 25 
 

(1) Un agente inmunoinductor para su uso en un método de tratamiento médico o veterinario, comprendiendo el 
agente inmunoinductor como principio(s) eficaz(ces) al menos un polipéptido que tiene actividad inmunoinductora 
seleccionado de entre los polipéptidos (a) a (b) más adelante, y/o un(os) vector(es) recombinante(s) que 
comprende(n) un(os) polinucleótido(s) que codifica(n) el al menos un polipéptido, el(los) vector(es) 30 
recombinante(s) que son capaces de expresar el(los) polipéptido(s) in vivo: 
 

(a) un polipéptido que tiene secuencias de aminoácidos de una cualquiera de las SEQ ID NO:4, 2, 8, 10 y 12; 
(b) un polipéptido que tiene una identidad de secuencia de no menos del 85 % con el polipéptido (a). 
 35 

(2) El agente inmunoinductor para su uso de acuerdo con 1, en el que el polipéptido que tiene actividad 
inmunoinductora es un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos de las SEQ ID NO:4, 2, 8, 10 o 12. 
(3) El agente inmunoinductor para su uso de acuerdo con (1) o (2), en el que el método comprende administrar a un 
paciente (i) el polipéptido o vector, (ii) un linfocito T citotóxico que se une de forma selectiva a un complejo que 
comprende al menos uno de dicho polipéptido incorporado dentro de una molécula de MHC y/o (iii) una célula 40 
presentadora de antígeno que presenta sobre su superficie un complejo que comprende al menos uno de dicho 
polipéptido incorporado dentro de una molécula de MHC. 
(4) El agente inmunoinductor para su uso de acuerdo con (1)-(3), el cual es para su uso en el tratamiento o 
prevención del(los) cáncer(es). 
(5) El agente inmunoinductor para su uso de acuerdo con (4), en el que dicho(s) cáncer(es) es/son cáncer(es) que 45 
expresan KATNAL1. 
(6) El agente inmunoinductor para su uso de acuerdo con (4) o (5), en el que dicho(s) cáncer(es) es/son cáncer de 
mama, tumor cerebral, adenocarcinoma perianal, neuroblastoma, mastocitoma, cáncer de hígado, cáncer de 
próstata, cáncer de pulmón, cáncer de tiroides y/o leucemia. 
(7) El agente inmunoinductor para su uso de acuerdo con uno cualquiera de (1)-(6), que comprende además un 50 
inmunopotenciador. 
(8) El agente inmunoinductor para su uso de acuerdo con (7), en el que dicho inmunopotenciador es al menos uno 
seleccionado del grupo que consiste en adyuvante incompleto de Freund; montanida; poli-I:C y derivados del 
mismo; oligonucleótidos de CpG, interleucina 12; interleucina 12; interferón α, interferón β; interferón ω; interferón γ 
y ligando Flt3. 55 
(9) Un método in vitro de preparar una célula presentadora de antígeno, comprendiendo el método poner en 
contacto la célula presentadora de antígeno con dicho al menos un polipéptido seleccionado de entre: (a) un 
polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos de una cualquiera de las SEQ ID NO:4, 2, 8, 10 y 12; y (b) un 
polipéptido que tiene una identidad de secuencia de no menos del 85 % con un polipéptido (a). 
(10) Un método in vitro de preparar un linfocito T citotóxico, comprendiendo el método cocultivar una célula 60 
presentadora de antígeno preparada de acuerdo con el método de (9) con al menos un linfocito T y permitir que 
prolifere el al menos un linfocito T. 
(11) Un método in vitro de acuerdo con (10), en el que se usa opcionalmente una proporción de célula presentadora 
de antígeno: linfocito T de 1:1 a 1:100 en el que los ejemplos de cocultivo mencionados posteriormente, la 
administración del polipéptido usado en la presente invención a un organismo vivo permite la inducción de 65 
inmunocitos en el organismo vivo y puede reducirse o hacerse regresar un cáncer que ya ha aparecido. Por lo 
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tanto, el polipéptido es útil para terapia y/o profilaxis del cáncer. 
 
Breve descripción de los dibujos 
 

La fig. 1 muestra los patrones de expresión del gen KATNAL1 identificado en tejidos normales, tejidos tumorales y 5 
líneas celulares de cáncer de perro. Referencia numérica 1, los patrones de expresión del gen KATNAL1 de perro 
en diversos tejidos y líneas celulares de perro; Referencia numérica 2, los patrones de expresión del gen GAPDH 
de perro en diversos tejidos y líneas celulares de perro; 
La fig. 2 muestra los patrones de expresión del gen KATNAL1 identificado en tejidos normales, tejidos tumorales y 
líneas celulares de cáncer humano. Referencia numérica 3, los patrones de expresión del gen KATNAL1 humano 10 
en diversos tejidos y líneas celulares humanas; Referencia numérica 4, los patrones de expresión del gen GAPDH 
humano en diversos tejidos y líneas celulares humanas. 
La fig. 3 muestra los patrones de expresión del gen KATNAL1 identificado en tejidos normales, tejidos tumorales y 
líneas celulares de cáncer de ratón. Referencia numérica 5, los patrones de expresión del gen KATNAL1 de ratón 
en diversos tejidos y líneas celulares de ratón; Referencia numérica 6, los patrones de expresión del gen GAPDH 15 
de ratón en diversos tejidos y líneas celulares de ratón. 

 
Modo óptimo de llevar a cabo la invención 
 
Los ejemplos del polipéptido contenido en el agente inmunoinductor de la presente invención como principio eficaz 20 
incluyen los siguientes. El término "polipéptido" significa una molécula formada por una pluralidad de aminoácidos 
unidos entre sí mediante enlaces peptídicos e incluye no solo moléculas de polipéptido que tienen grandes números de 
aminoácidos que las constituyen, sino también moléculas de bajo peso molecular que tienen números pequeños de 
aminoácidos (oligopéptidos) y proteínas de longitud completa. La presente invención usa las proteínas KATNAL1 de 
longitud completa que tienen las secuencias de aminoácidos de las SEQ ID NO:2, 4, 8, 10 o 12. 25 
 

(a) un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos de las SEQ ID NO:4, 2, 8, 10 o 12 del LISTADO DE 
SECUENCIAS y tiene actividad inmunoinductora. 
(b) un polipéptido, polipéptido que tiene una identidad de secuencia de no menos del 85 % con el polipéptido (a) y 
una actividad inmunoinductora. 30 

 
En la presente invención, la expresión "que tiene una secuencia de aminoácidos" significa que los restos de 
aminoácidos están dispuestos en dicho orden. Por lo tanto, por ejemplo, "polipéptido que tiene la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO:2" significa polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos de Met Asn Leu Ala ... 
(corte)... Glu Phe Gly Ser Ala que se muestra en la SEQ ID NO:2, polipéptido que tiene un tamaño de 490 restos de 35 
aminoácidos. Además, por ejemplo, "polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:2" puede 
denominarse como "polipéptido de SEQ ID NO:2" para abreviar. Esto también es pertinente para la expresión "que 
tiene una secuencia de bases". En este caso, el término "que tiene" puede sustituirse por la expresión "compuesto de" 
 
Tal como se usa en el presente documento, la expresión "actividad inmunoinductora" significa una capacidad de 40 
inducir inmunocitos que segregan citocinas tales como interferón en un organismo vivo. 
 
Puede confirmarse si el polipéptido tiene o no una actividad inmunoinductora usando, por ejemplo, el conocido ensayo 
ELISPOT. Más específicamente, por ejemplo, tal como se describe en los ejemplos a continuación, se obtienen células 
tales como células mononucleares de sangre periférica a partir de un organismo vivo sometido a administración del 45 
polipéptido cuya actividad inmunoinductora se va a evaluar y las células obtenidas se cocultivan después con el 
polipéptido, seguido de medición de la (s) cantidad(es) de una(s) citocina(s) producidas por las células usando un(os) 
anticuerpo(s) específico(s), posibilitando de esa forma la medición del número de inmunocitos entre las células. 
Mediante esto, es posible la evaluación de la actividad inmunoinductora. 
 50 
Como alternativa, tal como se describe en los ejemplos que se mencionan posteriormente, la administración del 
polipéptido recombinante de cualquiera de (a) o (b) descrito anteriormente a un animal portador de un tumor permite la 
regresión del tumor mediante su actividad inmunoinductora. Por lo tanto, la actividad inmunoinductora anterior puede 
evaluarse también como una capacidad de suprimir el crecimiento de células cancerosas o de causar la reducción o 
desaparición de un tejido canceroso (tumor) (de aquí en adelante denominada como "actividad antitumoral"). La 55 
actividad antitumoral de un polipéptido puede confirmarse mediante, por ejemplo, tal como se describe de forma más 
específica en los ejemplos a de más adelante, la observación de si un tumor se reduce o no cuando el polipéptido se 
administró realmente a un organismo vivo portador de un tumor. 
 
Como alternativa, la actividad antitumoral de un polipéptido puede evaluarse también mediante la observación de si los 60 
linfocitos T estimulados con el polipéptido (esto es, linfocitos T puestos en contacto con células presentadoras de 
antígeno que presentan el polipéptido) muestran o no una actividad citotóxica contra las células tumorales in vitro. El 
contacto entre los linfocitos T y las células presentadoras de antígeno puede llevarse a cabo mediante su cocultivo en 
un medio líquido, tal como se menciona más adelante. La medición de la actividad citotóxica puede llevarse a cabo 
mediante, por ejemplo, el conocido método llamado ensayo de liberación de 51Cr descrito en Int. J. Cancer, 58: pág. 65 
317, 1994. En los casos en los que el polipéptido va a usarse para terapia y/o profilaxis del cáncer, la evaluación de la 
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capacidad inmunoinductora se lleva a cabo preferentemente usando la actividad antitumoral como índice, aunque el 
índice no se limita a ésta. 
 
Cada una de las secuencias de aminoácidos de las SEC ID NO: 4, 8, 10 y 12 del LISTADO DE SECUENCIAS 
desvelado en la presente invención es una secuencia de aminoácidos de la proteína KATNAL1 que se ha aislado, 5 
mediante el método SEREX, usando una biblioteca de ADNc procedente de testículo de perro y suero obtenido de un 
perro portador de un tumor, como un polipéptido que se une de forma específica a un anticuerpo existente en el suero 
de un perro portador de un tumor, o un factor homólogo del polipéptido en el ser humano, vaca, caballo o pollo (véase 
el ejemplo 1). La KATNAL1 humana, que es el factor homólogo humano de KATNAL1 de perro, tiene una identidad de 
secuencia del 95 % en cuanto a la secuencia de bases y del 98 % en cuanto a la secuencia de aminoácidos; la 10 
KATNAL1 bovina, que es el factor homólogo bovino, tiene una identidad de secuencia del 91 % en cuanto a la 
secuencia de bases y del 97 % en cuanto a la secuencia de aminoácidos; la KATNAL1 equina, que es el factor 
homólogo equino, tiene una identidad de secuencia del 87 % en cuanto a la secuencia de bases y del 88 % en cuanto 
a la secuencia de aminoácidos; y la KATNAL1 de pollo, que es el factor homólogo de pollo, tiene una identidad de 
secuencia del 81 % en cuanto a la secuencia de bases y del 90 % en cuanto a la secuencia de aminoácidos. 15 
 
El polipéptido (a) es un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos de las SEQ ID NO:2, 4, 8, 10 o 12 y tiene 
actividad inmunoinductora. El polipéptido es más preferentemente un polipéptido compuesto de una secuencia de 
aminoácidos que tiene una identidad de secuencia de no menos del 85 % con la secuencia de aminoácidos de la SEQ 
ID NO:4 y el polipéptido especialmente preferible tiene la secuencia de aminoácidos de las SEC ID Nº: 2. 4, 8, 10 o 12. 20 
Tal como se conoce en la técnica, un polipéptido que tiene no menos de alrededor de 7 restos de aminoácidos puede 
ejercer su antigenicidad e inmunogenicidad. Por lo tanto, un polipéptido que tiene no menos de alrededor de 7 restos 
de aminoácidos consecutivos de la secuencia de aminoácidos de las SEQ ID NO:2 o 4 puede tener una actividad 
inmunoinductora, de modo que el polipéptido puede usarse para la preparación del agente inmunoinductor. 
 25 
Como principio de inducción inmunitaria mediante administración de un polipéptido antigénico frente al cáncer, se 
conoce el siguiente procedimiento: se incorpora un polipéptido dentro de una célula presentadora de antígeno y 
después se degrada en fragmentos más pequeños mediante peptidasas de la célula, seguido de la presentación sobre 
la superficie de la célula. Los fragmentos son reconocidos por un linfocito T citotóxico o similar que destruye de forma 
selectiva a las células presentadoras de antígeno. El tamaño de los polipéptidos que se presentan sobre la superficie 30 
de la célula presentadora de antígeno es relativamente pequeño y de alrededor de 7 a 30 aminoácidos. Por lo tanto, 
desde el punto de vista de la presentación del polipéptido sobre la superficie de la célula presentadora de antígeno, un 
modo preferido del polipéptido (a) descrito anteriormente es un polipéptido compuesto de alrededor de 7 a 30 
aminoácidos consecutivos de la secuencia de aminoácidos de las SEC ID NO:2, 4, 8, 10 o 12 y, más preferentemente, 
polipéptido compuesto de alrededor de 8 a 30 aminoácidos o de alrededor de 9 a 30 aminoácidos es suficiente como 35 
polipéptido (a). En algunos casos, estos polipéptidos relativamente pequeños se presentan directamente sobre las 
células presentadoras de antígeno sin incorporarse dentro de las células presentadoras de antígeno. 
 
Además, un polipéptido incorporado dentro de una célula presentadora de antígeno se escinde en sitios aleatorios 
mediante peptidasas de la célula para dar diversos fragmentos de polipéptido, los cuales se presentan después sobre 40 
la superficie de la célula presentadora de antígeno. Por lo tanto, la administración de un polipéptido grande tal como la 
región de longitud completa de las SEQ ID NO:2, 4, 8, 10 o 12 causa inevitablemente producción de fragmentos de 
polipéptido por la degradación en la célula presentadora de antígeno, fragmentos que son eficaces para la 
inmunoinducción por medio de la célula presentadora de antígeno. Por lo tanto, también para la inmunoinducción por 
medio de células presentadoras de antígeno, puede usarse preferentemente un polipéptido grande y el polipéptido 45 
puede estar compuesto de no menos de 30, preferentemente no menos de 100, preferentemente no menos de 200, 
aún más preferentemente no menos de 250 aminoácidos. El polipéptido puede estar compuesto aún más 
preferentemente de la región de longitud completa de las SEQ ID NO:2, 4, 8, 10 o 12. 
 
El polipéptido (b) es el mismo polipéptido que el polipéptido (a), excepto porque un número pequeño de restos de 50 
aminoácidos (preferentemente uno o varios) se sustituyen, eliminan o insertan, el cual tiene una identidad de 
secuencia de no menos del 90 %, preferentemente no menos del 95 %,, más preferentemente no menos del 98 %, aún 
más preferentemente no menos del 99 % o no menos del 99,5 % con la secuencia original y tiene una actividad 
inmunoinductora Se conoce bien en la técnica que, en general, hay casos en los que un antígeno proteico conserva 
casi la misma antigenicidad que la proteína original aun cuando la secuencia de aminoácidos de la proteína se 55 
modifique de modo que un número pequeño de restos de aminoácidos se sustituyan, eliminen o inserten, Por lo tanto, 
como el polipéptido (b) también puede ejercer una actividad inmunoinductora, puede usarse para la preparación del 
agente inmunoinductor para su uso de acuerdo con la presente invención. Además, el polipéptido (b) también es 
preferentemente un polipéptido que tiene la misma secuencia de aminoácidos que la secuencia de aminoácidos de las 
SEQ ID NO:2, 4, 8, 10 o 12, excepto porque uno o varios restos de aminoácidos se sustituyen, eliminan y/o insertan. 60 
Tal como se usa en el presente documento, el término "varios" significa un número entero de 2 a 10, preferentemente 
un número entero de 2 a 6, más preferentemente un número entero de 2 a 4. 
 
Tal como se usa en el presente documento, la expresión "identidad de secuencia" de secuencias de aminoácidos o 
secuencias de bases significa el valor calculado alineando dos secuencias de aminoácidos (o secuencias de bases) 65 
para comparar, de modo que el número de restos de aminoácidos (o bases) emparejados entre las secuencias de 
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aminoácidos (o secuencias de bases) sea máximo, y dividiendo el número de restos de aminoácidos emparejados (o el 
número de bases emparejadas) por el número total de restos de aminoácidos (o el número total de bases), cuyo valor 
se representa como un porcentaje. Cuando se lleva a cabo el alineamiento, se insertan uno o más huecos dentro de 
una o las dos secuencias para comparar según sea necesario. Dicho alineamiento de secuencias puede llevarse a 
cabo usando un programa bien conocido, tal como BLAST, FASTA o CLUSTAL W. Cuando se insertan uno o más 5 
huecos, el número total de restos de aminoácidos descrito anteriormente es el número de restos calculado contando 
un hueco como un resto de aminoácido. Cuando el número total de restos de aminoácidos así contados es diferente 
entre las dos secuencias para comparar, la identidad de secuencia ( %) se calcula dividiendo el número de restos de 
aminoácidos emparejados por el número total de restos de aminoácidos de la secuencia más larga. 
 10 

Los 20 tipos de aminoácidos que constituyen proteínas de origen natural pueden clasificarse en grupos, en cada uno 
de los cuales se comparten propiedades similares, por ejemplo, en aminoácidos neutros con cadenas laterales que 
tienen baja polaridad (Gly, Ile, Val, Leu, Ala, Met, Pro), aminoácidos neutros que tienen cadenas laterales hidrófilas 
(Asn, Gln, Thr, Ser, Tyr, Cys), aminoácidos ácidos (Asp, Glu), aminoácidos básicos (Arg, Lys, His) y aminoácidos 
aromáticos (Phe, Tyr, Trp). Se sabe que, en muchos casos, la sustitución de un aminoácido dentro del mismo grupo no 15 
cambia las propiedades del polipéptido. Por lo tanto, en los casos en los que se sustituye un resto de aminoácido en el 
polipéptido (a) de la presente invención, la probabilidad de que pueda conservarse la actividad inmunoinductora puede 
aumentarse llevando a cabo la sustitución dentro del mismo grupo, lo cual se prefiere. 
 
El polipéptido (c) es un polipéptido que comprende el polipéptido (a) o (b) como una secuencia parcial y tiene una 20 
actividad inmunoinductora. Esto es, el polipéptido (c) es un polipéptido en el cual se añaden uno o más aminoácidos o 
uno o más polipéptidos a uno o ambos extremos del polipéptido (a) o (b) y tiene una actividad inmunoinductora. Dicho 
polipéptido también puede usarse para la preparación del agente inmunoinductor para su uso de acuerdo con la 
presente invención. 
 25 
Los polipéptidos descritos anteriormente pueden sintetizarse mediante, por ejemplo, un método de síntesis química tal 
como el método Fmoc (método del fluorenilmetiloxicarbonilo) o el método tBoc (método del t-butiloxicarbonilo). 
Además, pueden sintetizarse mediante métodos convencionales usando diversos tipos de sintetizadores de péptidos 
disponibles comercialmente. Además, el polipéptido de interés puede obtenerse usando técnicas de ingeniería 
genética conocidas preparando un polinucleótido que codifica el polipéptido e incorporando el polinucleótido dentro de 30 
un vector de expresión, seguido de la introducción del vector resultante dentro de una célula anfitriona y permitiendo 
que la célula anfitriona produzca el polipéptido en ella. 
 
El polinucleótido que codifica el polipéptido anterior puede prepararse fácilmente mediante una técnica de ingeniería 
genética conocida o un método convencional usando un sintetizador de ácido nucleico disponible comercialmente. Por 35 
ejemplo, el ADN que tiene la secuencia de bases de la SEQ ID NO:1 puede prepararse llevando a cabo una PCR 
usando un ADN cromosómico o una biblioteca de ADNc de perro como molde y un par de cebadores diseñados de 
modo que la secuencia de bases de SEQ ID NO:1 pueda amplificarse con ellos. El ADN que tiene la secuencia de 
bases de la SEQ ID NO:3 puede prepararse de forma similar usando un ADN cromosómico o una biblioteca de ADNc 
humano como molde. Las condiciones de reacción para la PCR pueden ajustarse apropiadamente y los ejemplos de 40 
las condiciones de reacción incluyen, pero no se limitan a, repetir el proceso de reacción de 94 °C durante 30 segundos 
(desnaturalización), 55 °C durante 30 segundos a 1 minuto (hibridación) y 72 °C durante 2 minutos (elongación) 
durante, por ejemplo, 30 ciclos, seguidos de reacción a 72 ºC durante 7 minutos. Además, el ADN deseado puede 
aislarse preparando una sonda o cebador apropiados basándose en la información de la secuencia de bases o la 
secuencia de aminoácidos de las SEQ ID NO:1 o 3 del LISTADO DE SECUENCIAS de la presente descripción y 45 
explorando una biblioteca de ADNc de perro, humana o similar usando la sonda o cebador. La biblioteca de ADNc se 
prepara preferentemente a partir de células, un órgano o un tejido que expresan la proteína de las SEQ ID NO:2 o 4. 
Las operaciones descritas anteriormente tales como preparación de la sonda o cebador, construcción de la biblioteca 
de ADNc, exploración de la biblioteca de ADNc y clonación del gen de interés son conocidas por los expertos en la 
técnica y pueden llevarse a cabo de acuerdo con los métodos descritos en Molecular Cloning, segunda edición, 50 
Current Protocols in Molecular Biology; y/o similares. A partir del ADN así obtenido, puede obtenerse ADN que codifica 
el polipéptido (a). Además, como se conocen los codones que codifican cada aminoácido, la secuencia de bases de un 
polinucleótido que codifica una secuencia de aminoácidos específica puede especificarse fácilmente. Por lo tanto, 
como la secuencia de bases de un polinucleótido que codifica el polipéptido (b) o el polipéptido (c) también puede 
especificarse fácilmente, dicho polinucleótido también puede sintetizarse fácilmente usando un sintetizador de ácido 55 
nucleico disponible comercialmente de acuerdo con un método convencional. 
 
Las células anfitrionas no se restringen, siempre y cuando las células puedan expresar el polipéptido descrito 
anteriormente y los ejemplos de células incluyen, pero no se limitan a, células procariotas, tales como Escherichia coli; 
y células eucariotas tales como células cultivadas de mamífero incluyendo células de riñón de mono COS1 y células de 60 
ovario de hámster chino CHO; levadura en gemación; levadura en fisión; células de gusano de seda y células de 
huevos de Xenopus laevis. 
 
En los casos en los que se usan células procariotas como células anfitrionas, se usa un vector de expresión que 
contiene un origen que posibilita la replicación del vector en una célula procariota, un promotor, un sitio de unión a 65 
ribosomas, un sitio de clonación de ADN, un terminador y/o similar. Los ejemplos del vector de expresión para E. coli 
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incluyen el sistema pUC, pBluescriptII, sistema de expresión pET y sistema de expresión pGEX. Incorporando un ADN 
que codifica el polipéptido anterior dentro de dicho vector de expresión y transformando células anfitrionas procariotas 
con el vector, seguido de cultivo de los transformantes resultantes, el polipéptido codificado por el ADN puede 
expresarse en las células anfitrionas procariotas. En tal caso, el polipéptido también puede expresarse como una 
proteína de fusión con otra proteína. 5 
 
En los casos en los que se usan células eucariotas como células anfitrionas, se usa un vector de expresión para 
células eucariotas, que comprende un promotor, sitio de corte y empalme, sitio de adición de poli (A) y/o similar como 
el vector de expresión. Los ejemplos de dicho vector de expresión incluyen pKA1, pCDM8, pSVK3, pMSG, pSVL, 
pBK-CMV, pBK-RSV, vector de VEB pRS, pcDNA3, pMSG y pYES2. De forma similar al caso anterior, incorporando 10 
un ADN que codifica el polipéptido anterior dentro de dicho vector de expresión y transformando células anfitrionas 
eucariotas con el vector, seguido de cultivo de los transformantes resultantes, el polipéptido codificado por el ADN 
puede expresarse en las células anfitrionas eucariotas. En los casos en los que se usa pIND/V5-His, pFLAG- CMV-2, 
pEGFP-N1, pEGFP-C1 o similar como el vector de expresión, el polipéptido anterior puede expresarse como una 
proteína de fusión que comprende un marcador tal como un marcador de His, un marcador FLAG, un marcador myc, 15 
un marcador HA o GFP 
 
Para la introducción del vector de expresión dentro de las células anfitrionas, puede usarse un método bien conocido 
tal como electroporación, el método del fosfato cálcico, el método de los liposomas o el método de DEAE-dextrano. 
 20 
El aislamiento y purificación del polipéptido de interés a partir de las células anfitrionas puede llevarse a cabo mediante 
una combinación de operaciones de separación conocidas. Los ejemplos de las operaciones de separación conocidas 
incluyen, pero no se limitan a, tratamiento con un desnaturalizante tal como urea o con un tensioactivo; tratamiento con 
ultrasonido; digestión enzimática; expulsión salina o precipitación fraccionada del disolvente; diálisis, centrifugación, 
ultrafiltración, filtración en gel, SDS-PAGE; isoelectroenfoque; cromatografía de intercambio iónico; cromatografía 25 
hidrófoba; cromatografía de afinidad; y cromatografía de fase inversa. 
 
Los polipéptidos obtenidos mediante los métodos anteriores también incluyen, tal como se ha mencionado 
anteriormente, aquellos en forma de una proteína de fusión con otra proteína arbitraria. Los ejemplos de dichos 
polipéptidos incluyen proteínas de fusión con glutatión S-transferasa (GST) y proteínas de fusión con un marcador de 30 
His. Dicho polipéptido en forma de una proteína de fusión también se incluye dentro del alcance de la presente 
invención como el polipéptido (c) descrito anteriormente. Además, en algunos casos, el polipéptido expresado en una 
célula transformada se modifica de diversas formas en la célula después de la traducción. Dicho polipéptido 
modificado postraduccionalmente también se incluye dentro del alcance de la presente invención siempre y cuando 
tenga una actividad inmunoinductora. Los ejemplos de dicha modificación postraduccional incluyen: eliminación de 35 
metionina N-terminal; acetilación N-terminal; glucosilación; degradación limitada por una proteasa intracelular; 
miristoilación; isoprenilación y fosforilación. 
 
Tal como se describe de forma más concreta en los ejemplos que se mencionan más adelante, la administración del 
polipéptido que tiene una actividad inmunoinductora a un organismo vivo portador de un tumor posibilita la regresión 40 
de un tumor ya existente. Por lo tanto, el agente inmunoinductor para su uso de acuerdo con la presente invención 
puede usarse como como agente terapéutico y/o profiláctico para el cáncer. Además, el polipéptido que tiene una 
actividad inmunoinductora puede usarse para un método de terapia y/o profilaxis del cáncer mediante 
inmunoinducción. 
 45 
Tal como se usa en el presente documento, los términos "tumor" y "cáncer" significan una neoplasia maligna y se usan 
indistintamente. 
 
En este caso, el cáncer que se va a tratar no se restringe, siempre y cuando el gen que codifica el polipéptido de la 
SEQ ID NO:KATNAL1 se exprese en el cáncer y el cáncer sea preferentemente cáncer de mama, tumor cerebral, 50 
adenocarcinoma perianal, neuroblastoma, mastocitoma, cáncer de hígado, cáncer de próstata, cáncer de pulmón, 
cáncer de tiroides o leucemia. 
 
El animal objeto es preferentemente un mamífero, más preferentemente un mamífero tal como un primate, un animal 
de compañía, un animal doméstico o un animal de deporte, en especial, preferentemente un ser humano, perro o gato. 55 
 
La vía de administración del agente inmunoinductor para su uso de acuerdo con la presente invención a un organismo 
vivo puede ser, bien administración oral, o bien administración parenteral y es preferentemente administración 
parenteral tal como administración intramuscular, administración subcutánea, administración intravenosa o 
administración intraarterial. En los casos en los que el agente inmunoinductor se usa para terapia del cáncer, puede 60 
administrarse a un ganglio linfático regional cerca del tumor que se va a tratar, tal como se describe en los ejemplos a 
continuación, a fin de potenciar su actividad anticancerosa. La dosis puede ser cualquier dosis siempre y cuando la 
dosis sea eficaz para la inmunoinducción y, por ejemplo, en los casos en los que el agente se usa para terapia y/o 
profilaxis del cáncer, la dosis puede ser una eficaz para terapia y/o profilaxis del cáncer. La dosis eficaz para terapia y/o 
profilaxis del cáncer se selecciona apropiadamente dependiendo del tamaño, síntomas y similares del tumor y la dosis 65 
eficaz es habitualmente de 0,0001 µg a 1000 µg, preferentemente de 0,001 µg a 1000 µg por animal objeto por día. El 
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agente puede administrarse una vez, o de forma dividida en varias veces. El agente se administra preferentemente de 
forma dividida en varias veces, cada varios días a varios meses. Tal como se muestra concretamente en los ejemplos 
más adelante, el agente inmunoinductor para su uso de acuerdo con la presente invención puede causar regresión de 
un tumor que ya ha aparecido. Por lo tanto, como el agente también puede ejercer su actividad anticancerosa contra 
un número pequeño de células cancerosas en un estadio precoz, el desarrollo o recidiva del cáncer pueden prevenirse 5 
usando el agente antes del desarrollo del cáncer o después de la terapia para el cáncer. Esto es, el agente 
inmunoinductor de la presente invención es eficaz tanto para la terapia como para la profilaxis del cáncer. 
 
El agente inmunoinductor para su uso de acuerdo con la presente invención puede contener solamente un polipéptido 
o puede formularse mezclándose de la forma apropiada con un aditivo tal como un excipiente, diluyente o vehículo 10 
farmacéuticamente aceptable adecuado para cada modo de administración. Los métodos y aditivos de formulación 
que pueden usarse se conocen bien en el campo de la formulación de los productos farmacéuticos y puede usarse 
cualquiera de los métodos o aditivos. Los ejemplos específicos de los aditivos incluyen, pero no se limitan a, diluyentes 
tales como soluciones de tampón fisiológicas; vehículos tales como azúcar, lactosa, almidón de maíz, fosfato de calcio, 
sorbitol y glicina; aglutinantes tales como jarabe, gelatina, goma arábiga, sorbitol, cloruro de polivinilo y tragacanto; y 15 
lubricantes tales como estearato de magnesio, polietilenglicol, talco y sílice. Los ejemplos de la formulación incluyen 
preparaciones orales tales como comprimidos, cápsulas, gránulos, jarabes; y otras formulaciones tales como 
inhalantes, soluciones para inyección, supositorios y soluciones. Estas formulaciones pueden prepararse mediante 
métodos de producción conocidos comúnmente. 
 20 
El agente inmunoinductor para su uso de acuerdo con la presente invención puede usarse en combinación con un 
inmunopotenciador capaz de potenciar la respuesta inmunitaria en un organismo vivo. El inmunopotenciador puede 
estar contenido en el agente inmunoinductor de la presente invención o administrarse como una composición 
separada a un paciente en combinación con el agente inmunoinductor de la presente invención. 
 25 
Los ejemplos del inmunopotenciador incluyen adyuvantes. Los adyuvantes pueden potenciar la respuesta inmunitaria 
proporcionando un reservorio de antígeno (extracelularmente o dentro de los macrófagos), activando macrófagos y 
estimulando grupos específicos de linfocitos, potenciando de esa forma la respuesta inmunitaria y, por tanto, la acción 
anticancerosa. Por lo tanto, especialmente en los casos en los que el agente inmunoinductor para su uso de acuerdo 
con la presente invención se usa para terapia y/o profilaxis del cáncer, el agente inmunoinductor comprende 30 
preferentemente un adyuvante, además del polipéptido descrito anteriormente, como principio eficaz. Se conocen bien 
en la técnica numerosos tipos de adyuvantes y puede usarse cualquiera de estos adyuvantes. Los ejemplos 
específicos de los adyuvantes incluyen MPL (SmithKline Beecham), homólogos de lipopolisacárido Re 595 de 
Salmonella minnesota obtenidos después de la purificación e hidrólisis ácida del lipopolisacárido; QS21 (SmithKline 
Beecham), saponina QA-21 pura, purificada a partir de un extracto de Quillja saponaria; DQS21 descrito en la solicitud 35 
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, págs. 178-186); adyuvante incompleto de Freund; adyuvante completo de Freund; vitamina E 
montanida; alumbre; oligonucleótidos de CpG (véase, por ejemplo, Kreig y 7 colaboradores, Nature, vol. 374, págs. 
546-549); poli-I:C y derivados del mismo (p. ej., poly ICLC) y diversas emulsiones de agua en aceite preparadas a 
partir de aceites biodegradables, tales como escualeno y/o tocoferol. Entre estos, se prefieren el adyuvante incompleto 40 
de Freund; montanida; poli-I:C y derivados del mismo; oligonucleótidos de CpG. La proporción de mezcla entre el 
adyuvante descrito anteriormente y el polipéptido es normalmente de alrededor de 1:10 a 10:1, preferentemente de 
alrededor de 1:5 a 5:1, más preferentemente de alrededor de 1:1. Sin embargo, el adyuvante no se limita a los 
ejemplos descritos anteriormente y los adyuvantes conocidos en la técnica distintos de los descritos anteriormente 
también pueden usarse cuando se administra el agente inmunoinductor de la presente invención (véase,  por ejemplo, 45 
Goding, "Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 2ª edición", 1986). Los métodos de preparación de mezclas o 
emulsiones para un polipéptido y un adyuvante son bien conocidos para los expertos en la técnica de la vacunación. 
 
Además, adicionalmente a los adyuvantes descritos anteriormente, pueden usarse factores que estimulan la respuesta 
inmunitaria del sujeto como el inmunopotenciador descrito anteriormente. Por ejemplo, pueden usarse diversas 50 
citocinas que tienen una propiedad de estimular linfocitos y/o células presentadoras de antígeno como el 
inmunopotenciador en combinación con el agente inmunoinductor para su uso de acuerdo con la presente invención. 
Son conocidas para los expertos en la técnica una serie de dichas citocinas capaces de potenciar la respuesta 
inmunitaria y los ejemplos de citocinas incluyen, pero no se limitan a, interleucina 12 (IL-12), GM-CSF, IL-18, interferón 
α, interferón β, interferón ω, interferón γ, y ligando Flt3, las cuales se ha demostrado que potencian la acción 55 
profiláctica de las vacunas. Dichos factores también pueden usarse como el inmunopotenciador descrito anteriormente 
y pueden estar contenidos en el agente inmunoinductor para su uso de acuerdo con la presente invención, o pueden 
prepararse como una composición separada para administrarse al paciente en combinación con el agente 
inmunoinductor para su uso de acuerdo con la presente invención. 
 60 
Poniendo el polipéptido descrito anteriormente en contacto con células presentadoras de antígeno in vitro, puede 
hacerse que las células presentadoras de antígeno presenten el polipéptido. Esto es, los polipéptidos (a) a (c) 
descritos anteriormente pueden usarse como agentes para tratar las células presentadoras de antígeno. Los ejemplos 
de las células presentadoras de antígeno que pueden usarse preferentemente incluyen células dendríticas y linfocitos 
B que tienen moléculas de MHC de clase I. Se han identificado diversas moléculas de MHC de clase I y son bien 65 
conocidas. Las moléculas de MHC del ser humano se llaman HLA. Los ejemplos de moléculas HLA de clase I incluyen 
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HLA-A, HLA-B y HLA-C, de forma más específica, HLA-A1, HLA-A0201, HLA-A0204, HLA-A0205, HLA-A0206, 
HLA-A0207, HLA-A11, HLA-A24, HLA-A31, HLA-A6801, HLA-B7, HLA-B8, HLA-B2705, HLA-B37, HLA-Cw0401 y 
HLA-Cw0602. 
 
Las células dendríticas o linfocitos B que tienen moléculas de MHC de clase I pueden prepararse a partir de sangre 5 
periférica mediante un método bien conocido. Por ejemplo, pueden inducirse células dendríticas específicas de tumor 
induciendo células dendríticas de médula ósea, cordón umbilical o sangre periférica del paciente usando factor 
estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF, por sus siglas en inglés) e IL-3 (o IL-4) y añadiendo 
después un péptido relacionado con tumor al sistema de cultivo. 
 10 

Administrando una cantidad eficaz de dichas células dendríticas, puede inducirse una respuesta deseada para la 
terapia de un cáncer. Como células, pueden usarse médula ósea o cordón umbilical donados por un individuo sano, o 
médula ósea, sangre periférica o similar del paciente. Cuando se usan células autólogas del paciente, puede 
conseguirse una alta seguridad y se espera evitar efectos secundarios graves. La sangre periférica o la médula ósea 
pueden ser cualquiera de muestra fresca, muestra refrigerada y muestra crioconservada. Al igual que para la sangre 15 
periférica, puede cultivarse la sangre total o pueden separarse y cultivarse los componentes leucocitarios, y lo último 
se es más eficaz y, por tanto, se prefiere. Además, entre los componentes leucocitarios, pueden separarse las células 
mononucleares. En los casos en los que las células se originan a partir de médula ósea o sangre de cordón umbilical, 
pueden cultivarse todas las células que constituyen la médula ósea, o pueden separarse de ellas y cultivarse las 
células mononucleares. La sangre periférica, los componentes leucocitarios de la misma y las células de la médula 20 
ósea contienen células mononucleares, citoblastos hematopoyéticos y células dendríticas inmaduras, a partir de las 
cuales se originan células dendríticas y también células CD4 positivas y similares. El método de producción para la 
citocina no se restringe y puede emplearse una citocina de origen natural o recombinante o similar, siempre y cuando 
se hayan confirmado su seguridad y actividad fisiológica. Preferentemente, se usa una preparación con calidad 
garantizada para uso médico en la cantidad mínima necesaria. La concentración de la(s) citocina(s) que se ha de 25 
añadir no se restringe, siempre y cuando se induzcan las células dendríticas a la concentración y, habitualmente, la 
concentración total de la(s) citocina(s) es preferentemente de alrededor de 10 a 1000 ng/ml, más preferentemente de 
alrededor de 20 a 500 ng/ml. El cultivo puede llevarse a cabo usando un medio bien conocido usado habitualmente 
para cultivo de leucocitos. La temperatura de cultivo no se restringe, siempre y cuando la proliferación de leucocitos 
sea posible a la temperatura, y la más preferida es una temperatura de alrededor de 37 ºC, que es la temperatura 30 
corporal del ser humano. El entorno atmosférico durante el cultivo no se restringe, siempre y cuando la proliferación de 
los leucocitos sea posible en el entorno, y el cultivo se lleva a cabo preferentemente en un flujo de CO2.al 5 %. El 
periodo de cultivo no se restringe, siempre y cuando se induzcan un número necesario de las células, y habitualmente 
es de 3 días a 2 semanas. Al igual que para los aparatos usados para la separación y cultivo de las células, pueden 
emplearse aparatos apropiados, preferentemente aquellos cuya seguridad para la aplicación en usos médicos se ha 35 
confirmado y cuyas operaciones son estables y simples. En particular, los ejemplos de aparato de cultivo celular 
incluyen no solo recipientes generales como placas de Petri, recipientes y frascos, sino también recipientes de tipo 
capa, recipientes multifásicos, frascos rotatorios, frascos de agitación, recipientes de cultivo de tipo bolsa y columnas 
de fibra hueca. 
 40 
El propio método que va a usarse para poner el polipéptido descrito anteriormente en contacto con las células 
presentadoras de antígeno in vitro pueden ser de los bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, las células 
presentadoras de antígeno pueden cultivarse en un medio de cultivo que contiene el polipéptido descrito 
anteriormente. La concentración del péptido en el medio no se restringe, y es habitualmente de alrededor de 1 a 100 
µg/ml, preferentemente de alrededor de 5 a 20 µg/ml. La densidad celular durante el cultivo no se restringe y es 45 
habitualmente de alrededor de 103 a 107 células/ml, referentemente de alrededor de 5x104 a 5x106 células/ml. El 
cultivo se lleva a cabo preferentemente de acuerdo con un método convencional a 37 ºC en atmósfera de CO2 al 5 %. 
La longitud máxima del péptido que puede presentarse sobre la superficie de las células presentadoras de antígenos 
es habitualmente de alrededor de 30 restos de aminoácidos. Por lo tanto, en los casos en los que las células 
presentadoras de antígeno se ponen en contacto con el polipéptido in vitro, el polipéptido puede prepararse de modo 50 
que su longitud no sea de más de 30 restos de aminoácidos, aunque la longitud no se restringe. 
 
Cultivando las células presentadoras de antígeno en coexistencia con el polipéptido descrito anteriormente, el 
polipéptido se incorpora dentro de las moléculas de MHC de las células presentadoras de antígeno y se presenta 
sobre la superficie de las células presentadoras de antígeno. Por lo tanto, usando el polipéptido descrito anteriormente, 55 
pueden prepararse células presentadoras de antígeno aisladas que contienen el complejo entre el polipéptido y la 
molécula de MHC. Dichas células presentadoras de antígenos pueden presentar el polipéptido contra los linfocitos T in 
vivo o in vitro, para inducir y permitir la proliferación de linfocitos T citotóxicos específicos para el polipéptido. 
 
Poniendo en contacto las células presentadoras de antígeno así preparadas que tienen el complejo entre el polipéptido 60 
descrito anteriormente y la molécula de MHC con los linfocitos T in vitro, pueden inducirse linfocitos T citotóxicos 
específicos para el polipéptido y permitir que proliferen. Esto puede llevarse a cabo cocultivando las células 
presentadoras de antígeno descritas anteriormente y linfocitos T en un medio líquido. Por ejemplo, las células 
presentadoras de antígeno pueden suspenderse en un medio líquido y colocarse en un recipiente tal como un pocillo 
de una microplaca, seguido de la adición de linfocitos T al pocillo y después realizar el cultivo. La proporción de mezcla 65 
de las células presentadoras de antígeno con respecto a los linfocitos T en el cocultivo no se restringe y es 
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habitualmente de alrededor de 1:1 a 1:100, preferentemente de alrededor de 1:5 a 1:20 en cuanto al número de 
células. La densidad de las células presentadoras de antígeno que se van a suspender en el medio líquido no se 
restringe y es habitualmente de alrededor de 100 a 10.000.000 células/ml, preferentemente de alrededor de 10.000 a 
1.000.000 células/ml. El cultivo se lleva a cabo mediante un método convencional a 37 ºC en atmósfera de CO2 al 5 %. 
El periodo de cultivo no se restringe y habitualmente es de 2 días a 3 semanas, y habitualmente es de 4 días a 2 5 
semanas. El cocultivo se lleva a cabo preferentemente en presencia de una o más interleucinas tales como IL-2, IL-6, 
IL-7 y/o IL-12. En dichos casos, la concentración de IL-2 o IL-7 es habitualmente de alrededor de 5 a 20 U/ml, la 
concentración de IL-6 es habitualmente de alrededor de 500 a 2000 U/ml y la concentración de IL-12 es habitualmente 
de alrededor de 5 a 20 U/ml, pero las concentraciones de las interleucinas no se restringen a éstas. El cocultivo 
anterior puede repetirse de una a varias veces con adición de células presentadoras de antígenos frescas. Por 10 
ejemplo, La operación de eliminar el sobrenadante de cultivo después del cocultivo y añadir una suspensión fresca de 
células presentadoras de antígeno para seguir llevando a cabo el cocultivo puede repetirse de una a varas veces. Las 
condiciones para cada cocultivo pueden ser las mismas que las descritas anteriormente. 
 
Mediante el cocultivo descrito anteriormente, se inducen linfocitos T citotóxicos específicos para el polipéptido y se 15 
permite que proliferen. Por lo tanto, usando el polipéptido descrito anteriormente, pueden prepararse linfocitos T 
aislados que se unen de forma selectiva al complejo entre el polipéptido y la molécula de MHC. 
 
Tal como se describe en los ejemplos de más adelante, el gen KATNAL1 se expresa de forma específica en células de 
cáncer de mama, tejidos de cáncer de mama, células de tumor cerebral, tejidos de tumor cerebral, tejidos de 20 
adenocarcinoma perianal, células de adenocarcinoma perianal, tejidos de mastocitoma, células de mastocitoma, 
células de neuroblastoma, células de cáncer de hígado, tejidos de cáncer de hígado, células de cáncer de próstata, 
tejidos de cáncer de próstata, células de cáncer de pulmón, tejidos de cáncer de pulmón, células de cáncer de tiroides, 
tejidos de cáncer de tiroides, y células de leucemia. Por lo tanto, se piensa que, en estas especies de cáncer, existe 
una cantidad de KATNAL1 significativamente mayor que en las células normales. Por lo tanto, cuando las moléculas 25 
de MHC presentan una parte del polipéptido KATNAL1 presente en células sobre la superficie de las células 
cancerosas y los linfocitos T citotóxicos así preparados se administran el organismo vivo, los linfocitos T citotóxicos 
pueden dañar a las células cancerosas usando el polipéptido presentado como marcador. Como las células 
presentadoras de antígeno que presentan el polipéptido descrito anteriormente pueden inducir y permitir la 
proliferación de linfocitos T citotóxicos específicos para el polipéptido también in vivo, las células cancerosas pueden 30 
dañarse también administrando las células presentadoras de antígeno a un organismo vivo. Esto es, los linfocitos T 
citotóxicos y las células presentadoras de antígeno preparadas usando el polipéptido también son eficaces como 
agentes terapéuticos y/o profilácticos para el cáncer, de forma similar al agente inmunoinductor de la presente 
invención. 
 35 

En los casos en los que las células presentadoras de antígeno aisladas o los linfocitos T aislados descritos 
anteriormente se administran a un organismo vivo, estos se preparan preferentemente tratando las células 
presentadoras de antígeno o los linfocitos T recogidos del paciente que se va a tratar, usando el polipéptido (a) o (b) 
descrito anteriormente con el fin de evitar la respuesta inmunitaria en el organismo vivo que ataque a estas células 
como cuerpos extraños. 40 
 
El agente terapéutico y/o profiláctico para el cáncer que comprende como principio eficaz las células presentadoras de 
antígeno o los linfocitos T se administra preferentemente por medio de una vía de administración parenteral, por 
ejemplo, mediante administración intravenosa o intraarterial. La dosis se selecciona apropiadamente dependiendo de 
los síntomas, el propósito de la administración y similar y es habitualmente de alrededor de 1 célula a 45 
10.000.000.000.000 células, preferentemente de 1.000.000 células a 1.000.000.000 células, dosis que se administra 
preferentemente de una vez cada varios días a una vez cada varios meses. La formulación puede ser, por ejemplo, las 
células suspendidas en tampón salino fisiológico y la formulación puede usarse en combinación con otra(s) 
preparación/preparaciones y/o citocina(s) anticancerosa(s). Además, también pueden añadirse uno o más aditivos 
bien conocidos en el campo de la formulación de productos farmacéuticos. 50 
 
Expresando un polinucleótido que codifica cualquiera de los polipéptidos (a) a (b) en el organismo del animal objeto 
también puede inducirse la producción de anticuerpos y linfocitos T citotóxicos en el organismo vivo y puede obtenerse 
un efecto comparable al obtenido en el caso de la administración del polipéptido. Esto es, el agente inmunoinductor 
para su uso de acuerdo con la presente invención puede ser uno que comprende como principio eficaz un vector 55 
recombinante que tiene un polinucleótido que codifica cualquiera de los polinucleótidos (a) a (b), vector recombinante 
que es capaz de expresar el polipéptido en un organismo vivo. Dicho vector recombinante capaz de expresar un 
polipéptido antigénico tal como se muestra en los ejemplos que se mencionan posteriormente también se llama 
vacuna génica. 
 60 

El vector usado para la producción de la vacuna génica no se restringe siempre y cuando sea un vector capaz de 
expresar el polipéptido en una célula del animal objeto (preferentemente en una célula de mamífero) y puede ser, bien 
un vector de plásmido o bien un vector de virus y puede usarse cualquier vector conocido en el campo de las vacunas 
génicas. El polinucleótido tal como un ADN o ARN que codifica el polipéptido descrito anteriormente puede prepararse 
fácilmente tal como se ha mencionado anteriormente mediante un método convencional. La incorporación del 65 
polinucleótido dentro del vector puede llevarse a cabo usando un método bien conocido para los expertos en la 
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técnica. 
 
La vía de administración de la vacuna génica es preferentemente una vía parenteral tal como la administración 
intramuscular, subcutánea, intravenosa o intraarterial. La dosis puede seleccionarse apropiadamente dependiendo del 
tipo de antígeno y similar y es habitualmente de alrededor de 0,1 µg a 100 mg, preferentemente de alrededor de 1 µg 5 
a 10 mg en cuanto a peso de la vacuna génica por kb de peso corporal. 
 
Los ejemplos del método que usa un vector de virus incluyen aquellos en los que se incorpora un polinucleótido que 
codifica el polipéptido descrito anteriormente dentro de un virus de ARN o un virus de ADN, tal como un retrovirus, 
adenovirus, virus adenoasociado, herpesvirus, virus variolovacunal, poxvirus, poliovirus o virus Sinbis y después se 10 
infecta un animal objeto con el virus resultante. Entre estos métodos, se prefieren especialmente los que usan un 
retrovirus, adenovirus, virus adenoasociado, virus variolovacunal o similar. 
 
Los ejemplos de otros métodos incluyen un método en el que se administra directamente un plásmido de expresión por 
vía intramuscular (método de vacuna de ADN) y el método del liposoma, método de lipofectina, método de 15 
microinyección, método del fosfato cálcico y método de electroporación. Se prefieren especialmente el método de la 
vacuna de ADN y el método del liposoma. 
 
Los métodos para fabricar el gen que codifica el polipéptido descrito anteriormente usado en la presente invención 
actúan realmente como un producto farmacéutico, incluyen métodos in vivo en los que el gen se introduce 20 
directamente dentro del organismo y métodos ex vivo en los que se recogen del animal objeto un tipo determinado de 
células y el gen se introduce después en las células ex vivo, seguido de la devolución de las células al organismo 
(Nikkei Science, 1994, abril, págs. 20-45; The Pharmaceutical Monthly, 1994, vol. 36, n.º 1, págs. 23-48; Experimental 
Medicine, edición extraordinaria, 1994, vol.12, n.º 15; y las referencias citadas en estas bibliografías, y similares). Se 
prefieren más los métodos in vivo. 25 
 
En los casos en los que el gen se administra mediante un método in vivo, el gen puede administrarse mediante una vía 
de administración apropiada dependiendo de la enfermedad que se va a tratar, síntomas y similares. El gen puede 
administrarse, por ejemplo, mediante administración intravenosa, intraarterial, subcutánea o intramuscular. En los 
casos en los que el gen se administra mediante un método in vitro, el gen puede formularse en una preparación tal 30 
como una solución y, en general, se formula en una solución para inyección o similar que contiene ADN que codifica el 
péptido descrito anteriormente de la presente invención como principio eficaz. También puede añadirse a ésta un 
excipiente usado comúnmente según sea necesario. En los casos de un liposoma o liposoma de fusión de membrana 
(virus Sendai (VHJ)-liposoma o similar) que contiene ADN, el liposoma puede formularse dentro de una preparación de 
liposomas tal como una suspensión, preparación congelada o preparación congelada concentrada mediante 35 
centrifugación. 
 
En la presente invención, "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 a ésta. Por lo tanto, "el polinucleótido que tiene la secuencia 
de bases de la SEQ ID NO:1" incluye el polinucleótido monocatenario que tiene la secuencia de bases real de la SEQ 40 
ID NO:1, el polinucleótido monocatenario que tiene la secuencia de bases complementaria a éste y el polinucleótido 
bicatenario compuesto de estos polinucleótidos monocatenarios. Cuando se prepara un polinucleótido que codifica el 
polipéptido usado en la presente invención, se selecciona apropiadamente cualquiera de estas secuencias de bases y 
los expertos en la técnica pueden llevar a cabo la selección fácilmente. 
 45 
Ejemplos 
 
La presente invención se describirá ahora de forma más concreta por medio de ejemplos. 
 
Ejemplo 1: Obtención de proteína antigénica cancerosa novedosa mediante el método SEREX 50 
 
(1) Preparación de biblioteca de ADNc 
 
Se extrajo ARN total de testículos de un perro mediante el método de ácido-guanidinio-fenolcloroformo y se purificó 
ARN poli(A) usando el kit  Oligotex-dT30 mRNA purification Kit (fabricado por Takara Shuzo Co., Ltd.) de acuerdo con 55 
el protocolo adjunto al kit. 
 
Usando el ARNm obtenido (5 µg), se sintetizó una biblioteca de ADNc en fago. Para la preparación de una biblioteca 
de ADNc en fago, se usaron los kits cDNA Synthesis Kit, Zap-cDNA Synthesis Kit y ZAP-cDNA Gigapack III Gold 
Cloning Kit (fabricado por STRATAGENE) de acuerdo con los protocolos adjuntos a los kits. El tamaño de la biblioteca 60 
de ADNc en fago preparada fue de 1 x 106 ufp/ml. 
 
(2) Exploración de la biblioteca de ADNc con suero 
 
Usando la biblioteca de ADNc en fago así preparada, se llevó a cabo una inmunoexploración. Más específicamente, la 65 
E. coli anfitriona (XL1-Blue MRF’) se infectó con la biblioteca de modo que aparecieron 2340 clones en una placa de 
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agarosa NZY con un tamaño de 90 mm de diámetro x 15 mm y se cultivó a 42 ºC durante 3 a 4 horas para permitir que 
el fago formase placas. La placa se cubrió con una membrana de nitrocelulosa (Hybond C Extra: fabricada por GE 
Healthcare Bio-Science) impregnada con IPTG (isopropil-β-D-tiogalactósido) a 37 °C durante 4 horas para permitir la 
inducción y expresión de proteínas y las proteínas se transfirieron a la membrana. Posteriormente, la membrana se 
recuperó y se sumergió en TBS (Tris-HCl 10 mM, NaCl 150 mM; pH 7,5) complementado con leche deshidratada 5 
desgrasada al 0,5 %. La membrana se agitó después a 4 ºC durante toda la noche para suprimir reacciones 
inespecíficas. Este filtro se dejó reaccionar después con suero de perro paciente diluido 500 veces a temperatura 
ambiente durante 2 o 3 horas. 
 
Al igual que el suero de perro paciente descrito anteriormente, se usó suero de un perro paciente con un tumor 10 
perianal. El suero se almacenó a -80 °C y se pretrató inmediatamente antes de su uso. El método del pretratamiento 
del suero fue de la forma siguiente. Esto es, la E. coli anfitriona (XL1-Blue MRF’) se infectó con fago λ ZAP Express, 
que no tiene ningún gen exógeno insertado, y después se cultivó en medio en medio NZY en placa a 37 ºC durante 
toda la noche. Posteriormente, se añadió a la placa tampón NaHCO3 0,2 M (pH 8,3) complementado con 0,5 M NaCl y 
la placa se dejó permanecer a 4 ºC durante 15 horas, seguido de la recogida del sobrenadante como extracto de E. 15 
coli/fago. A partir de ahí, el extracto de E. coli/fago se hizo pasar a través de una columna NHS (fabricada por GE 
Healthcare Bio-Science) para inmovilizar acto seguido las proteínas procedentes de E. coli/fago. El suero del perro 
paciente se hizo pasar y reaccionar con esta columna de proteína inmovilizada para eliminar los anticuerpos que se 
adsorben sobre E. coli y/o fago. La fracción de suero que pasó a través de la columna se diluyó 500 veces con TBS 
complementado con leche deshidratada desgrasada al 5 % y el diluyente resultante se usó como material para la 20 
inmunoexploración. 
 
La membrana sobre la que se transfirieron el suero así tratado y la proteína de fusión descrita anteriormente se lavó 4 
veces con TBS-T (Tween 20 al 0,05 %/TBS) y se hizo reaccionar con IgG de cabra antiperro (conjugado Goat anti Dog 
IgG-h+l HRP: fabricado por BETHYL Laboratories) diluido 5.000 veces con TBS complementado con leche 25 
deshidratada desgrasada al 5 % como anticuerpo secundario, a temperatura ambiente durante 1 hora seguido de 
detección mediante reacción colorimétrica enzimática usando una solución de reacción NBT/BCIP (fabricada por 
Roche). Las colonias en las posiciones correspondientes a los sitios con reacción colorimétrica positiva se recuperaron 
de la placa de agarosa NZY que tenía un tamaño de 90 mm de diámetro x 15 mm y se disolvieron en 500 µl de tampón 
SM (NaCl 100 mM, MgClSO4 10 mM, Tris-HCl 50 mM, gelatina al 0,01 %; pH 7,5). La exploración se repitió como 30 
segunda y tercera exploración de la misma manera descrita anteriormente hasta que se obtuvo una única colonia con 
reacción colorimétrica positiva. El aislamiento del clon positivo único se logró después de explorar 9110 clones de fago 
reactivos con la IgG del suero. 
 
(3) Búsqueda de homología de secuencia del gen del antígeno aislado 35 
 
Para someter al clon positivo único aislado mediante el método descrito anteriormente a análisis de la secuencia de 
bases, se llevó a cabo una operación de conversión del vector de fago a un vector de plásmido. Más específicamente, 
se mezclaron 200 µl de una solución preparada de modo que la E. coli anfitriona (XL1-Blue MRF’) estuviera contenida 
a una absorbancia de DO600 de 1,0 con 100 µl de una solución de fago purificado y después con 1 µl de fago auxiliar 40 
ExAssist (fabricado por STRATAGENE) y después se dejó proseguir la reacción a 37°C durante 15 minutos. Esto se 
siguió de la adición de 3 ml de medio LB a la mezcla de reacción y se realizó el cultivo con la mezcla resultante a 37 ºC 
durante 2,5 a 3 horas. El cultivo resultante se incubó inmediatamente en un baño de agua a 70 °C durante 20 minutos. 
El cultivo se centrifugó después a 4°C, 1.000 xg durante 15 minutos y se recuperó el sobrenadante como una solución 
de fagémido. Posteriormente, se mezclaron 200 µl de una solución preparada de modo que la E. coli anfitriona del 45 
fagémido (SOLR) estuviera contenida a una absorbancia de DO600 de 1,0 con 10 µl de una solución de fago purificado 
y se dejó proseguir la reacción a 37°C durante 15 minutos. A partir de ahí, se sembraron en placa 50 µl de la mezcla de 
reacción en medio de agar LB complementado con ampicilina (concentración final: 50 µg/ml), y se realizó el cultivo a 
37°C durante toda la noche. Se recuperó una única colonia de SOLR transformada y se cultivó en medio LB 
complementado con ampicilina (concentración final: 50 µg/ml) a 37 ºC, seguido de purificación del ADN de plásmido 50 
que tenía el inserto de interés usando QIAGEN plasmid Miniprep Kit (fabricado por Qiagen). 
 
El plásmido purificado se sometió a análisis de la secuencia de longitud completa del inserto mediante el método del 
paseo con cebador usando el cebador de T3 de las SEQ ID NO: 13 y el cebador de T7 de la SEQ ID NO:14. Mediante 
este análisis de secuencia, se obtuvo el gen de la SEQ ID NO:1. Usando la secuencia de bases y la secuencia de 55 
aminoácidos de este gen, se llevó a cabo una búsqueda de homología frente a genes conocidos usando un programa 
de homología de secuencias BLAST (http://www.nc- bi.nlm.nih.gov/BLAST/). Como resultado, se reveló que el gen 
obtenido es el gen KATNAL1. La KATNAL1 humana, que es un factor homólogo humano de KATNAL1 de perro, tuvo 
una identidad de secuencia del 95 % en cuanto a la secuencia de bases y del 98 % en cuanto a la secuencia de 
aminoácidos; La KATNAL1 de ratón, que es un factor homólogo de ratón, tuvo una identidad de secuencia del 85 % en 60 
cuanto a la secuencia de bases y del 94 % en cuanto a la secuencia de aminoácidos; la KATNAL1 bovina, que es un 
factor homólogo de bovino, tuvo una identidad de secuencia del 91 % en cuanto a la secuencia de bases y del 97 % en 
cuanto a la secuencia de aminoácidos; la KATNAL1 equina, que es un factor homólogo equino, tuvo una identidad de 
secuencia del 87 % en cuanto a la secuencia de bases y del 88 % en cuanto a la secuencia de aminoácidos; y la 
KATNAL1 de pollo, que es un factor homólogo de pollo, tuvo una identidad de secuencia del 81 % en cuanto a la 65 
secuencia de bases y del 90 % en cuanto a la secuencia de aminoácidos; La secuencia de bases y la secuencia de 
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aminoácidos de KATNAL1 humana se muestran en la SEQ ID NO:3 y SEQ ID NO:4, respectivamente; La secuencia de 
bases y la secuencia de aminoácidos de KATNAL1 de ratón se muestran en la SEQ ID NO:5 y SEQ ID NO:6, 
respectivamente; La secuencia de bases y la secuencia de aminoácidos de KATNAL1 bovina se muestran en la SEQ 
ID NO:7 y SEQ ID NO:8, respectivamente; La secuencia de bases y la secuencia de aminoácidos de KATNAL1 equina 
se muestran en la SEQ ID NO:9 y SEQ ID NO:10, respectivamente; y la secuencia de bases y la secuencia de 5 
aminoácidos de KATNAL1 de ratón se muestran en la SEQ ID NO:11 y SEQ ID NO:6, 12, respectivamente. 
 
(4) Análisis de la expresión en diversos tejidos 
 
La expresión de los genes obtenidos mediante el método anterior en tejidos normales de perro, ser humano y ratón y 10 
en diversas líneas celulares se investigó mediante el método de RT-PCR (transcripción inversa-PCR). La reacción de 
transcripción inversa se llevó a cabo de la forma siguiente. Esto es, se extrajo ARN total de entre 50 y 100 mg de cada 
tejido o entre 5 x 106 y 10 x 106 células de cada línea celular, usando el reactivo TRIZOL(fabricado por Invitrogen) de 
acuerdo con el protocolo descrito en las instrucciones adjuntas. Usando este ARN total, se sintetizó ADNc con el 
sistema Superscript First-Strand Synthesis System para RT-PCR (fabricado por Invitrogen) de acuerdo con el 15 
protocolo descrito en las instrucciones adjuntas. Como ADNc de tejidos humanos normales (cerebro, hipocampo, 
testículo, colon y placenta), se usaron Gene Pool cDNA (fabricado por Invitrogen), QUICK-Clone cDNA (fabricado por 
CLONETECH) y Large-Insert cDNA Library (fabricado por CLONETECH). La reacción de PCR se llevó a cabo usando 
cebadores específicos para el gen obtenido (los cebadores de perro que se muestran en las SEQ ID NO:15 and 16, los 
cebadores humanos que se muestran en las SEQ ID NO:17 y 18 y los cebadores de ratón que se muestran en las SEQ 20 
ID NO:19 y 20) tal como se describe más adelante. Esto es, los reactivos y el tampón adjunto se mezclaron de modo 
que 0,25 µl de la muestra preparada mediante la reacción de transcripción inversa, 2 µM 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 µl y la reacción se llevó a cabo mediante 30 
ciclos de 94 °C durante 30 segundos, 55 °C durante 30 segundos y 72 °C durante 1 minuto usando un termociclador 25 
(fabricado por BIO RAD). Como control para la comparación se usaron al mismo tiempo cebadores específicos para 
GAPDH (los cebadores de GAPDH de perro y ser humano se muestran en las SEQ ID NO:21 y 22; y los cebadores de 
la GAPDH de ratón se muestran en las SEQ ID NO:23 y 24). Como resultado, tal como se muestra en la fig. 1, el gen de 
KATNAL1 de perro no se expresó en la mayoría de los tejidos de perro sanos, mientras que el gen se expresó 
intensamente en los tejidos de tumor de perro. También en cuanto a los genes de KATNAL1 de ratón y ser humano, la 30 
expresión no se observó en la mayoría de los tejidos de ratón y humanos normales, mientras que la expresión se 
detectó en la mayoría de las líneas celulares de cáncer (fig. 2 y 3), al igual que en el caso del gen de KATNAL1 de 
perro. 
 
(5) Análisis cuantitativo de la expresión en diversos tejidos 35 
 
El gen obtenido mediante el método anterior se sometió a investigación de la expresión en tejidos normales humanos 
mediante el método de RT-PCR (transcripción inversa-PCR) cuantitativa. Al igual que los ADNc de tejidos normales y 
tejidos de cáncer humanos, se usó el panel I del Tissue scan Real Time para seguimiento del cáncer (fabricado por 
ORIGENE). La RT-PCR cuantitativa se llevó a cabo usando el termociclador CFX96 Real Time System - C1000, 40 
fabricado por Bio-Rad Laboratories, Inc. La reacción de PCR se llevó a cabo de la forma siguiente usando cebadores 
específicos para el gen obtenido (que se muestran en las SEQ ID NO:17 and 18). Esto es, se mezclaron 5 µl de la 
muestra de ADNc, 2 µM de cada uno de los cebadores, y los reactivos y el tampón contenido en la premezcla 2 x SYBR 
Premix Ex TaqII polymerase (fabricada por Takara Shuzo Co., Ltd.) para preparar una mezcla en un volumen final de 
20 µl y la reacción se llevó a cabo mediante 30 ciclos de 94 °C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C 45 
durante 1 minuto. Como resultado, el nivel de expresión del gen KATNAL1 en cada uno de cáncer de mama, cáncer de 
colon, cáncer de tiroides, cáncer de hígado, cáncer de próstata y cáncer de pulmón no fue menos de 5 veces superior 
al nivel de expresión en su tejido normal correspondiente. Basándose en estos resultados, puede esperarse que no 
hay ninguna preocupación en absoluto sobre la aparición de efectos secundarios por agentes antitumorales dirigidos a 
KATNAL1 human en tejidos normales y que el beneficio del efecto farmacológico de los agentes supera ampliamente 50 
el riesgo de sus efectos secundarios. 
 
Ejemplo 2: Análisis de la antigenicidad en cáncer de KATNAL1 in vivo 
 
(1) Preparación de vector recombinante que expresa KATNAL1 in vivo 55 
 
Basándose en la secuencia de bases de la SEQ ID NO:5, se preparó un vector recombinante que expresa KATNAL1 in 
vivo. La PCR se preparó a partir de la línea celular de cáncer de ratón N2a (adquirida de ATCC), que mostró la 
expresión del ejemplo 1. Los reactivos y el tampón adjunto se mezclaron de modo que 1 µl del ADNc, 0,4 µM de cada 
uno de dos tipos de cebadores que tenían los sitios de restricción de HindIII y XbaI (mostrados en las SEQ ID NO:25 y 60 
26), dNTP 0,2 mM y 1,25 U de polimerasa U PrimeSTAR HS (fabricada por Takara Shuzo Co., Ltd.) estaban 
contenidos en la mezcla resultante en un volumen final de 50 µl y la PCR se llevó a cabo mediante 30 ciclos de 98°C 
durante 10 segundos, 55 °C durante 15 segundos y 72 °C durante 4 minuto usando un termociclador (fabricado por 
BIO RAD). Los dos tipos de cebadores descritos anteriormente fueron los de la amplificación de la región que codifica 
la longitud total de la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:5. Después de la PCR, el ADN amplificado se 65 
sometió a electroforesis usando gel de agarosa al 1 % y se purificó un fragmento de ADN de alrededor de 1500 pb 
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usando el kit QIAquick Gel Extraction Kit (fabricado por QIAGEN). 
 
El fragmento de ADN purificado se ligó en un vector de clonación pCR-Blunt (fabricado por Invitrogen). Se transformó 
E. coli con el producto de ligamiento resultante y después se recuperaron los plásmidos. Se confirmó mediante 
secuenciación que la secuencia del fragmento génico amplificado era la misma que la secuencia de interés. El 5 
plásmido que tenía la secuencia de interés se trató con las enzimas de restricción HindIII y XbaI y se purificó usando 
QIAquick Gel Extraction Kit, seguido de la inserción de la secuencia génica de interés en un vector de expresión de 
mamífero pcDNA3.1 (fabricado por Invitrogen) que se había tratado con las enzimas de restricción HindIII y XbaI. El 
uso de este vector permite la producción de proteína KATNAL1 en células de mamífero. 
 10 

A 100 µg del ADN así preparado se añadieron 50 µg de partículas de oro (fabricadas por Bio Rad), 100 µl de 
espermidina (fabricada por SIGMA) y 100 µl de CaCl2 1 M (fabricado por SIGMA) y la mezcla resultante se agitó 
mediante agitación con formación de vórtice durante toda la noche, seguido de dejar la mezcla permanecer durante 10 
minutos a temperatura ambiente (las partículas resultantes se denominan de aquí en adelante como las partículas de 
oro-ADN). La mezcla se centrifugó después a 3000 rpm durante 1 minuto y se eliminó el sobrenadante, seguido de 15 
enjuagado del precipitado 3 veces con etanol al 100 % (fabricado por WAKO). Se añadieron 6 ml de etanol al 100 % a 
las partículas de oro-ADN  y la mezcla resultante se agitó suficientemente mediante agitación con formación de vórtice, 
seguido de vertido de las partículas de oro-ADN en tubo Tefzel (fabricado por Bio Rad) y permitir a las partículas 
precipitar sobre la superficie de la pared. El etanol se eliminó mediante secado al aire del tubo Tefzel al cual se habían 
adherido las partículas de oro-ADN y el tubo se cortó después en trozos que tenían una longitud que es apropiada para 20 
una pistola génica. 
 
(2) efecto antitumoral de KATNAL1 mediante el método de la vacuna de ADN 
 
El tubo preparado anteriormente se fijó en una pistola génica y la vacuna de ADN se administró por vía transdérmica, 25 
mediante aplicación de una presión de 400 psi usando gas helio puro, un total de 3 veces a intervalos de 7 días a la 
cavidad abdominal de cada uno de 10 individuos de ratones A/J (machos de 7 semanas, adquiridos de Japan SLC) y 
ratones Balb/c (machos de 7 semanas, adquiridos de Japan SLC) cuyo pelo se había rasurado (esto corresponde a la 
inoculación de 2 µg/individuo del ADN de plásmido). A partir de ahí, se trasplantó una línea celular N2a de 
neuroblastoma de ratón o una línea celular CT26 de cáncer de colon a cada ratón en una cantidad de 1 x 106 células 30 
para evaluar el efecto antitumoral (modelo profiláctico). Para cada modelo, el ADN de plásmido que no contenía ningún 
gen KATNAL1 insertado se administró a 10 individuos de ratón para proporcionar un control. 
 
El efecto antitumoral se evaluó basándose en el tamaño del tumor (eje mayor x eje menor2 / 2) y la proporción de 
ratones vivos. Como resultado de este estudio, en el modelo profiláctico usando la línea celular de neuroblastoma, el 35 
tamaño del tumor llegó a ser de 2886 mm3 y 659 mm3 el día 43 en el grupo de control y el grupo al que se administró 
plásmido de KATNAL1, respectivamente. Por lo tanto, se observó una regresión notable del tumor en el grupo al que 
se administró plásmido de KATNAL1. Además, como resultado de la observación de la supervivencia en el modelo 
profiláctico usando la línea celular de neuroblastoma, se encontró que todos los casos murieron hacia el día 76 
después de la administración en el grupo de control, mientras que el 60 5 de los ratones sobrevivieron en el grupo al 40 
que se administró plásmido de KATNAL1. Estos resultados indican un efecto antitumoral significativo en el grupo al 
que se administró plásmido de KATNAL1 en comparación con el grupo de control. De forma similar, en el modelo 
profiláctico usando la línea celular de cáncer de colon, el tamaño del tumor llegó a ser de 2598 mm3 y 763 mm3 el día 
35 en el grupo de control y el grupo al que se administró plásmido de KATNAL1, respectivamente. Por lo tanto, se 
observó una regresión notable del tumor en el grupo al que se administró plásmido de KATNAL1. Además, como 45 
resultado de la observación de la supervivencia, se encontró que todos los casos murieron hacia el día 50 después de 
la administración en el grupo de control, mientras que el 50 % de los ratones sobrevivieron en el grupo al que se 
administró plásmido de KATNAL1. Estos resultados indican un efecto antitumoral significativo en el grupo al que se 
administró plásmido de KATNAL1 en comparación con el grupo de control. 
 50 
Ejemplo 3: Preparación de proteína KATNAL1 recombinante humana y evaluación de su capacidad inmunoinductora 
 
(1) Preparación de proteína KATNAL1 recombinante humana 
 
Basándose en la secuencia de bases de la SEQ ID NO:3, se preparó una proteína KATNAL1 recombinante humana. 55 
Los reactivos y el tampón adjunto se mezclaron de modo que 1 µl del ADNc preparado en el ejemplo 1 cuya expresión 
pudo confirmarse para ADNc de diversos tejidos y células mediante el método de RT-PCR, 0,4 µM de cada uno de dos 
tipos de cebadores que tenían los sitios de restricción de EcoRI y XhoI  (mostrados en las SEQ ID NO:27 y 28), dNTP 
0,2 mM y 1,25 U de polimerasa U PrimeSTAR HS (fabricada por Takara Shuzo Co., Ltd.) estaban contenidos en la 
mezcla resultante en un volumen final de 50 µl y la PCR se llevó a cabo mediante 30 ciclos de 98°C durante 10 60 
segundos, 55 °C durante 15 segundos y 72 °C durante 4 minuto usando un termociclador (fabricado por BIO RAD). Los 
dos tipos de cebadores descritos anteriormente fueron los de la amplificación de la región que codifica la longitud total 
de la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:4. Después de la PCR, el ADN amplificado se sometió a 
electroforesis usando gel de agarosa al 1 % y se purificó un fragmento de ADN de alrededor de 1500 pb usando el kit 
QIAquick Gel Extraction Kit (fabricado por QIAGEN). 65 
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El fragmento de ADN purificado se ligó en un vector de clonación pCR-Blunt (fabricado por Invitrogen). Se transformó 
E. coli con el producto de ligamiento resultante y después se recuperaron los plásmidos. Se confirmó mediante 
secuenciación que la secuencia del fragmento génico amplificado era la misma que la secuencia de interés. El 
plásmido que tenía la secuencia de interés se trató con las enzimas de restricción EcoRI y XhoI y se purificó usando el 
kit QIAquick Gel Extraction Kit, seguido de inserción de la secuencia génica de interés dentro de un vector de 5 
expresión para E. coli, pET30a (fabricado por Novagen) que se había tratad con las enzimas de restricción EcoRI y 
XhoI. El uso de este vector permite la producción de una proteína recombinante fusionada con un marcador de His. Se 
transformó E. coli BL21 (DE3) para expresión con este plásmido y se indujo la expresión con IPTG 1 mM, para permitir 
la expresión de la proteína de interés en E. coli. 
 10 
(2) Purificación de proteína KATNAL1 recombinante humana 
 
La E. coli recombinante así obtenida que expresa la SEQ ID NO:4 se cultivó en medio LB complementado con 100 
µg/ml de ampicilina a 37 °C hasta que la absorbancia a 600 nm alcanzó alrededor de 0,7 y después se añadió al cultivo 
isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido a una concentración final de 1 mM, seguido del cultivo posterior de la E. coli 15 
recombinante a 37 °C durante 4 horas. Posteriormente, las células bacterianas se recogieron mediante centrifugación 
a 4.800 rpm durante 10 minutos. El sedimento de las células bacterianas se suspendió en solución salina tamponada 
con fosfato y se sometió posteriormente a centrifugación a 4.800 rpm durante 10 minutos, para lavar las células 
bacterianas. 
 20 
Las células bacterianas se suspendieron en tampón Tris-HCl 50 mM (pH 8,0) y se sometieron a tratamiento ultrasónico 
en hielo. El líquido obtenido mediante el tratamiento ultrasónico de E. coli se centrifugó a 6000 rpm durante 20 minutos 
para obtener el sobrenadante como la fracción soluble y el precipitado como la fracción insoluble. 
 
La fracción insoluble se suspendió en tampón Tris-HCl 50 mM (pH 8,0) y después se centrifugó a 6.000 rpm durante 15 25 
minutos. Esta operación se repitió dos veces para la eliminación de proteasas. 
 
El residuo se suspendió en tampón Tris-HCl 50 mM (pH 8,0) complementado con clorhidrato de guanidinio 6 M y 
cloruro sódico 0,15 M y se dejó permanecer a 4 ºC durante 20 horas para desnaturalizar proteína. A partir de ahí, la 
suspensión se centrifugó a 6000 rpm durante 30 minutos y la fracción soluble obtenida se colocó en una columna de 30 
quelato de níquel preparada mediante un método convencional (portador: Chelating Sepharose (marca registrada) 
Fast Flow (GE Health Care); volumen de columna: 5 ml; tampón de equilibrado: Tampón Tris-HCl 50 mM (pH 8,0) 
complementado con clorhidrato de guanidinio 6 M y cloruro sódico 0,15 M), seguido de dejar el resultante permanecer 
a 4 ºC durante toda la noche para permitir la adsorción al portador de níquel quelado. El portador de la columna se 
centrifugó después a 1500 rpm durante 5 minutos y el sobrenadante resultante se recuperó. El portador de la columna 35 
se suspendió después en solución salina tamponada con fosfato y se recargó dentro de la columna. 
 
La fracción no adsorbida en la columna se lavó con 10 volúmenes de columna de tampón acetato 0,1 M (pH 4,0) 
complementado con cloruro sódico 0,5 M e, inmediatamente después, se llevó a cabo la elución con tampón acetato 
0,1 M (pH 3,0) complementado con cloruro sódico 0,5 M para obtener una fracción purificada, la cual se usó más tarde 40 
como material para un ensayo de administración. La presencia de la proteína de interés en cada fracción eluída se 
confirmó mediante tinción de Coomassie llevada a cabo de acuerdo con un método convencional. 
 
El tampón de la fracción purificada obtenida mediante el método anterior se reemplazó con un tampón de reacción 
(Tris-HCl 50 mM, NaCl 100 mM, CaCl2 5 mM (pH 8,0)) y la muestra resultante se sometió a escisión del marcador de 45 
His con proteasa factor Xa y purificación de la proteína de interés, usando el kit Factor Xa Cleavage Capture Kit 
(fabricado por Novagen) de acuerdo con el protocolo adjunto al kit. Posteriormente, el tampón de 12 ml de la 
preparación purificada obtenida mediante el método anterior se reemplazó con tampón fosfato fisiológico (fabricado 
por Nissui Pharmaceutical) usando ultrafiltración NANOSEP 10K OMEGA (fabricado por PALL), y la muestra 
resultante se sometió a filtración aséptica a través de filtros Acrodisc de 0,22 µm con HT Tuffryn (fabricados por PALL) 50 
y usados en el experimento. 
 
(3) inducción de linfocitos T citotóxicos CD8 positivos reactivos con proteína KATNAL1 recombinante humana 
 
Se separó sangre periférica de un individuo sano y la sangre periférica se depositó sobre medio de separación de 55 
linfocitos (OrganonTeknika, Durham, NC), seguido de centrifugación del producto resultante a 1,500 rpm a 
temperatura ambiente durante 20 minutos. Se recubrió una fracción que contenía células mononucleares de sangre 
periférica (CMNSP) y se la 3 (o más veces) en tampón fosfato frío para obtener CMNSP. Las CMNSP obtenidas se 
resuspendieron en 20 ml de medio AIM-V (Life Technololgies, Inc., Grand Island, NY, EE.UU:) y se permitió a las 
células adherirse a un matraz de cultivo (Falcon) a 37 ºC en CO2 al 5 % durante 2 horas. Las células no adherentes se 60 
usaron para la preparación de linfocitos T y las células adherentes se usaron para la preparación de células 
dendríticas. 
 
Por otra parte, las células adherentes se cultivaron en medio AIM-V en presencia de IL-4 (1000 U/ml) y GM-CSF (1000 
U/ml). Las células no adherentes obtenidas 6 días más tarde se recogieron y la proteína KATNAL1 recombinante 65 
humana se añadió a las células a una concentración de 10 µg/ml, seguido de cultivo de las células a 37 ºC en CO2 al 5 
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% durante 4 horas. A partir de ahí, el medio se reemplazó con medio AIM-V complementado con IL-4 (1000 U/ml), 
GM-CSF (1000 U/ml), IL-6 (1000 U/ml, Genzyme, Cambridge, MA), IL-1 β (10 ng/ml, Genzyme, Cambridge, MA) y 
TNF-α (10 ng/ml, Genzyme, Cambridge, MA) y el cultivo se llevó a cabo durante 2 días adicionales para obtener una 
población de células no adherentes para usarse como células dendríticas. 
 5 
Las células dendríticas preparadas se resuspendieron en medio AIM-V a una densidad celular de 1 x 106 células/ml y 
la proteína KATNAL1 recombinante humana se añadió de nuevo a la suspensión a una concentración de 10 µg/ml. Las 
células se cultivaron a 37 ºC en CO2 al 5 % durante 4 horas usando una placa de 96 pocillos. Después del cultivo, se 
llevó a cabo irradiación con rayos X (3000 rad) y las células se lavaron con medio AIM-V, seguido de suspensión en 
medio AIM-V complementado con suero AB humano al 10 % (Nabi, Miami, FL), IL-6 (1000 U/ml) e IL-12 (10 ng/ml, 10 
Genzyme, Cambridge, MA). Las células se colocaron después en una placa de 24 pocillos en una cantidad de 1 x105 
células/pocillo. Además, la población de linfocitos T preparada se añadió a cada pocillo en una cantidad de 1 x106 
células y se cultivó a 37 ºC en CO2 al 5 %. Cada sobrenadante del cultivo se eliminó 7 días más tarde y las células 
dendríticas obtenidas de la misma manera que la descrita anteriormente mediante tratamiento con la proteína humana 
y la posterior irradiación con rayos X se suspendieron en medio AIM-V complementado con suero AB humano al 10 % 15 
(Nabi, Miami, FL), IL-7 (10 U/ml, Genzyme, Cambridge, MA) e IL-2 (10 U/ml, Genzyme, Cambridge, MA) (densidad 
celular, 1 x105 células/ml). La suspensión resultante se añadió a la placa de 24 pocillos en una cantidad de 1 x105 
células/pocillo, y las células se cultivaron posteriormente. Después de repetir la misma operación de 4 a 6 veces a 
intervalos de 7 días, se recobraron linfocitos T estimulados y la inducción de linfocitos T CD8 positivos se confirmó 
mediante citometría de flujo. 20 
 
Como control negativo, se usó una proteína que tiene una secuencia que está fuera del alcance de la presente 
invención (SEQ ID NO:29). 
 
Posteriormente, se estudió si los linfocitos T CD8 positivos estimulados con el presente polipéptido pueden dañar las 25 
células tumorales con expresión. 
 
En un tubo de centrífuga de 50 ml, se recogieron 105 células de una línea celular de tumor cerebral maligno, T98G 
(Stein GH et al., J. Cell Physiol., 99:43-54 (1979); adquirida de ATCC), en la cual se confirmó la expresión  y se 
añadieron a las células 100 µCi de cromo 51, seguido de incubación de la mezcla resultante a 37 ºC durante 2 horas. 30 
A partir de ahí, las células se lavaron 3 veces con medio AIM-V complementado con suero AB humano al 10 % (Nabi y 
se colocaron en una placa de 96 pocillos de fondo en V en una cantidad de 103 células por pocillo. Posteriormente, se 
añadieron a cada pocillo 105, 5x104, 2,5x104 o 1,25x104 linfocitos T CD8 positivos que se estimularon con la proteína 
recombinante humana y se suspendieron en medio AIM-V complementado con suero AB humano al 10 % y el cultivo 
se llevó a cabo a 37 ºC en CO2 al 5 % durante 4 horas. A partir de ahí, La cantidad de cromo 51 liberado a partir de las 35 
células tumorales dañadas en el sobrenadante del cultivo se midió usando un contador gamma para calcular la 
actividad citotóxica de los linfocitos T CD8 positivos estimulados con la proteína recombinante humana. 
 
Como resultado, se encontró que los linfocitos T CD8 positivos estimulados con la proteína recombinante humana 
tenían actividad citotóxica contra T98G. Por otra parte, los linfocitos T CD8 positivos inducidos usando la proteína de 40 
control negativo (SEQ ID NO:29) no mostraron actividad citotóxica Por lo tanto, se reveló que la proteína recombinante 
humana usada en la presente invención tiene capacidad de inducir linfocitos T citotóxicos CD8 positivos que pueden 
dañar las células tumorales. 
 
La actividad citotóxica significa la actividad citotóxica de linfocitos T citotóxicos CD8 positivos contra T98G 45 
determinada mediante: mezclar 105 linfocitos T citotóxicos CD8 positivos estimulados e inducidos tal como se ha 
descrito anteriormente, con 103 células de la línea celular de tumor cerebral maligno T98G en la cual se incorporó 
cromo 51; cultivar la mezcla resultante durante 4 horas; medir la cantidad de cromo 51 liberado al medio después del 
cultivo; y después realizar el cálculo de acuerdo con la ecuación 1. 
 50 

Ecuación 1: Actividad citotóxica ( %)= cantidad de cromo 51 liberado de T98G después de la adición de linfocitos T 
CD8 positivos (cpm) / cantidad de cromo 51 liberado de las células diana tras la adición de ácido clorhídrico 1 N 
(cpm) x 100. 

 
Aplicabilidad industrial 55 
 
La presente invención es útil para la terapia y/o profilaxis del cáncer ya que la presente invención proporciona un 
agente inmunoinductor que contiene un polipéptido que ejerce actividad antitumoral contra diversos cánceres 
 
LISTADO DE SECUENCIAS 60 

 
<110> TORAY INDUSTRIES, INC. 
 
<120> Agente inmunoinductor 
 65 
<130> 12068 
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<160> 29 
 
<170> PatentIn versión 3.1 
 
<210> 1 5 
<211> 1760 
<212> ADN 
<213> Canis familiaris 
 
<220> 10 
<221> CDS 
<222> (97)..(1569) 
<223> 
 
<400> 1 15 
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<210> 2 
<211> 490 
<212> PRT 5 
<213> Canis familiaris 
 
<400> 2 
 

 10 
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<210> 3 
<211> 7536 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (132)..(1604) 10 
<223> 
 
<400> 3 
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<210> 4 
<211> 490 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 5 
<400> 4 
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31 

<210> 5 
<211> 6173 
<212> ADN 
<213> Mus musculus 
 5 
<220> 
<221> CDS 
<222> (137)..(1603) 
<223> 
 10 
<400> 5 
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<210> 6 
<211> 488 
<212> PRT 5 
<213> Mus musculus 
 
<400> 6 
 

 10 
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37 

 
 
<210> 7 
<211> 1559 
<212> ADN 5 
<213> Bos taurus 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (1)..(1473) 10 
<223> 
 
<400> 7 
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<210> 8 
<211> 490 
<212> PRT 
<213> Bos taurus 
 5 
<400> 8 
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<210> 9 
<211> 2274 
<212> ADN 5 
<213> Equus caballus 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (1)..(2013) 10 
<223> 
 
<400> 9 
 

 15 
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<210> 10 
<211> 670 
<212> PRT 5 
<213> Equus caballus 
 
<400> 10 
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<210> 11 
<211> 1784 
<212> ADN 5 
<213> Gallus gallus 
 
<220> 
<221> CDS 
 10 
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<222> (106)..(1575) 
<223> 
 
<400> 11 
 5 
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<210> 12 
<211> 489 
<212> PRT 5 
<213> Gallus gallus 
 
<400> 12 
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<210> 13 
<211> 20 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> cebador de T3 
 10 
<400> 13 
aattaaccct cactaaaggg 20 
 
<210> 14 
<211> 19 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> cebador de T7 20 
 
<400> 14 
taatacgact cactatagg 19 
 
<210> 15 25 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 30 
<223> cebador en sentido 
 
<400> 15 
gatgaacatg aggcaagtcg 20 
 35 
<210> 16 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 40 
<220> 
<223> cebador antisentido 
 
<400> 16 
ggtaacaggc atctgaagtt cc 22 45 
 
<210> 17 
<211> 20 
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<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> cebador en sentido 5 
 
<400> 17 
gttcttccaa tgtggatgcc 20 
 
<210> 18 10 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 15 
<223> cebador antisentido 
 
<400> 18 
tcttcagaag ctcagctctt cc 22 
 20 
<210> 19 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 25 
<220> 
<223> cebador antisentido 
 
<400> 19 
aagatggtgc aagtgacagc 20 30 
 
<210> 20 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 35 
 
<220> 
<223> cebador antisentido 
 
<400> 20 40 
tcgatgaaga tcgtggtagg 20 
 
<210> 21 
<211> 18 
<212> ADN 45 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de GAPDH 
 50 
<400> 21 
gggctgcttt taactctg 18 
 
<210> 22 
<211> 18 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de GAPDH 60 
 
<400> 22 
ccaggaaatg agcttgac 18 
 
<210> 23 65 
<211> 20 
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<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de gapdh 5 
 
<400> 23 
cttcaccacc atggagaagg 20 
 
<210> 24 10 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 15 
<223> Cebador de gapdh 
 
<400> 24 
tgaagtcgca ggagacaacc 20 
 20 
<210> 25 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 25 
<220> 
<223> cebador en sentido 
 
<400> 25 
atgaatttgg cggagatttg tgagaatgc 29 30 
 
<210> 26 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Artificial 35 
 
<220> 
<223> cebador antisentido 
 
<400> 26 40 
tcatgcagac ccaaactcaa cc 22 
 
<210> 27 
<211> 39 
<212> ADN 45 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> cebador en sentido 
 50 
<400> 27 
cccggaattc atgaatttgg ctgagatttg tgataatgc 39 
 
<210> 28 
<211> 38 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> cebador antisentido 60 
 
<400> 28 
ccgccgctcg agtcaagcag atccaaattc aaccatcc 38 
 
<210> 29 65 
<211> 491 
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<212> PRT 
<213> Megathura crenulata 
 
<400> 29 
 5 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Un agente inmunoinductor para su uso en un método de tratamiento médico o veterinario, comprendiendo el agente 
inmunoinductor como principio(s) eficaz(ces) al menos un polipéptido que tiene actividad inmunoinductora 
seleccionado de entre los polipéptidos (a) a (b) más adelante y/o un(os) vector(es) recombinante(s) que comprende(n) 5 
un(os) polinucleótido(s) que codifica(n) dicho al menos un polipéptido, siendo capaz(ces) dicho(s) vector(es) 
recombinante(s) de expresar in vivo dicho(s) polipéptido(s): 
 

(a) un polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos de una cualquiera de las SEQ ID NO:4, 2, 8, 10 y 12; 
(b) un polipéptido que tiene una identidad de secuencia de no menos del 85 % con el polipéptido (a). 10 

 
2. El agente inmunoinductor para su uso de acuerdo con la reivindicación 1, en el que dicho polipéptido que tiene 
actividad inmunoinductora es un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos de las SEQ ID NO:4, 2, 8, 10 o 12. 
 
3. El agente inmunoinductor para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en donde el método comprende 15 
administrar a un paciente 
 

(i) el polipéptido o el vector, 
(ii) un linfocito T citotóxico que se une de forma selectiva a un complejo que comprende al menos uno de dichos 
polipéptidos incorporado dentro de una molécula de MHC, y/o 20 
(iii) una célula presentadora de antígeno que presenta sobre su superficie un complejo que comprende al menos 
uno de dichos polipéptidos incorporado dentro de una molécula de MHC. 

 
4. El agente inmunoinductor para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que es para usar 
en el tratamiento o la prevención de cáncer(es). 25 
 
5. El agente inmunoinductor para su uso de acuerdo con la reivindicación 4, en el que dicho(s) cáncer(es) es/son 
un(os) cáncer(es) que expresan KATNAL1. 
 
6. El agente inmunoinductor para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 4 o 5, en donde dicho(s) cáncer(es) 30 
es/son cáncer de mama, tumor cerebral, adenocarcinoma perianal, neuroblastoma, mastocitoma, cáncer de hígado, 
cáncer de próstata, cáncer de pulmón, cáncer de tiroides y/o leucemia. 
 
7. El agente inmunoinductor para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende 
además un inmunopotenciador. 35 
 
8. El agente inmunoinductor para su uso de acuerdo con la reivindicación 7, en donde dicho inmunopotenciador es al 
menos uno seleccionado del grupo que consiste en adyuvante incompleto de Freund, montanida, poli-I:C y derivados 
del mismo, oligonucleótidos de CpG, interleucina 12, interleucina 18, interferón α, interferón β, interferón ω, interferón 
γ y ligando Flt3. 40 
 
9. Un método in vitro de preparar una célula presentadora de antígeno, 
comprendiendo el método poner en contacto la célula presentadora de antígeno con dicho al menos un polipéptido 
seleccionado de entre: 
 45 

(a) un polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos de una cualquiera de las SEQ ID NO:4, 2, 8, 10 y 12; y 
(b) un polipéptido que tiene una identidad de secuencia de no menos del 85 % con el polipéptido (a). 

 
10. Un método in vitro de preparar un linfocito T citotóxico, 
comprendiendo el método: 50 
 

cocultivar una célula presentadora de antígeno preparada de acuerdo con el método de la reivindicación 9 con al 
menos un linfocito T y  
permitir que prolifere el al menos un linfocito T. 

 55 
11. Un método in vitro de acuerdo con la reivindicación 10, en el que se usa una proporción de célula presentadora de 
antígeno: linfocito 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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