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DESCRIPCION

Péptido auxiliar antigénico de cancer
Campo técnico

La presente invencién se refiere a un péptido auxiliar WT1, un polinucleétido que codifica el péptido, células T
auxiliares especificas del WT1 inducidas por el péptido, una composicion farmacéutica para tratar/prevenir el cancer
que los comprende y similares.

Técnica antecedente

El gen WT1 (gen 1 del tumor de Wilms) es un gen que se identificé como el gen causante del tumor de Wilms que es
un tumor renal que se produce en la nifiez (Documentos No Patente 1y 2), y es un factor de transcripcion que tiene
una estructura en dedos de zinc. Al principio, el gen WT1 se consideraba como un gen supresor del cancer. Sin
embargo, una investigacion posterior demostré que el gen anterior funcionaba mas bien como un gen cancerigeno
en tumores de 6rganos hematopoyéticos y canceres solidos (Documentos No Patente 3 a 6).

Aunque el gen WT1 se expresa altamente en muchos tumores malignos, un producto del gen WT1 que es una
proteina propia que no tiene mutacién se ha verificado en cuanto a la existencia o la no existencia de la
inmunogenicidad in vivo. Como resultado, se ha demostrado que una proteina derivada del gen WT1 que se expresa
altamente en células tumorales se fragmenta por un proceso intracelular y el péptido resultante forma un complejo
con una molécula MHC clase | que se presenta en la superficie celular, y que tal complejo lo reconocen las células T
citoliticas (de aqui en adelante designadas como CTL) y pueden inducirse por vacunacion con el péptido WT1
(Documentos No Patente 7 a 9). También se ha demostrado que los ratones inmunizados con un péptido WT1 o un
ADNc WT1 rechazan células tumorales que expresan el gen WT1 implantadas en una tasa alta (Documentos No
Patente 7 a 10) pero los tejidos normales que expresan endégenamente el gen WT1 no son dafiadas por las CTL
que se inducen. Hasta este momento, se ha sugerido fuertemente que es posible inducir CTL especificas de WT1 no
solo en ratones sino también en seres humanos, y que tales CTL tiene una actividad citotoxica contra células
tumorales que expresan altamente el gen WT1, pero no tienen actividad citotoxica contra células normales que
expresan endégenamente el gen WT1 (Documentos No Patente 7y 10 a 14).

Por otro lado, se ha informado de que la presencia de células T auxiliares especificas de un antigeno canceroso es
importante con el fin de inducir eficazmente las CTL (Documento No Patente 15). Las células T auxiliares (células T
CD4 positivas) se inducen, proliferan y se activan al reconocer un complejo de una molécula MHC clase Il con un
péptido antigénico sobre las células presentadoras de antigeno. Las células T auxiliares activadas producen
citoquinas tales como IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, o un interferén (IFN), y promueven la proliferacion, diferenciacion y
maduracioén de células B y otros subgrupos de células T. Por lo tanto, se considera que un péptido antigénico que se
une a una molécula MHC clase Il activa eficazmente las CTL y otras por medio de la induccién de células T
auxiliares y potencia una funcién inmunitaria (Documento No Patente 16). Hasta ahora, solamente se ha informado
de un péptido antigénico que se une a HLA-DRB1*0401 y HLA-DRB1*0405 de una molécula MHC clase Il con
respecto al WT1 (Documento No Patente 17 y Documento Patente 1), y era necesario encontrar péptidos antigenos
para otros subtipos.

Documentos de la técnica precedente
Documentos Patente

Documento Patente 1: Publicacion Internacional N° WO 2005/045027
Documentos No Patente

Documento No Patente 1: Daniel A. Haber et al., Cell. 1990 Jun 29; 61(7): 1257-69.
Documento No Patente 2: Call KM et al., Cell. 1990 Feb 9; 60(3): 509-20.

Documento No Patente 3: Menke AL et al., Int Rev Cytol. 1998; 181: 151-212. Review.
Documento No Patente 4: Yamagami T et al., Blood. 1996 Abr 1; 87(7): 2878-84.
Documento No Patente 5: Inoue K et al., Blood. 1998 Abr 15; 91(8): 2969-76.
Documento No Patente 6: Tsuboi A et al., Leuk Res. 1999 May; 23(5): 499-505.
Documento No Patente 7: Oka Y et al., J Immunol. 2000 Feb 15; 164(4): 1873-80.
Documento No Patente 8: Melief CJ et al., Immunol Rev. Jun 1995; 145: 167-77.
Documento No Patente 9: Ritz J, J Clin Oncol. Feb 1994; 12(2): 237-8.

Documento No Patente 10: Tsuboi A et al., J Clin Immunol. May 2000; 20(3): 195-202.
Documento No Patente 11: Oka Y et al., Immunogenetics. Feb 2000; 51(2): 99-107.
Documento No Patente 12: Ohminami H et al., Blood. Ene 2000 1; 95(1): 286-93.
Documento No Patente 13: Gao L et al., Blood. 1 Abr 2000; 95(7): 2198-203.
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Documento No Patente 14: Ohminami H et al., Blood. Ene 2000 1; 95(1): 286-93.
Documento No Patente 15: Cancer. Res. 62: 6438, 2002

Documento No Patente 16: J. Immunol. Immunother., 24: 195, 2001

Documento No Patente 17: Cancer. Immunol. Immunother. 51: 271, 2002

El documento W0O2005/045027 desvela péptidos derivados del tumor WT1 que se unen a MHC clase Il con la
secuencia KRYFKLSHLQMHSRKH. En la publicacién Cancer Immunol Immunother, vol., 51, 2002, 271-281 se
desvelan péptidos derivados del tumor WT1 que se unen a MHC clase |l con la secuencia PQQMGSDVRDLNALL.

Divulgacion de la invencion
Problemas a resolver por la invencion

En consecuencia, un objetivo que se tiene que alcanzar por la presente invencion es proporcionar un péptido que
induzca células T auxiliares especificas de WT1 que se unan a varias moléculas MHC clase Il, un polinucleétido que
codifique el péptido, las células T auxiliares WT1 inducidas por el péptido, y una composicién farmacéutica para el
tratamiento/prevencion del cancer que los comprende.

Medios para resolver los problemas

Los presentes inventores han estudiado intensivamente para conseguir el objetivo anterior. Como resultado, han
encontrado que un péptido que tiene una parte de una secuencia de aminoacidos contiguos que codifican una
proteina WT1 funciona como péptido auxiliar antigeno de cancer, en otras palabras, el péptido se presenta sobre las
células presentadoras de antigeno uniéndose a una molécula MHC clase Il e induce células T auxiliares especificas
de WTH1, y han demostrado que el péptido se puede utilizar en una composicion farmacéutica para tratar/prevenir el
cancer.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona:

1. Un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en aminoacidos contiguos derivados
de una proteina WT1 que induce células T auxiliares especificas de WT1 uniéndose a una molécula MHC clase
Il, donde la secuencia de aminoacidos se selecciona de entre:

(a) la secuencia de aminoacidos que se presenta en la SEC ID N° 3;

(b) la secuencia de aminoacidos que se presenta en la SEC ID N° 4;

(c) la secuencia de aminoacidos que se presenta enla SEC ID N° 5; y

(d) una secuencia de aminoacidos en la que se sustituye, elimina o afiade un solo un aminoacido en las
secuencias de aminoacidos de (a) a (c).

2. El péptido de acuerdo con el punto 1, donde la secuencia de aminoacidos es la secuencia de aminoacidos que
se presenta en la SEC ID N° 3.

3. El péptido de acuerdo con el punto 1 o0 2, donde

(i) la molécula MHC clase |l se selecciona de entre DRB1*0101, DRB1*0405, DRB1*0802, DRB1*0803,
DRB1*0901, DRB1*1201, DRB1*1403, DRB1*1501, DRB1*1502, DPB1*0201, DPB1*0202, DPB1*0402,
DPB1*0501, DPB1*0901, DQB1*0301, DQB1*0302, DQB1*0401, DQB1*0501, DQB1*0601, DQB1*0602, y
DRB5*0102; o

(ii) la molécula MHC clase Il se selecciona de entre DRB1*0101, DRB1*0405, DRB1*1502, DPB1*0201,
DPB1*0202, y DQB1*0601.

4. Un polinucleétido que codifica el péptido de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 3.

5. Un vector de expresion que comprende el polinucleétido de acuerdo con el punto 4.

6. Un anticuerpo contra el péptido de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 3.

7. Una composicién farmacéutica para su uso en un método de tratamiento o prevencién del cancer, que
comprende el péptido de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 3, el polinucleétido de acuerdo con el

punto 4, o el vector de acuerdo con el punto 5.

8. Un péptido de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 3, un polinucleétido de acuerdo con el punto 4, o
un vector de acuerdo con el punto 5, para su uso en un método de tratamiento o prevencién del cancer.

9. Células presentadoras de antigeno que presentan el péptido de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a
3 por medio de la molécula MHC clase |l de acuerdo con el punto 3.
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10. Un método para inducir células presentadoras de antigeno, que comprende el cultivo de células
presentadoras de antigeno inmaduras en presencia del péptido de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a
3, y la induccién de células presentadoras de antigeno, que presentan el péptido por medio de la molécula MHC
clase Il de acuerdo con el punto 3, a partir de células presentadoras de antigeno inmaduras.

11. Células T auxiliares especificas de WT1 que se inducen por el péptido de acuerdo con uno cualquiera de los
puntos 1 a 3.

12. Un método para inducir células T auxiliares especificas de WT1, que comprende el cultivo de células
mononucleares de sangre periférica en presencia del péptido de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 3,
y la induccién de células T auxiliares especificas de WT1 a partir de células mononucleares de sangre periférica.

13. Un kit para inducir células T auxiliares especificas de WT1, que comprende, como principio activo, el péptido
de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 3.

14. Un kit para prevenir o tratar el cancer, que comprende, como principio activo, el péptido de acuerdo con uno
cualquiera de los puntos 1 a 3, el polinucleétido de acuerdo con el punto 4, o el vector de acuerdo con el punto 5.

15. Un método para determinar la presencia o cantidad de células T auxiliares especificas de WT1 en un sujeto
que tiene la molécula MHC clase Il de acuerdo con el punto 3, comprendiendo dicho método las etapas de:

(a) hacer reaccionar el péptido de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 1 a 3 con una muestra derivada
del sujeto; y luego
(b) determinar la presencia o cantidad de una citoquina contenida en la muestra.

Efectos de la invencion

De acuerdo con la presente invencion, es posible obtener péptidos auxiliares WT1 que se unen a muchos tipos de
moléculas MHC clase Il tales como DRB1*0101, DRB1*0405, DRB1*0802, DRB1*0803, DRB1*0901, DRB1*1201,
DRB1*1403, DRB1*1501, DRB1*1502, DPB1*0201, DPB1*0202, DPB1*0402, DPB1*0501, DPB1*0901,
DQB1*0301, DQB1*0302, DQB1*0401, DQB1*0501, DQB1*0601, DQB1*0602, y DRB5*0102. Se puede
proporcionar una composicion farmacéutica para el tratamiento/prevencion del cancer que los incluye y similares.
Puede ser posible inducir células T auxiliares especificas de WT1 in vivo e in vitro en varios sujetos (en particular, la
mayoria de los japoneses tienen las moléculas anteriores). Como las células T auxiliares especificas de WT1 se
inducen por la presente invencion, es posible también activar eficazmente células T y células B en canceres que
expresan altamente el WT1.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 muestra los resultados obtenidos por medicion de la proliferacion celular después de la estimulacion de
cada linea celular T especifica del péptido, que se prepard por pulsacién con cada uno de los tres péptidos
(mMWT135, m WT1gs y m WT1x4), con cada péptido. En el dibujo, el simbolo “-” muestra un péptido sin
estimulacion.

La Fig. 2 muestra los resultados obtenidos por medicion de la proliferacion celular después de la estimulacion de
cada linea celular T especifica del péptido, que se prepararon pulsando con tres péptidos (MWT135, m WT1gs y m
WT1294), con cada péptido correspondiente en presencia de un anticuerpo anti-MHC clase | o clase Il. En el
dibujo, el simbolo “-” muestra un péptido sin estimulacion. El simbolo “cpm” En la ordenada muestra los
recuentos por minuto.

La Fig. 3 muestra los resultados obtenidos por medicion de la proliferacion celular de cada linea celular T
especifica del péptido WT1 en respuesta a las células C1498, C1498 pulsadas con tres péptidos (mWT135, m
WT1gs y m WT1294) asi como células C1498 que tienen expresion forzada de proteina WT1. El simbolo “cpm” En
la ordenada muestra los recuentos por minuto.

La Fig. 4 muestra los resultados obtenidos por la medicion de la capacidad para producir IFN-y en cada linea
celular T especifica del péptido preparada por pulsacion con los tres péptidos (MWT 135, m WT1gs y m WT 1294).
La Fig. 5 muestra los resultados obtenidos por la medicion de la actividad citotoxica de CTL de tres péptidos
(mMWT135, m WT1gs y m WT1204). © Muestra los resultados de experimentos llevados a cabo utilizando células
RMAS pulsadas con un péptido WT1126 (péptido restringido a MHC clase 1). o muestra los resultados de
experimentos que se llevan a cabo utilizando células RMAS control.

La Fig. 6 muestra un dibujo esquematico de series de tiempo cuando se lleva a cabo la implantacién tumoral y la
inmunizacién en un experimento de implante tumoral. Se llevé a cabo la inmunizacién con un péptido auxiliar
mWT135 los dias 7°, 14°, y 21° tras la implantacion de células de leucemia que expresan WT1 a ratones, y se
llevé a cabo la diseccion el dia 29°. Las flechas blancas hacia abajo muestran los puntos de tiempo en los que se
administré un control intradérmico (PBS) (IFA/30 pl). Las flechas negras hacia abajo muestran los puntos de
tiempo en los que se administré intradérmicamente el péptido auxiliar mWT 135 (50 uM/IFA/30 pl).

La Fig. 7 muestra los tamafios tumorales en ratones inmunizados con un péptido auxiliar nWT135 y una
proporcion de las poblaciones de ratones libres de enfermedad. En los ratones inmunizados con un péptido
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auxiliar mMWT13s5, 4 de 10 ratones estaban libres de enfermedad. Por otro lado, en ratones inmunizados con un
control no habia ratones libres de enfermedad en 9 ratones.

La Fig. 8 muestra la tasa de supervivencia libre de enfermedad en ratones inmunizados con un péptido auxiliar
mWT1 35.

La Fig. 9 muestra la actividad citotoxica de CTL en ratones inmunizados con un péptido auxiliar mWT13s. *
muestra los resultados de experimentos que se llevaron a cabo utilizando células pulsadas con un péptido
mWT1126 (péptido MHC ). o muestra los resultados de experimentos que se llevaron a cabo utilizando células
RMAS control. Las cifras entre paréntesis representan el tamafio del tumor (mm).

La Fig. 10 muestra la actividad citotéxica de CTL especificas de mWT1 en ratones control. e muestra los
resultados de los experimentos que se llevaron a cabo utilizando células RMAS pulsadas con un péptido
mWT1126 (péptido MHC ). o muestra los resultados de experimentos que se llevaron a cabo utilizando células
RMAS de control. Las cifras entre paréntesis representan el tamafio del tumor (mm).

La Fig. 11 muestra la actividad citotoxica de CTL especificas del péptido mWT 112 (izquierda) y la proporcién de
células T positivas al tetramero mWT 1126 (derecha) cuando se administré un péptido mWT 1426.

La Fig. 12 muestra los resultados obtenidos por medicion de la proliferacion celular por estimulacion con el
péptido mWT135 en células mononucleares de sangre periférica de cada sujeto sano que tiene moléculas MHC
clase Il.

La Fig. 13 muestra los resultados obtenidos midiendo la proliferacion celular cuando un Respondedor [PMBC
derivadas de un sujeto sano positivo a DRB1*0101/0405, DPB1*0201/0402, y DQB1*0401/0501 (sujeto sano A)]
se trataba con un Estimulador [PBMC derivadas de un sujeto sano positivo a DRB1*O405/0901

DPB1*0201/0501, y DQB1*0303/0401 (sujeto sano B)]. En la ordenada se muestra la cantidad de *H-timidina
incorporada (cpm). La abscisa muestra los tipos de varios anticuerpos que se afadieron (sin anticuerpo,
anticuerpo anti-HLA-DR, anticuerpo anti-HLA-DP, y anticuerpo anti-HLA-DQ).

La Fig. 14 muestra los resultados obtenidos midiendo la proliferaciéon cuando un Respondedor [PMBC derivadas
de un sujeto sano positivo a DRB1*0101/0405, DPB1*0201/0402, y DQB1*0401/0501 (sujeto sano A)] se trataba
con un Estimulador [PBMC derivadas de un sujeto sano positivo a DRB1*0405/0803 DPB1*0202/0501, y
DQB1*0401/0601 (sujeto sano G)]. En la ordenada se muestra la cantidad de *H-timidina incorporada (cpm). La
abscisa muestra los tipos de varios anticuerpos que se afadieron (sin anticuerpo, anticuerpo anti-HLA-DR,
anticuerpo anti-HLA-DP, y anticuerpo anti-HLA-DQ).

La Fig. 15 muestra los resultados obtenidos midiendo la proliferacién cuando un Respondedor [PMBC derivadas
de un sujeto sano positivo a DRB1*0101/0405, DPB1*0201/0402, y DQB1*0401/0501 (sujeto sano A)] se trataba
con un Estimulador [PBMC derivadas de un sujeto sano positivo a DRB1*O101/0803 DPB1*0501/, y
DQB1*0501/0601 (sujeto sano H)]. En la ordenada se muestra la cantidad de *H-timidina incorporada (cpm). La
abscisa muestra los tipos de varios anticuerpos que se afadieron (sin anticuerpo, anticuerpo anti-HLA-DR,
anticuerpo anti-HLA-DP, y anticuerpo anti-HLA-DQ).

La Fig. 16 muestra los resultados midiendo la capacidad de produccién de IFN-y cuando un Respondedor [PMBC
derivadas de un sujeto sano positivo a DRB1*0405/0803, DPB1*0202/0501, y DQB1*0401/0601 (sujeto sano G)]
se trata con un Estimulador (células L que tienen introducido un gen DQB1*0601). En la ordenada se muestra
una proporcion de la cantidad de IFN-y en células T. La abscisa muestra la presencia o ausencia (+ o -) de un
pulso con un péptido mWT13s.

La Fig. 17 muestra los resultados midiendo la proliferacion celular cuando un Respondedor [PMBC derivadas de
un sujeto sano positivo a DRB1*1502/1502, DPB1*0201/0901, y DQB1*0601/0601 (sujeto sano D)] se traté con
un Estlmulador (PMBC derivado del mismo sujeto sano que el Respondedor). En la ordenada se muestra la
cantidad de *H-timidina incorporada (cpm). La abscisa muestra los tipos de varios anticuerpos que se afiadieron
(sin anticuerpo, anticuerpo anti-HLA-DR, anticuerpo anti-HLA-DP, y anticuerpo anti-HLA-DQ).

La Fig. 18 muestra los resultados midiendo la capacidad de produccién de IFN-y cuando un Respondedor [PMBC
derivadas de un sujeto sano positivo a DRB1*0101/1501, DPB1*0201/0402, y DQB1*0501/0602 (sujeto sano I)]
se traté con un Estimulador (PMBC derivado del mismo sujeto sano que el Respondedor). En la ordenada se
muestra la proporcion de una cantidad de IFN-y en células T. La abscisa muestra la presencia o ausencia (+ o -)
de un pulso con un péptido mWT13s.

La presente divulgacion se refiere a un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos que consiste en
aminoacidos derivados de una proteina WT1 de ratén o humana. El gen WT1 se expresa altamente, por ejemplo, en
tumores de 6rganos hematopoyéticos tales como leucemia, sindrome mielodisplasico, mieloma multiple, y linfoma
maligno; canceres solidos tales como cancer de estdmago, cancer de intestino grueso, cancer de pulmon, cancer de
mama, cancer de células germinales, cancer de higado, cancer de piel, cancer de vejiga, cancer de prostata, cancer
de utero, cancer de cuello de Utero, y cancer ovarico. Los péptidos desvelados pueden estar presentes en células
cancerosas que expresan el gen WT1 en gran cantidad.

Un péptido de la divulgacion es un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos que consiste en aminoacidos
contiguos derivados de la proteina WT1 representada en la SEC ID N° 2, que mantiene la capacidad de unirse a
moléculas MHC clase Il como se muestra posteriormente, y tiene la capacidad de inducir las células T auxiliares
especificas de WT1. No hay ninguna limitaciéon particular en la secuencia de aminoacidos y la longitud del péptido
siempre que el péptido tenga las caracteristicas anteriores. Sin embargo, los péptidos demasiado largos son
susceptibles a la accién de las proteasas, y los péptidos demasiado cortos no pueden unirse bien a una ranura de
acomodacion del péptido. La longitud del péptido es preferentemente de 10 a 25 aminoacidos, mas preferentemente
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de 15 a 21 aminoacidos, mas preferentemente de 16 a 20 aminoacidos, por ejemplo, de 17 aminoacidos, 18
aminoacidos, o 19 aminoacidos. Ejemplos especificos del péptido de la presente invencion son los que tienen la
secuencia de aminoacidos representada en la SEC ID N° 3; la secuencia de aminoacidos representada en la SEC ID
N° 4; y la secuencia de aminoacidos representada en la SEC ID N° 5.

También, el péptido de la presente divulgacion incluye variantes de los péptidos anteriores. Las variantes pueden
contener, por ejemplo, un péptido seleccionado de entre el grupo que consiste en péptidos que tienen una secuencia
de aminoacidos que tienen una sustitucion, eliminacién o adicién de varios aminoacidos, por ejemplo, 1 a 9,
preferentemente 1 a 5, 1 a 4, 1 a 3, mas preferentemente 1 a 2 aminoacidos, mas preferentemente un aminoacido
en una de las secuencias de aminoacidos anteriores. La sustitucion de aminoacidos en péptidos se puede llevar a
cabo en cualquier posicion y con cualquier tipo de aminoacidos. Se prefiere la sustitucién conservadora de
aminoacidos. Por ejemplo, un resto Glu se puede sustituir por un resto Asp, un resto Phe con un resto Tyr, un resto
Leu con un resto lle, un resto Ala con un resto Ser, y un resto His con un resto Arg. La adicion o eliminacion de
aminoacidos se puede llevar a cabo preferentemente en el extremo N y el extremo C de los péptidos, pero se puede
llevar a cabo en una secuencia interior. Un ejemplo especifico preferido del péptido de la divulgacion tiene la
secuencia SEC ID N° 3. A este respecto, todos los péptidos anteriores tienen que mantener la capacidad para unirse
a una molécula MHC clase Il y tener capacidad para inducir células T auxiliares especificas de WT1.

En esta conexioén, la molécula MHC clase Il a la que se une el péptido de la divulgacion puede pertenecer a
cualquier subclase de HLA-DR, HLA-DQ, y HLA-DP. Preferentemente, la molécula MHC clase Il es una que se
selecciona de entre el grupo que consiste en DRB1*0101, DRB1*0405, DRB1*0802, DRB1*0803, DRB1*0901,
DRB1*1201, DRB1*1403, DRB1*1501, DRB3*1502, DPB1*0201, DPB1*0202, DPB1*0402, DPB1*0501,
DPB1*0901, DQB1*0301, DQB1*0302, DQB1*0401, DQB1*0501, DQB1*0601, DQB1*0602, y DRB5*0102. Mas
preferentemente, la molécula MHC clase Il es DRB1*0101, DRB1*0405, DRB1*1403, DRB1*1502, DPB1*0201,
DPB1*0202, DPB1*0901, DQB1*0301, DQB1*0601 o DRB5*0102, y mas preferentemente, DRB1*0101,
DRB1*0405, DRB1*1502, DPB1*0201, DPB1*0202, o DQB1*0601. En la presente especificacion, un péptido que
retiene la capacidad de unirse a una molécula MHC clase Il y tiene la capacidad de inducir células T auxiliares
especificas de WT1 se designa como péptido auxiliar WT1. También, en los Ejemplos descritos posteriormente, un
péptido que tiene la secuencia de aminoacidos representada en al SEC ID N° 3 se designa como péptido WT13s,
péptido auxiliar WT 135 o péptido WT13s.

También, el péptido de la divulgacion puede ser un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos que consiste en
aminoacidos contiguos derivados de la proteina WT1 de raton representada en la SEC ID N° 1, y la secuencia de
aminoacidos anterior puede ser un péptidos (SEC ID N° 6) en el que un resto de aminoacido en la posicion 9 de la
secuencia de aminoacidos representada en la SEC ID N° 4 se sustituye con leucina; o un péptido (SEC ID N° 7) en
el que un resto de aminoacido en la posicién 11 en la secuencia de aminoacidos representada en la SEC ID N° 5 se
sustituye por serina. Ademas, el péptido de la divulgaciéon puede contener un péptido seleccionado de entre el grupo
que consisten en péptidos que tienen una secuencia de aminoacidos que tiene una sustitucién, eliminacién o adicién
de varios aminoacidos, por ejemplo, 1 a 9, preferentemente 1 a 5, 1 a 4, 1 a 3, mas preferentemente 1 a 2
aminoacidos, mas preferentemente un aminoacido en la secuencia de aminoacidos presentada en la SEC ID N° 6 o
la SEC ID N° 7. En los Ejemplos descritos posteriormente, un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos
presentada en la SEC ID N° 6 también se designa como un péptidos mWT1gs 0 un péptido auxiliar mWT1gs, y un
péptido que tiene la secuencia de aminoacidos presentada en la SEC ID N° 7 como un péptido mWT1294 0 un
péptido auxiliar mWT1204.

El péptido de la divulgacion puede derivarse de una proteina WT1, y puede consistir en la secuencia anterior de
aminoacidos contiguos o comprender la secuencia. Por lo tanto, el péptido de la divulgacion puede ser, por ejemplo,
un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos anterior en si misma, o una proteina WT1 que comprende
la secuencia de aminoacido anterior o una porcién de la misma. También, el péptido de la divulgacion se puede
obtener por modificacion de la secuencia de aminoacidos anterior. Los restos de aminoacidos de la secuencia
anterior se puede maodificar por un método conocido. Tal modificacion puede ser, por ejemplo, esterificacion,
alquilacién, halogenacion, fosforilacion, sulfonacion, amidacion y similares sobre un grupo funcional en una cadena
lateral de un resto de aminoacidos que constituye un péptidos. También es posible unir varias sustancias al extremo
N y/o el extremo C de un péptido que contiene la secuencia de aminoacidos anterior. Por ejemplo, se puede unir al
péptido un aminoacido, un péptido, un analogo de los mismos y similares. En el caso de que estas sustancias se
unan al péptido de la divulgacién se pueden tratar, por ejemplo, por una enzima in vivo y similares o por un proceso
tal como un proceso intracelular de forma que se genere finalmente un péptido que consista en la secuencia de
aminoacidos anterior, que se presenta en la superficie celular como un complejo con una molécula MHC clase I,
siendo capaz de esta manera de obtener un efecto de induccion sobre las células T auxiliares. Estas sustancias
pueden ser las que regulan la solubilidad del péptido de la presente invencioén, las que mejoran la estabilidad del
péptido tal como la resistencia a proteasas, las que permiten el suministro especifico del péptido de la divulgacion,
por ejemplo, a un tejido u 6rgano determinado, o los que tienen una accidon de potenciacion de la eficacia de
captacion de células presentadoras de antigeno u otra accion. También estas sustancias pueden ser las que
aumentan la capacidad para inducir CTL, por ejemplo, péptidos auxiliares distintos del péptido de la divulgacion.
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La modificacion del péptido de la divulgacion puede ser la modificacion de un grupo amino en una aminoacido del
extremo N o de un grupo carboxilo en una aminoacido del extremo C del péptido. Los grupos que modifican un
grupo amino en un aminodacido del extremo N incluyen por ejemplo, uno a tres grupos alquilo que tienen 1 a 6
atomos de carbono, grupos fenilo, grupos cicloalquilo, y grupos acilo. Ejemplos especificos del grupo acilo incluyen
un grupo alkanoilo que tiene 1 a 6 atomos de carbono, un grupo alkanoilo que tiene 1 a 6 atomos de carbono
sustituidos con un grupo fenilo, un grupo carbonilo sustituido con un grupo cicloalquilo que tiene 5 a 7 atomos de
carbono, un grupo alquil sulfonilo que tiene 1 a 6 atomos de carbono, un grupo fenil sulfonilo, un grupo
alcoxicarbonilo que tiene 2 a 6 atomos de carbono, un grupo alcoxicarbonilo sustituido por un grupo fenilo, un grupo
carbonilo sustituido por un grupo cicloalcoxilo que tiene 5 a 7 atomos de carbono, un grupo fenoxicarbonilo y
similares. Los péptidos que tienen una modificacion de un grupo carboxilo en un aminoacido del extremo C incluyen,
por ejemplo, péptidos esterificados y amidados. Ejemplos especificos del éster incluyen el alquil éster que tiene 1 a 6
atomos de carbono, un alquil éster que tiene 0 a 6 atomos de carbono sustituidos con un grupo fenilo, un cicloalquil
éster que tiene 5 a 7 atomos de carbono y similares, y ejemplos especificos de la amida incluyen una amida, una
amida sustituida con uno o dos grupos alquilo que tienen 1 a 6 atomos de carbono, una amida sustituida con uno o
dos grupos alquilo que tienen 0 a 6 atomos de carbono sustituidos con un grupo fenilo, una amida que forma un 2- a
7- azacicloalcano como miembro que incluye un atomo de nitrégeno del grupo amida, y similares.

También la modificacion del péptido de la divulgacion se puede llevar a cabo uniendo unos restos de aminoacidos a
otros por medio de un enlace distinto a enlace peptidico tal como un enlace carbono-carbono. Un enlace carbono-
nitrégeno, y un enlace carbono-sulfuro. Ademas, el péptido de la divulgacion puede contener uno o mas D-
aminoacidos.

Los péptidos mencionados anteriormente, variantes de péptido y péptidos modificados de acuerdo con la divulgacion
son solamente ilustrativos, y los expertos en la técnica faciimente asumen, preparan , evalian y usan otras
variaciones de los péptidos anteriores.

El péptido de la divulgacién se puede sintetizar utilizando un método que se utiliza rutinariamente en la técnica o un
método modificado del mismo. Tal método de sintesis se desvela, por ejemplo, en Peptide Synthesis, Interscience,
New York, 1966; The Proteins, Vol. 2, Academic Press Inc., New York, 1976; Peptide Synthesis, Maruzen Co., Ltd.,
1975; Basis and Experiments of Peptide Synthesis, Maruzen Co., Ltd., 1985; Development of Medicines
(continuacion), Vol. 14, Peptide Synthesis, Hirokawa Shoten Co., 1991 y similares. También, el péptido de la
divulgacion se puede preparar utilizando una técnica de modificacion genética basandose en la informacién de una
secuencia de nucleétidos que codifican el péptido de la divulgacion. Tal técnica de modificacion genética es bien
conocida por los expertos en la técnica. Tal técnica se puede llevar a cabo de acuerdo con un método descrito en la
bibliografia [Molecular Cloning, T. Maniatis et al., CSH Laboratory (1983); DNA Cloning, DM. Glover, IRL PRESS
(1985)] como se ha descrito anteriormente o un método descrito posteriormente, y otros métodos.

Es posible determinar si el péptido de la divulgacion o un péptido candidato del mismo se une a la molécula MHC
clase Il anterior e induce células T auxiliares, por un método conocido tal como, por ejemplo, un método descrito en
Cancer Immunol. Immunother. 51:271 (2002), o un método descrito en los Ejemplos de la presente especificacion, y
otros métodos.

Aunque el péptido de la divulgaciéon activa células T auxiliares (células T CD4 positivas), el péptido induce y
mantiene la diferenciacion de CTL y ejerce una accién de activacion de células efectoras tales como los macrofagos.
En consecuencia, es posible utilizar el péptido de la divulgacion para el tratamiento o prevencion eficaz del cancer.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a un polinucleétido que codifica un péptido auxiliar WT1 (a partir
de ahora designado también como polinucleétido WT1). El polinucleétido puede ser un ADN o un ARN. La secuencia
de base del polinucleétido se puede determinar basandose en la secuencia de aminoacidos del péptido auxiliar WT1
anterior. El polinucledtido se puede preparar, por ejemplo, por un método de sintesis de ADN o ARN, un método
PCR y similares.

El polinucledtido incluye un polinucledtido que se hibrida con una secuencia complementaria de un polinucleétido
que codifica el péptido de la divulgacion bajo condiciones rigurosas y codifica un péptido que tiene una actividad
comparable a la del péptido de la divulgacion. En cuanto a la expresion “se hibrida bajo condiciones rigurosas”, la
hibridacion utilizada en el presente documento se puede llevar a cabo de acuerdo con un método convencional
descrito, por ejemplo, en Molecular Cloning, 22 ediciéon, Sambrook J., Frisch E. F., Maniatis T., Cold Spring Harbor
Laboratory press y similares. También, las “condiciones rigurosas” incluyen, por ejemplo, una condicion en la que se
forma un hibrido en una solucién que contiene 6 x SSC (10 x SSC es una solucién que contiene NaCl 1,5 My 0,15
M de citrato trisddico) y un 50% de formamida a 45 °C y luego se lava con 2 x SSC a 50 °C (Molecular Biology, John
Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6) y similares.

En otro aspecto mas, la divulgacion se refiere a un vector de expresion que comprende un polinucleétido (a partir de
ahora designado también como vector de expresion WT1). El tipo de vectores de expresion, otras secuencias que
estan contenidas ademas de la secuencia de polinucledtidos anterior y similares se pueden seleccionar
apropiadamente dependiendo del tipo de huésped en el que se introducen los vectores de expresion, el propdsito de
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la introduccion y similares. Ejemplos del vector de expresion incluyen plasmidos, vectores fagos, vectores viricos y
similares. En el caso de que el huésped sean células de Escherichia coli, ejemplos del vector incluyen vectores
plasmidos tales como pUC118, pUC119, pBR322, y pCR3, asi como vectores fagos tales como AZAPII, y Agt11. En
el caso de que el huésped sean células de levadura, los ejemplos del vector incluyen pYES2, pYEUra3 y similares.
En el caso de que el huésped sean células de insectos, los ejemplos del vector son pAcSGHisNT-A y similares. En
el caso de que el huésped sean células animales, los ejemplos del vector incluyen vectores plasmidos tales como
pKCR, pCDMS8, pGL2, pcDNA3.1, pRc/RSV, y pRc/CMV, vectores viricos tales como un vector retrovirico, un vector
adenovirico, y un vector de virus adeno-asociado. El vector puede contener opcionalmente factores tales como un
promotor de expresion inducible, un gen que codifica una secuencia de sefial, un gen marcador para seleccion, y un
terminador. También, se pueden afiadir al vector una secuencia que se expresa como una proteina de fusién con
tiorredoxina, una marca His, GST (glutation S-transferasa) y similares para facilitar el aislamiento y la purificacion. En
este caso, es posible utilizar un vector proteico fusionado con GST (pGEX4T, etc.) que tiene un promotor adecuado
(lac, tac, trc, trp, CMV, promotor precoz SV40, etc.) funcional en células huésped, un vector (pcDNA3.1/Myc-His,
etc.) que tiene una secuencia marcadora tal como Myc e His, y también un vector (pET32a) que expresan una
proteina de fusién con tiorredoxina y una marca His y similares.

Cuando se administra el vector de expresion a un sujeto para producir un péptido auxiliar WT1 in vivo, las células T
auxiliares especificas de WT1 inducidas por el péptido producen varias citoquinas (por ejemplo, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,
o un interferén (IFN), etc.), y promueven la proliferacion, diferenciacion y maduracion de células B y otras células T.
En consecuencia, las células tumorales que tienen una molécula MHC clase | y expresan WT1 altamente pueden ser
dafiadas especificamente utilizando el vector de expresion WT1.

En otro aspecto, la divulgacion se refiere a un anticuerpo contra el péptido auxiliar WT1 (a partir de ahora designado
también como anticuerpo WT1). El anticuerpo puede ser un anticuerpo policlonal o un anticuerpo monoclonal. Un
método para preparar tal anticuerpo se conoce ya, y el anticuerpo de la presente invencidon se puede preparar de
acuerdo con tal método convencional también (Current protocols in Molecular Biology, Ausubel et al. (ed.), 1987,
John Wiley and Sons (pub.), Seccién 11.12-11.13, Antibodies; A Laboratory Manual, Lane, H. D. et al. (ed.), Cold
Spring Harber Laboratory Press (pub.), New York, 1989).

La presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica para tratar o prevenir el cancer, que comprende un
péptido auxiliar WT1, un polinucleétido WT1 o un vector de expresion WT1. El gen WT1 se expresa altamente, por
ejemplo en tumores de 6rganos hematopoyéticos tales como leucemia, sindrome mielodisplasico, mieloma multiple,
y linfoma maligno, asi como en canceres sdlidos tales como cancer de estomago, cancer de intestino grueso, cancer
de pulmén, cancer de mama, cancer de células germinales, cancer de higado, cancer de piel, cancer de vejiga,
cancer de proéstata, cancer de uUtero, cancer de cuello uterino, y cancer de ovarios, y por lo tanto, es posible utilizar la
composicion farmacéutica de la divulgacion para tratar o prevenir el cancer que expresa el gen WT1. Cuando la
composicion farmacéutica se administra a un sujeto que tiene una molécula MHC clase I, las células T auxiliares
especificas de WT1 que se inducen por el péptido auxiliar WT1 que esta contenido en la composicion farmacéutica
producen varias citoquinas (por ejemplo, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, o un interferon (IFN), etc.), y promueven la
proliferacion, diferenciaciéon y maduracion de células B y otros subgrupos de células T. En consecuencia, las células
tumorales que tienen una molécula MHC clase | y expresan WT1 altamente pueden dafiarse especificamente
utilizando el péptido.

Una composicion farmacéutica puede comprender, por ejemplo, un vehiculo, un excipiente y similares, ademas del
péptido auxiliar WT1, polinucleétido WT1, o vector de expresion WT1 como principio activo. El péptido auxiliar WT1
contenido en la composicion farmacéutica induce células T auxiliares especificas de WT1, y por lo tanto la
composicion farmacéutica puede comprender un adyuvante adecuado o se puede administrar junto con un
adyuvante adecuado con el fin de mejorar la eficacia de induccion, Ejemplos de adyuvantes adecuados incluyen,
pero no se limitan a, un adyuvante completo o incompleto de Freund, hidroxido de aluminio y similares. También, la
composicion farmacéutica puede comprender también un péptido antigénico de cancer conocido distinto del péptido
auxiliar WT1 tal como, por ejemplo, un péptido WT1126 que induce CTL especificas de WT1, como principio activo
(Oka et al, "Cancer immunotherapy targeting Wilms’ tumor gene WT1 product”, Journal of Immunology, 164:1873-
1880, 2000; and Oka et al., "Human cytotoxic T-lymphocyte responses specific for peptides of the wild-type Wilms’
tumor gene (WT1) product”, Immunogenetics, 51: 99-107, 2000).

Ademas, se puede administrar una composicion farmacéutica en combinaciéon con un péptido antigénico de cancer
conocido. Por ejemplo, se puede administrar un péptido antigénico de cancer conocido, por ejemplo, un péptido
WT1426 antes o después de la administracion de la composicién farmacéutica. La composicién farmacéutica tiene
como caracteristica que activa células B u otras células T induciendo células T auxiliares especificas de WT1, y por
lo tanto, es posible aumentar mas la actividad de las CTL inducidas por la administracion de un péptido antigénico
de cancer conocido, y para aumentar marcadamente los efectos terapéuticos.

Se puede seleccionar apropiadamente un método para administrar la composicion farmacéutica dependiendo de las
condiciones tales como el tipo de enfermedad, el estado de los sujetos y los sitios seleccionados. Ejemplos del
método de administracion incluyen, pero no se limitan a estos, administracion intradérmica, administracion
subcutanea, administracion intramuscular, administracion intravenosa, administracion transnasal, administraciéon oral
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y similares. También, el método de administracion puede ser una terapia con linfocitos o una terapia con DC (células
dendriticas). La cantidad de un péptido contenido en la composicidon farmacéutica, la forma y la frecuencia de
administracion de la composicion farmacéutica y similares se puede seleccionar apropiadamente dependiendo de
condiciones tales como el tipo de enfermedad, el estado de los sujetos y los sitios seleccionados. En general, la
cantidad de un péptido administrado por dosis es de 0,0001 mg a 1000 mg, y preferentemente de 0,001 mg a 10.000
mg.

En otro aspecto, la divulgacion se refiere a un método para tratar o prevenir el cancer, que comprende la
administracion de una cantidad eficaz de una composicion farmacéutica a un sujeto que tiene la molécula MHC
clase Il anterior. Los canceres que se van a tratar o prevenir pueden ser cualquier cancer siempre que exprese el
gen WT1 e incluyen, por ejemplo, tumores de o6rganos hematopoyéticos tales como leucemia, sindrome
mielodisplasico, mieloma multiple, y linfoma maligno, asi como canceres solidos tales como cancer de estémago,
cancer de intestino grueso, cancer de pulmoén, cancer de mama, cancer de células germinales, cancer de higado,
cancer de piel, cancer de vejiga, cancer de prostata, cancer de Utero, cancer de cuello uterino, y cancer de ovarios.

En otro aspecto, la divulgacion se refiere al uso del péptido auxiliar WT1 anterior, polinucledtido WT1, o vector de
expresion WT1 para el tratamiento o prevencién del cancer.

En otro aspecto mas, la divulgacion se refiere al uso del péptido auxiliar WT1 para preparar una composicion
farmacéutica para tratar o prevenir el cancer.

En otro aspecto mas, la divulgacion se refiere al uso del polinucleétido WT1 o el vector de expresion WT1 para
preparar una composicion farmacéutica que contiene el polinucleétido WT1 o el vector de expresion WT1 anteriores.

En otro aspecto, la divulgacion se refiere a células que incluyen el péptido auxiliar WT1 anterior, el polinucleétido
WTH1, o el vector de expresiéon WT1. Las células se pueden preparar, por ejemplo, transformando células huésped
tales como células de Escherichia coli, células de levaduras, células de insectos, y células animales utilizando el
vector de expresiéon anterior. La transformacion de células huésped con un vector de expresion se puede llevar a
cabo utilizando varios métodos seleccionados adecuadamente. El péptido se puede preparar cultivando las células
transformadas, y recuperando y purificando un péptido auxiliar WT1 que se produce.

En otro aspecto mas, la divulgacion se refiere a células presentadoras de antigenos (por ejemplo, células
dendriticas, linfocitos B, macréfagos, etc.), que presentan el péptido WT1 anterior por medio de la molécula MHC
clase Il anterior. Las células presentadoras de antigeno se inducen por le péptido auxiliar WT1 anterior. Las células
T auxiliares especificas de WT1 se inducen eficazmente utilizando las células presentadoras de antigenos.

En otro aspecto mas, la divulgacion se refiere a un método para inducir células presentadoras de antigeno que
presentan un péptido auxiliar WT1 por medio de una molécula MHC clase IlI, comprendiendo dicho método el cultivo
de células presentadoras de antigeno inmaduras en presencia de un péptido auxiliar WT1, e induciendo células
presentadoras de antigeno, que presentan el péptido auxiliar WT1 por medio de la molécula MHC clase Il anterior, a
partir de las células presentadoras de antigeno inmaduro. Células presentadoras de antigeno inmaduras se refiere a
células que pueden llegar a ser células presentadoras de antigeno tales como, por ejemplo, células dendriticas,
linfocitos B, y macrofagos en su maduracion. Los sujetos en los que las células presentadoras de antigeno
inmaduras se derivan puede ser cualquier sujeto siempre que tengan la molécula MHC clase Il anterior. Aunque las
células presentadoras de antigeno inmaduras estan contenidas, por ejemplo, en las células mononucleares de
sangre periférica y similares, tales células se pueden cultivar en presencia del péptido auxiliar WT1.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método para tratar o prevenir el cancer, que comprende la
administracion de células presentadoras de antigeno, que presentan el péptido auxiliar WT1 por medio de la
molécula MHC clase |l anterior, a un sujeto que tiene la misma molécula que la molécula MHC clase Il anterior. El
método de administracion de las células presentadoras de antigeno se puede seleccionar apropiadamente
dependiendo de condiciones tales como el tipo de enfermedad, el estado de los sujetos, y los sitios seleccionados.
Ejemplos del método incluyen, pero no se limitan a, administracion intravenosa, administracion intradérmica,
administracion subcutanea, administracion intramuscular, administracion transnasal, administracion oral y similares.

En otro aspecto mas, la divulgacion se refiere a un método para prevenir o tratar el cancer por la induccion de
células presentadoras de antigeno que presentan un péptido auxiliar WT1 por medio de la molécula MHC clase I
anterior, comprendiendo dicho método las etapas de:

(a) hacer reaccionar una muestra con una secuencia de nucleétidos que codifican una secuencia de aminoacidos
(SEC ID N° 2) de una proteina WT1 o un acido nucleico que tiene una secuencia parcial de la misma o el péptido
auxiliar WT1 anterior;

(b) obtener células presentadoras de antigeno que presentan un péptido auxiliar WT1 contenido en la muestra
por medio de la molécula MHC clase Il anterior; y

(c) administrar las células presentadoras de antigeno a un sujeto que tiene la misma molécula que la molécula
MHC clase Il anterior.
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Las muestras del método anterior pueden ser cualquier muestra siempre que tenga la posibilidad de contener
linfocitos o células dendriticas e incluyen, por ejemplo, muestras derivadas del sujeto tales como sangre, soluciones
de cultivo celular y similares. La reaccion en el método anterior se puede llevar a cabo utilizando una técnica
convencional, y preferentemente utilizando la electroporacion. La obtencion de las células presentadoras de
antigeno se pueden llevar a cabo utilizando un método conocido para los expertos en la técnica. Las condiciones de
cultivo de las células en una muestra de cada etapa pueden determinarlas apropiadamente los expertos en la
técnica. EI método de administracion de las células presentadoras de antigeno puede ser como la descrita
anteriormente.

En mas aspectos, la divulgacion se refiere a células T auxiliares especificas de WT1 inducidas por el péptido auxiliar
WTH1. Las células T auxiliares se inducen, proliferan y activan cuando reconocen un complejo de un péptido auxiliar
WT1 con una molécula MHC clase Il. Las células T auxiliares especificas de WT1 activadas producen citoquinas
tales como IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, o un interferén (IFN), y promocionan la diferenciacion y maduracion de células B y
otros subgrupos de células T. En consecuencia, las células tumorales que tienen una molécula MHC clase Il y
expresan altamente WT1 pueden dafarse especificamente utilizando las células T auxiliares.

En otro aspecto, la divulgacion se refiere a un método para inducir células T auxiliares especificas de WT1, que
comprende el cultivo de células mononucleares de sangre periférica en presencia de péptido auxiliar WT1, y la
induccion de células T auxiliares especificas de WT1 a partir de las células mononucleares de sangre periférica. Los
sujetos de los que derivan las células mononucleares de sangre periférica puede ser cualquier sujeto siempre que
tenga la molécula MHC clase Il anterior. Cultivando las células mononucleares de sangre periférica en presencia de
un péptido auxiliar WT1, se inducen células T auxiliares especificas de WT1 a partir de células precursoras de
células T auxiliares en las células mononucleares en sangre periférica. Es posible tratar o prevenir tumores de
o6rganos hematopoyéticos y canceres soélidos en un sujeto administrando células T auxiliares especificas de WT1 a
un sujeto que tiene la molécula MHC clase Il anterior. En esta conexion, las células mononucleares en sangre
periférica incluyen células presentadoras de antigeno inmaduras que son células precursoras de células
presentadoras de antigeno (por ejemplo células precursoras de células dendriticas, linfocitos B, macréfagos, etc.).
Aunque las células presentadoras de antigeno inmadura estan contenidas, por ejemplo, en las células
mononucleares en sangre periférica y similares, tales células se pueden cultivar en presencia del péptido auxiliar
WT1.

En otro aspecto mas, la divulgacion se refiere a un kit para inducir células T auxiliares especificas de WT1, que
comprende el péptido auxiliar WT1como principio activo. Preferentemente, el kit se utiliza en el método anterior para
inducir células T auxiliares especificas de WT1. El kit puede comprender, por ejemplo, medios de obtencién de
células mononucleares en sangre periférica, un adyuvante, un matraz de reaccion y otros, ademas del péptido
auxiliar WT1. En general, el kit se acompafa con un manual de instrucciones. Es posible inducir células T auxiliares
especificas de WT1 eficazmente utilizando el kit.

En otro aspecto mas, la divulgacion se refiere a un método para tratar o prevenir el cancer, que comprende la
administracion de células T auxiliares especificas de WT1 a un sujeto que tiene la molécula MHC clase Il. El método
de administracion de las células T auxiliares especificas de WT1 se puede seleccionar apropiadamente dependiendo
de condiciones tales como el tipo de enfermedad, el estado de los sujetos y los sitios seleccionados. Ejemplos del
método de administracién incluyen, pero no se limitan a estos, la administracion intravenosa, administracion
intradérmica, administracién subcutanea, administracion intramuscular, administracién transnasal, administracion
oral y similares.

Ademas, la divulgacion se refiere a un kit para prevenir o tratar el cancer, que comprende el péptido auxiliar WT1,
polinucleétido WT1, o vector de expresion WT1 como principio activo. El kit es un kit que se caracteriza por la
induccion de células presentadoras de antigeno que presentan el péptido auxiliar WT1 por medio de la molécula
MHC clase II. También, el kit puede comprender, por ejemplo, un medio de obtencién de muestras, un matraz de
reaccion y otros, ademas del principio activo anterior. En general, el kit se acompafia de un manual de instrucciones.
Las células presentadoras de antigeno que presentan un péptido auxiliar WT1 por medio de una molécula MHC
clase Il se puede obtener eficazmente utilizando el kit, y se puede utilizar para tratar o prevenir el cancer por medio
de su administracion.

En otro aspecto, la divulgacion e refiere a un método para determinar la presencia o cantidad de células T auxiliares
especificas de WT1 en un sujeto que tiene una molécula MHC clase |l, comprendiendo dicho método las etapas de:

(a) hacer reaccionar un complejo de péptido auxiliar WT1 con una molécula MHC clase Il con una muestra
derivada del sujeto;

(b) determinar la presencia o cantidad de células T auxiliares que reconocen el complejo contenido en la
muestra.

Las muestras derivadas de los sujetos puede ser cualquier muestra siempre que tengan la posibilidad de contener

linfocitos e incluyen, por ejemplo, fluidos corporales tales como sangre y fluido linfatico, tejidos y similares. El
complejo de células T auxiliares WT1 con una molécula MHC clase |l puede estar, por ejemplo, en forma de
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tetramero, pentamero y similares, por ejemplo, utilizando un método conocido por los expertos en la técnica tal como
un método de biotina-estreptavidina. La presencia o cantidad de células T auxiliares que reconocen tal complejo se
puede determinar por un método conocido por los expertos en la técnica. En este aspecto, el complejo anterior se
puede marcar. Como marcador, se pueden utilizar marcadores conocidas tales como un marcador fluorescente y un
marcador radioactivo. Por el marcado, se puede determinar simple y rapidamente la presencia o cantidad de células
T auxiliares. Utilizando un método de este aspecto de la divulgacion, se posibilita hacer un diagndéstico, un
prondstico y similar del cancer.

En consecuencia, la divulgacion también proporciona una composicion que comprende un complejo de un péptido
auxiliar WT1 con una molécula MHC clase |l para determinar la presencia o cantidad de células T auxiliares
especificas de WT1 en un sujeto que tiene la molécula MHC clase Il anterior.

También, la divulgacion proporciona un kit que comprende un complejo de un péptido auxiliar WT1 con una molécula
MHC clase |l para determinar la presencia o cantidad de células T auxiliares especificas de WT1 en un sujeto que
tiene una molécula MHC clase II.

En otro aspecto mas, la divulgacion se refiere a un método para determinar la presencia o cantidad de células T
auxiliares especificas de WT1 en un sujeto que tiene una molécula MHC clase Il, comprendiendo dicho método las
etapas de:

(a) hacer reaccionar un complejo del péptido auxiliar WT1 con una molécula MHC clase Il con una muestra
derivada del sujeto; y luego

(b) determinar la presencia o cantidad de células T auxiliares que reconocen el complejo contenido en la
muestra.

Las muestras derivadas de los sujetos pueden ser cualquier muestra siempre que tengan la posibilidad de contener
linfocitos, e incluyen, por ejemplo, células mononucleares en sangre periférica, sangre, fluidos corporales, tejidos y
otros, y preferentemente células mononucleares en sangre periférica. La reaccion en la etapa (a) se puede llevar a
cabo haciendo reaccionar el péptido auxiliar WT1 de la muestra derivada de un sujeto utilizando una técnica
convencional. Las condiciones de cultivo de las células de la muestra en cada etapa pueden determinarlas
apropiadamente los expertos en la técnica. La presencia o cantidad de un citoquina contenida en una muestra se
puede medir por un método conocidos por los expertos en la técnica. La citoquina puede ser capaz de inducirse por
las células T auxiliares tales como el interferon-y y la interleucina-10. La citoquina puede estar marcada. Como
marcadores, se pueden utilizar marcadores conocidos tales como un marcador fluorescente y un marcador
radioactivo. Utilizando como indicador la presencia o cantidad de la citoquina anterior, se posibilita determinar la
presencia o cantidad de células T auxiliares especificas de WT1 simple y rapidamente.

En un aspecto mas, la divulgacion se refiere a un método para obtener células T auxiliares especificas de WT1
utilizando un complejo de péptido auxiliar WT1 con una molécula MHC clase I, comprendiendo dicho método las
etapas de:

(a) hacer reaccionar una muestra con el complejo; y
(b) obtener células T auxiliares que estan contenidas en la muestra y reconocer el complejo.

El complejo de un péptido auxiliar WT1 con una molécula MHC clase |l es como se ha descrito anteriormente. Las
muestras pueden ser cualquier muestra siempre que tenga la posibilidad de contener linfocitos e incluye, por
ejemplo, muestras derivadas de un sujeto tales como sangre, soluciones de cultivos celulares y similares. La
obtencién de células T auxiliares que reconocen el complejo se pueden llevar a cabo, por ejemplo, utilizando un
método conocido por los expertos en la técnica tales como FACS y MACS. Es posible cultivar las células T auxiliares
especificas de WT1 resultantes y usarlas para tratar o prevenir varios canceres.

En consecuencia, la divulgacion también se refiere a células T auxiliares especificas de WT1 que se pueden obtener
por un método para obtener células T auxiliares especificas utilizando un complejo de un péptido auxiliar WT1 con
una molécula MHC clase II.

Ademas, la divulgacion se refiere a un kit para obtener células T auxiliares especificas de WT1, que comprende un
complejo de un péptido auxiliar WT1 con una molécula MHC clase II.

En otro aspecto mas, la divulgacion se refiere a un método para diagnosticar el cancer, que comprende la utilizacion
de célula T auxiliares especificos de WT1, células presentadoras de antigeno que presentan el péptido auxiliar WT1
por medio de una molécula MHC clase Il, o una anticuerpo WT1. Preferentemente, se utilizan las células T auxiliares
especificas de WT1 para el método de diagnodstico del cancer. Por ejemplo, las células T auxiliares, las células
presentadoras de antigeno o el anticuerpo se pueden incubar con una muestra derivada del sujeto que tiene la
molécula MHC clase Il, o se administra a un sujeto que tiene la molécula MHC clase I, y luego, por ejemplo, se
puede determinar la localizacion, el sitio, la cantidad y similares de las células T auxiliares, las células presentadoras
de antigeno o el anticuerpo para diagnosticar el cancer. Las células T auxiliares, células presentadoras de antigeno

11



10

15

20

25

30

ES 2 528 766 T3

o anticuerpo se pueden marcar. Por el marcado, es posible llevar a cabo el método de diagndstico del cancer
eficazmente.

En otro aspecto mas, la divulgacion se refiere a un kit para diagnosticar el cancer, que comprende células T
auxiliares, células presentadoras de antigeno que presenta un péptido auxiliar WT1 por medio de una molécula MHC
clase Il, o un anticuerpo contra un péptido auxiliar WT1 o un anticuerpo contra el polinucleétido que codifica el
péptido, como principio activo.

La invencion se describira especificamente y se describira en detalle a continuacion por medio de ejemplos, pero no
se deberian tomar como limitantes de la invencion.

Ejemplo 1

Selecciéon de péptidos WT1 candidatos que se unen a moléculas MHC clase |l

Con el fin de buscar secuencias peptidicas que se unen a moléculas MHC clase I, se utilizé6 un método como el que
muestran Rammensee et al. (Rammensee et al, Immunogenetics 41:178-228, 1995). Especificamente, se llevo a
cabo la seleccion utilizando los programas descritos en la columna del extremo derecho de las Tablas junto con la
ley de Rammensee et al. Por este método, los péptidos WT135 se reducen a las secuencias peptidicas como se
muestra en las Tablas 1y 2, los péptidos WT1gs a las secuencias peptidicas que se muestran en las Tablas 3y 5,y
los péptidos WT1294 en las secuencias peptidicas que se muestran en las Tablas 5 y 6. La columna del extremo
izquierdo de las Tablas 1 a 6 muestran la “idoneidad” como secuencia peptidica candidata. Cuanto mayor es el
numero de “o”, mayor es la idoneidad en la ley de Rammensee et al. La falta de marca indica poca idoneidad.
También, el grupo de aminoacidos entre paréntesis de la columna de “secuencias peptidicas candidatas que se
unen a moléculas MHC clase II” de las Tablas 1 a 6 muestran que se puede seleccionar un aminoacido de entre el
grupo de aminoacidos enumerados en el paréntesis. Por ejemplo, la descripcion [FLM] significa un aminoacido
seleccionado de entre el grupo de aminoacidos F, L y M. También, la descripcion [VYI(AL)] significa un aminoacido
seleccionado de entre el grupo de aminoacidos V, Y, e |, o un aminoacido seleccionado de entre el grupo de

aminoacidos A y L. “x” muestra que puede ser cualquier aminoacido. La columna del extremo derecho muestra el
“nombre del programa” o programas utilizados para enumerar las secuencias peptidicas candidatas.
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Idoneidad

000

000
000

000

000

Tipos de
moléculas
MHC clase Il
DRB1*0701
DRB1*0701
DRB1*0801
DRB1*0901 o
DRB4*0101
DRB1*0901 o
DRB4*0101
DRB1*1101
DRB1*1101
DRB1*1101 o
DRB3*0202
DRB1*1104
DRB1*1104

DRB1*1201 o
DRB3
DRB1*1201 o
DRB3

DRB1*1301
DRB1*1301
DRB1*1301 o
DRB3*0101
DRB1*1302

DRB1*1302

DRB1*1302 o
DRB3*1301

DRB1*1501

DRB1*1501
DRB1*1501 o
DRB5*0101
DRB3*0202

DRB3*0202
DRB3*0301
DRB3*0301
DRB5*0101
DRB5*0101
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[Tabla 2]

Secuencias del péptido candidato que se une a varias moléculas

MHC clase Il
[FILVY] xxxx [NST]

[FYWILV]xx[DEHKNQRSTY]X[NSTIX[VILYF]

[FILVY]xxx[HKR]
[YFWLIXX[AS]

[WYFLIXX[AVS]

[YFIXX[LVMAFYIX[RKHIXX[AGSP]
[WYF]xx[LVMAFIX[RKHIXX[AGSP]

[YFIxxxx[RK]X[RK]
[ILVIXx[LVMAFY]X[RKH]xx[AGSP]
[ILVIXx[LVMAFY]X[RKH]xx[AGSP]

[ILFY (V)IXILNM(VA)IXX[VY (FIN)JXX[YFM(IV)]

[I LFYVIXILMNVAJXx[VYFIN AJxx[YFMIV]

[IVFIXx[YWLVAMIX[RK]xx[YFAST]
[ILVIXX[LVMAW Y]X[RKIxX[YFAST]

[ LVIxxxx[RK]xx[Y]

[YFVAIXX[YWLVAMIX[RKIxX[YFAST]
[YFVAIXX[LVMAW Y]X[RKIxX[YFAST]

[ILFYJxoxx[RKIXX[Y]

[LVIIXX[FYIxx[ILVMF]
[LVIIXX[FYIxx[ILVMF]

[ ILV]xxxxxxxx[ H KR]

[YFIL]xx[N]X[ASPDEJXx[LVISG]
[YFIL]xx[N]X[ASPDEJXX[LVISG]
[ILVIX[NJX[ASPDEJXX[ILV]
[ILVIXX[NJX[ASPDEJXX[ILV]
[FYLM]xX[QVIM]xxxX[RK]
[FYLM]xX[QVIM]xxxX[RK]

15

Secuencias del péptido candidato que se une a varias moléculas MHC clase Il (péptidos WT13s)

Nombre del
programa

Marsh2000
SYFPEITHI
Marsh2000

Marsh2000

SYFPEITHI

Marsh2000
SYFPEITHI

Marsh2000
Marsh2000
SYFPEITHI

Marsh2000

SYFPEITHI
Marsh2000
SYFPEITHI
Marsh2000
Marsh2000
SYFPEITHI
Marsh2000
Marsh2000
SYFPEITHI
Marsh2000

Marsh2000
SYFPEITHI
Marsh2000
SYFPEITHI
Marsh2000
SYFPEITHI
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Idoneidad

(o]6]
(o]6]

Tipos de
moléculas
MHC clase Il
DRB1*0404 o
DRB4
DRB1*0404 o
DRB4
DRB1*0405 o
DRB4
DRB1*0405 o
DRB4
DRB1*0405 o
DRB4*0101
DRB1*0405 o
DRB4*0101
DRB1*0407 o
DRB4
DRB1*0407 o
DRB4
DRB1*0701
DRB1*0701
DRB1*0801
DRB1*0801
DRB1*0901 o
DRB4*0101
DRB1*0901 o
DRB4*0101
DRB1*1101
DRB1*1101
DRB1*1101 o
DRB3*0202
DRB1*1104
DRB1*1104
DRB1*1201 o
DRB3
DRB1*1201 o
DRB3
DRB1*1301
DRB1*1301
DRB1*1301 o
DRB3*0101
DRB1*1301 o
DRB3*0101
DRB1*1302

DRB1*1302

DRB1*1302 o
DRB3*0301
DRB1*1302 o
DRB3*0301
DRB1*1501
DRB1*1501

Serotipo

DR4
DR4
DR4
DR4
DR4
DR4
DR4

DR4

DR7
DR7
DR8
DR8

DR9

DR9

DR11 (5
DR11 (5

DR11 (5

)
)
)
DR11 (5)
DR11 (5)
DR12 (5)
DR12 (5

DR13 (6
DR13 (6

DR13 (6

— = — ~—~

DR13 (6)
DR13(6)
DR13 (6

)
DR13 (6)
DR13(6)

DR15(2)
DR15(2)
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[Tabla 4]

Secuencias del péptido candidato que se une a
varias moléculas MHC clase |l

[VILM]-x-X[FYWILVMADE]-x-[NTSQR]-x-x-[K]
[VILM]-x-X[FYWILVMADE]-x-[NTSQR]-x-x-[K]
[FYWVILM]-x-x-[VILMDE]-x-[NSTQKD]-x-x-x-[DEQ]
[FYWVILM]-x-x-[VILMDE]-x-[NSTQKD]-x-x-x-[DEQ]
[Y]-X=-X-X-X-[VT]-x-x-x-[D]
desconocido
[FYW]-x-x-[AVTK]-x-[NTDS]-x-x-x-[QN]

[FYW]-x-%-[AVK]-x-[NTDS]-x--x-[QN]

[FI LVY]-X-%-x-x- [NST]
[FYWILV]-x-x-[DEHKNQRSTY]-X-[NST]-x-x-[VILYF]
[FI LVY]-x-x-x-[HKR]
desconocido

[YFWL]-x-x-[AS]

[WYFL]-x-x-JAVS]

[YF]-%-x-[LVMAFY]-x-[RKH]-x-x-[AGSP]
[WYF]-x-x-[LVMAFY]-x-[RKH]-x-x-[AGSP]

[YF]-x-x-x-x-[RK]-x-[RK]

[ILV]-%-X-[LVMAFY]-x-[RKH]-x-x-[AGSP]
[ILV]-%-X-[LVMAFY]-x-[RKH]-x-x-[AGSP]

[ILFY (V)]-x-[LNM(VA)]-x-X-[VY (FIN)]-x-x-[YFM(IV)]

[ILFYV]-%-[LM NVA]-x-x-[VYFI NA]-x-x-[YFMIV]

[IVF]-x-x-[ YWLVAM]-x-[RK]-x-x-[YFAST]
[IVF]-x-X-[LVMAWY]-x-[RK]-x-x-[YFAST]

[ILV]-X-X-X-X-[RK]-X-X-[Y]
desconocido
[YFVAI]-x-x-[YWLVAM]-x-[RK]-x-x-[YFAST]
[YFVAI]-x-x-[LVMAWY]-x-[RK]-x-x-[YFAST]
[ILFY]-X-x-%-%-[RK]-x-x-[Y]
desconocido

[LVI]-X-X-[F Y []-x-X-[ILVMF]
[LVI-%-X-[FY]-x-X-[ILVMF]

19

Secuencias del péptido candidato que se une a varias moléculas MHC clase Il (péptidos WT11gs)

Nombre del
programa

Marsh2000

SYFPEITHI

Marsh2000

SYFPEITHI

Marsh2000

SYFPEITHI

Marsh2000

SYFPEITHI

Marsh2000
SYFPEITHI
Marsh2000
SYFPEITHI

Marsh2000

SYFPEITHI

Marsh2000
SYFPEITHI

Marsh2000

Marsh2000
SYFPEITHI

Marsh2000

SYFPEITHI

Marsh2000
SYFPEITHI

Marsh2000

SYFPEITHI
Marsh2000
SYFPEITHI

Marsh2000

SYFPEITHI

Marsh2000
SYFPEITHI



Idoneidad

000
000
000
000
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(continuacion)

Secuencias del péptido candidato que se une a varias moléculas MHC clase Il (péptidos WT1+gs)

Tipos de moléculas
MHC clase Il

DRB1*1501 o
DRB5*0101

DRB3*0202
DRB3*0202
DRB3*0301
DRB3*0301
DRB5*0101
DRB5*0101

Serotipo

DR15(2)

DR52
DR52
DR52
DR52
DR51
DR51

Secuencias del péptido candidato que se une a varias
moléculas MHC clase I

[ LV]-X-X-X-x-%-X-X-X-[H KR]

[YFIL]-x-x-[N]-x-[ASPDE]-x-x-[LVISG]
[YFIL]-x-x-[N]-x-[ASPDE]-x-x-[LVISG]
[ILV]-x-%-[N]-x-[ASPDE]-x-x-[ILV]
[ILV]-x-%-[N]-x-[ASPDE]-x-x-[ILV]
[FYLM]-x-x-[QVIM]-x-x-x-X-[RK]
[FYLM]-x-x-[QVIM]-x-x-x-x-[RK]

20

Nombre del
programa

Marsh2000

Marsh2000
SYFPEITHI
Marsh2000
SYFPEITHI
Marsh2000
SYFPEITHI
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Idoneidad

000

000

000

000

o

(o]6]
(o]6]

000

(o]6]

(o]6]

(o]6]
(o]6]

Tipos de moléculas

MHC clase Il

DRB1*0404 o
DRB4

DRB1*0404 o
DRB4

DRB1*0405 o
DRB4

DRB1*0405 o
DRB4
DRB1*0405 o
DRB4*0101
DRB1*0405 o
DRB4*0101
DRB1*0407 o
DRB4
DRB1*0407 o
DRB4
DRB1*0701
DRB1*0701
DRB1*0801
DRB1*0801
DRB1*0901 o
DRB4*0101
DRB1*0901 o
DRB4*0101
DRB1*1101
DRB1*1101
DRB1*1101 o
DRB3*0202
DRB1*1104
DRB1*1104
DRB1*1201 o
DRB3

DRB1*1201 o DRB3

DRB1*1301

DRB1*1301
DRB1*1301 o
DRB3*0101
DRB1*1301 o
DRB3*0101
DRB1*1302

DRB1*1302

DRB1*1302 o
DRB3*0301
DRB1*1302 o
DRB3*0301
DRB1*1501

DRB1*1501

Serotipo

DR4
DR4

DR4

DR4
DR4
DR4
DR4

DR4

DR7
DR7
DR8
DR8

DR9

DR9

DR11 (5
DR11 (5

DR11 (5

DR11 (5
DR11(5

DR12(5

DR12 (5
DR13(6

DR13(6
DR13(6

- = ==

-~ -

—~ ~—~ =

DR13(6)

DR13(6)
DR13(6)

DR13(6)

DR13(6)

DR15(2)
DR15(2)
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[Tabla 6]

Secuencias del péptido candidato
que se une a varias moléculas MHC clase Il

[VILM]-x-x-[F YWILVMADE]-x-[NTSQR]-x-x-[K]
[VILM]-x-x-[F YWILVMADE]-x-[NTSQR]-x-x-[K]
[FYWVILM]-x-X-[VILMDE]-x-[NSTQKD]-x-x-x-[DEQ]
[FYWVILM]-x-X-[VILMDE]-x-[NSTQKD]-x-x-x-[DEQ]
[Y]-X-X-X-X-[V T]-x-X-X-[D]
desconocido
[FYW]-x-X-[AVTK]-x-[NTDS]-x-x-X-[QN]

[FYW]-x-%-[AVK]-x-[NTDS]-x--x-[QN]

[FI LVY]-X-x-x-x- [NST]
[FYWILV]-x-x-[DEHKNQRSTY]-X-[NST]-x-x-[VILYF]
[FI LVY]-x-x-x-[HKR]
desconocido

[YFWL]-x-x-[AS]

[WYFL]-x-x-]AVS]

[YF]-%-x-[LVMAFY]-x-[RKH]-x-x-[AGSP]
[WYF]-x-x-[LVMAFY]-x-[RKH]-x-x-[AGSP]

[YF]-x-x-x-x-[RK]-x-[RK]

[ILV]-%-X-[LVMAFY]-x-[RKH]-x-x-[AGSP]
[ILV]-%-X-[LVMAFY]-x-[RKH]-x-x-[AGSP]

[ILFY(V)]-%x-[LNM(VA)]-x-x-[VY (FIN)]-x-x-[YFM(IV)]
[ILFYV]-X-[LM NVA]-x-x-[VYF| NA]-x-x-[YFMIV]
[IVF]-x-x-[YWLVAM]-x-[RK]-x-x-[YFAST]
[ILV]-X-X-[LVMAWY]-x-[RK]-x-x-[YFAST]

[ ILV] -X-Xx-x-%- [R K] -X-x- [ Y]

desconocido
[YFVAI]-x-x-[YWLVAM]-x-[RK]-x-x-[YEAST]
[YFVAI]-Xx-Xx-[LVMAWY]-x-[RK]-x-x-[YEAST]

[ILFY]-X-x-x-%-[RK]-x-x-[Y]
desconocido

[LVI]-X-X-[F Y []-x-X-[ILVMF]
[LVI]-X-X-[F Y []-x-X-[ILVMF]

24

Secuencias del péptido candidato que se une a varias moléculas MHC clase Il (péptidos WT1294)

Nombre del programa

Marsh2000
SYFPEITHI

Marsh2000

SYFPEITHI
Marsh2000
SYFPEITHI
Marsh2000

SYFPEITHI

Marsh2000
SYFPEITHI
Marsh2000
SYFPEITHI

Marsh2000

SYFPEITHI

Marsh2000
SYFPEITHI

Marsh2000

Marsh2000
SYFPEITHI

Marsh2000

SYFPEITHI
Marsh2000

SYFPEITHI
Marsh2000

SYFPEITHI

Marsh2000
SYFPEITHI

Marsh2000

SYFPEITHI

Marsh2000
SYFPEITHI
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(continuacion)

Secuencias del péptido candidato que se une a varias moléculas MHC clase Il (péptidos WT1294)

Tipos de moléculas Secuencias del péptido candidato

Idoneidad MHC clase Serotipo que se une a varias moléculas MHC clase Il Nombre del programa

D;Eé;lg% 2 DRI52) [ LV]-x-XXXX-X-X-x-[H KR] Marsh2000

000 DRB3*0202 DR52 [YFIL]-%x-x-[N]-x-[ASPDE]-x-x-[LVISG] Marsh2000
000 DRB3*0202 DR52 [YFIL]-%-x-[N]-x-[ASPDE]-x-x-[LVISG] SYFPEITHI

o DRB3*0301 DR52 [ILV]-%-%-[N]-x-[ASPDE]-x-x-[ILV] Marsh2000

o DRB3*0301 DR52 [ILV]-%-%-[N]-x-[ASPDE]-x-x-[ILV] SYFPEITHI
000 DRB5*0101 DR51 [FYLM]-x-X-[QVIM]-X-x-x-x-[RK] Marsh2000
000 DRB5*0101 DR51 [FYLM]-x-X-[QVIM]-X-x-x-x-[RK] SYFPEITHI

Luego, los péptidos WT1 se seleccionaron visualmente a partir de las Tablas 1 a 6, los péptidos que se muestran en
la Tabla 7 siguiente se identificaron como péptidos candidatos preferidos para las moléculas MHC clase Il, y se
analizaron las funciones actuales de estos péptidos como se describe posteriormente.

[Tabla 7]
Identificacion de los péptidos candidatos para moléculas MHC clase Il de raton
WT135 WAPVLDFAPPGASAYGSL (SEC ID N° 3) 18 -mero MW 1819.01
WT1gs EQCLSAFTLHFSGQFTG (SEC ID N° 6) 17 -mero MW 1944.01
WT1204 FRGIQDVRRVSGVAPTLVR (SEC ID N° 7) 19 -mero MW 2126.48

Preparacion de lineas celulares especificas del péptido WT1 y medicion de la capacidad de proliferacién celular

Primero, se emulsionaron los péptidos WT1 anteriores con un adyuvante incompleto de Freund (Montanide ISA 51),
y se inocularon ratones por via intradérmica con cada péptido WT1 en una cantidad que corresponde a 100 ug/ratén.
La inmunizacién se llevd a cabo 3 veces a intervalos de una semana, se extrajo el bazo después de una semana
tras la dltima inmunizacion, y se prepararon las células esplénicas. Las células esplénicas se estimularon 3 veces a
intervalos de 10 dias utilizando células esplénicas de ratones no inmunizados, que se pulsaron con el mismo péptido
WT1 que se utilizé para la inmunizaciéon de cada ratén y se irradiaron, como Estimulador. Entonces, se llevd a cabo
la 42 estimulacion utilizando células esplénicas de ratones no inmunizados, que se pulsaron con cada péptido
(peptldo WT135, WT186 0 WT1294) como se muestra en la Tabla 7 y se irradiaron, como Estlmulador y se midi6 la
reaccion de proliferacién en respuesta a cada estimulador por un experimento de incorporaciéon de ®H. Se utilizé un
péptido OVA (ovoalbumina) irrelevante para los péptidos WT1 como péptido de control. Como resultado, las células
esplénicas de raton inmunizadas con un péptido WT135, un péptido WT1gs, 0 un péptido WT1294 respondian cada
uno al estimulador pulsado con un péptido WT13s, un péptido WT1gs, 0 un péptido WT1294, y proliferaban (Fig. 1A a
1C).

Como se ha descrito anteriormente, las células esplénicas se estimularon in vitro 3 veces a intervalos de 10 dias
utilizando células esplénicas de ratones no inmunizados, que se habian pulsado con cada péptido WT1 y se
irradiaron. Cuando se llevd a cabo la 42 estimulacion utilizando células esplénicas de ratones no inmunizadas, que
fueron pulsadas con cada péptido descrito anteriormente y se |rrad|aron como un estimulador, y se midio la reacmon
de proliferacién, se afiadié un anticuerpo MHC clase I (anticuerpo D® ) 0 un anticuerpo MHC clase Il (anticuerpo AP )a
la solucién de cultivo y se midié la incorporacion de ®H. Como resultado, la reaccion de proliferacion en respuesta al
estimulador pulsado con cada uno de un péptido WT135, un péptido WT1gs, 0 un péptido WT1294, era suprimido por
adicién de un anticuerpo MHC clase Il (Fig. 2A a 2C).

Como se ha descrito anteriormente, la células se estimularon in vitro 3 veces a intervalos de 10 dias utilizando
células esplénicas de ratones no inmunizados, que se habian pulsado con cada uno de los péptidos WT1 e
irradiado. Luego, se midi6 la reaccion de proliferacion por incorporacion de ®H utilizando células C1498 irradiadas
que no expresaban ninguna proteina WT1, células C1498 pulsadas con los péptidos WT1 anteriores. O células
C1498 que expresaban proteina WT1 por introduccion de un gen WT1, como estimulador. Como resultado, la
reaccion de proliferacion se produje en respuesta a las células C1498 pulsadas con el mismo péptido WT1 que se
habia utilizado en la inmunizacion in vivo y las células C1498 que expresaban la proteina WT1 por introduccion de
un gen WT1 (Fig. 3). Esto revelaba que un péptido WT135, un péptido WT1gs, 0 un péptido WT1204, se produce por
un proceso intracelular de una proteina WT1 enddgena y presentada sobre una molécula MHC clase Il. A partir de
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los hechos anteriores, se demostrd que estos tres péptidos WT1 son péptidos WT1 restringidos a MHC clase |l.

Medicion de la capacidad de produccién de IFN-y

Como se ha descrito anteriormente, las células esplénicas se estimularon en vitro 3 veces a intervalos de 10 dias
utilizando células esplénicas de ratones no inmunizados, que se habian pulsado con cada uno de los péptidos WT1
y se irradiaron. Luego se midi6 la concentracion de IFN-y e IL-4 en un sobrenadante de cultivo utilizando un kit
ELISA (BIOSOURCE Immunoassay Kit, Invitrogen). Como resultado, las células esplénicas de dos ratones por
separado respondieron a las células esplénicas de los ratones no inmunizados pulsadas con cada péptido WT1 e
irradiadas, y producian interferén-y pero poca interleucina-4 (Fig. 4). Esto revelaba que estos tres tipos de péptidos
WT1 inducen células T auxiliares especificas de WT1 tipo Th1.

Ejemplo 2

Medicion de células citotdxicas especificas de WT1

Se inmunizaron los ratones 3 veces con un péptido WT1426 (MHC clase 1) solo, un péptido WT1126 (MHC clase 1) +
un péptido WT135 (MHC clase 1), un péptido WT1426 (MHC clase I) + un péptido WT1gs (MHC clase II), o un péptido
WT1126 (MHC clase I) + un péptido WT 1294 (MHC clase l), y se prepararon las células esplénicas de los ratones.
Luego, las células esplénicas se estimularon una vez in vitro utilizando el péptido WT1126 (MHC clase 1), y el 6° dia,
se midi6 la actividad citotdxica utilizando células RMAS pulsadas con un péptido WT1426 (MHC clase I) como célula
diana. Las células RMAS no pulsadas con el péptido WT1126 (MHC clase |) se utilizaron como células diana de
control. Como resultado, las células esplénicas de ratdn inmunizado con un péptido WT1126 (MHC clase |) + un
péptido auxiliar WT1 (MHC clase Il) inducian células T citotoxicas especificas de WT1 mas fuertemente al
compararse con células esplénicas de ratéon inmunizado con un péptido WT1126 (MHC clase [) solo (Fig. 5). Esto
demostraba que los tres péptidos WT1 (MHC clase Il) son péptidos auxiliares especificos de WT1.

Ejemplo 3

Experimento de implantacién tumoral

Se implantaron subcutaneamente células de leucemia C1498 que expresaban WT1 en ratones en una proporcion de
2,5 x 10° células por raton, y se administraron por via intradérmica 50 ug/raton de un péptido auxiliar WT13s junto
con un adyuvante incompleto de Freund, una vez a la semana, 3 veces en total, comenzando a la semana después
de la implantacion (Fig. 6). Como control se administré por via intradérmica solucion salina fisiologica en vez del
péptido auxiliar WT135 junto con un adyuvante incompleto de Freund. Se midié en el tiempo el tamafio de un tumor
subcutaneo, y se calculd la tasa de supervivencia libre de enfermedad en el dia 29 después de la implantacion
subcutanea. Como resultado, el tumor se expandié en todos los ratones del grupo de control, mientras que la
proliferacion del tumor se habia suprimido completamente en 4 de los 10 ratones del grupo inmunizado con el
péptido auxiliar WT135 (MHC clase Il) (Fig. 7). También, se encontré una diferencia significativa (p<0,05) entre el
grupo inmunizado con el péptido auxiliar WT13s y el grupo de control (Fig. 8). Esto demostraba que el péptido auxiliar
WT135 (MHC clase Il) es un péptido WT1 que tiene la capacidad de inducir inmunizacion tumoral in vivo.

Luego, se diseccionaron los ratones el dia 29 tras el comienzo del experimento anterior, se extirpd el bazo, y se
analizo la respuesta inmunitaria especifica de WT1 utilizando las células esplénicas. En resumen, el bazo se extirpd
cuando se diseccionaron los ratones del grupo inmunizado con el péptido auxiliar WT135 (MHC clase 1) y del grupo
de control, y se prepararon las células esplénicas. Las células esplénicas se estimularon una vez con un péptido
WT1126 (MHC clase 1), y el dia tras la estimulacion, se midié la actividad citotoxica de las células esplénicas
utilizando células RMAS pulsadas con un péptido WT1+126 (MHC clase |) como célula diana. Como control, se midio
la actividad citotéxica de las células esplénicas utilizando células RMAS como célula diana. Como resultado, se
indujeron células T citotoxicas especificas de WT1 en los 4 ratones del grupo inmunizado con el péptido auxiliar
WT135 (MHC clase II) (Fig. 9). Por otro lado, se indujeron células T citotdxicas especificas de WT1 muy débilmente
en 3 ratones del grupo de control (Fig. 10). No se indujeron células T citotoxicas especificas de WT1 en un ratén.
También, estaba claro que la induccién de células T citotoxicas especificas de WT1 era menor al compararse con el
grupo inmunizado con el péptido auxiliar WT13s (MHC clase Il) (Figs. 9 y 10). Esto demuestra que se inducian
células T auxiliares especificas de WT1 por la administracion de un péptido auxiliar WT135 clase Il, y por la accién de
las células T auxiliares especificas de WT1, las células T citotdxicas inducidas por la respuesta inmunitaria a una
proteina WT1 expresada por las células tumorales implantadas se amplificaron fuertemente in vivo. Por lo tanto, los
resultados demostraban la utilidad del péptido auxiliar WT13s.

Después, se analizo la citdlisis especifica en los ratones del grupo inmunizado con el péptido auxiliar WT135 (MHC
clase Il) anterior y el grupo de control. En resumen, se utilizé como citélisis especifica el grado de citdlisis (%) que se
obtiene por sustraccion de la tasa de citolisis (%) cuando las células diana eran células RMAS de la tasa de citdlisis
(%) cuando las células diana eran células RMAS pulsadas con un péptido WT 1126 (MHC clase 1) de los experimentos
anteriores se utilizé como la citdlisis especifica (Fig. 11, izquierda). También, se incubaron las células esplénicas
preparadas anteriormente y un tetramero WT1 marcado con fluorescencia (tetramero H-2Db WT1- RFMPNAPYL-
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PE) a 4 °C durante 20 minutos, se lavaron, luego se tifieron con anticuerpos CD3 y CD8 marcados con
fluorescencia, se lavaron de nuevo, y se analizaron por FACS. Las células CD3-positivas, CD8-positivas, y
tetramero-positivas sirvieron como células citotoxicas especificas de WT1 (Fig. 11, derecha). Como resultado, se
indujeron células T citotdxicas especificas de WT1 significativamente altas (p< 0,05) en las células esplénicas de
ratones del grupo inmunizado con el péptido auxiliar WT135 (MHC clase Il) al comparase con células esplénicas de
los ratones del grupo de control (Fig. 11).

Ejemplo 4

Medicion de |la capacidad de proliferacion de células citotoxicas especificas de WT1 (CTL) en seres humanos

Se prepararon células mononucleares de sangre periférica de sujetos sanos, que tenian moléculas de subclases
DRB1, DPB1, DQB1 o DRB5 como se muestra en la Fig. 12. Se afiadioé un péptido auxiliar WT135 (MHC clase Il) a
las células mononucleares en sangre periférica, y las células se cultivaron durante una semana. Luego, las células
mononucleares en sangre periférica se estimularon 4 veces en total a intervalos de una semana utilizando células
idénticas a las células mononucleares de sangre periférica derivadas del sujeto, que se habian pulsado con un
péptido auxiliar WT135 e irradiadas, como un estimulador, y se midié la incorporacion de ®H el 6° dia. En los 6 sujetos
sanos, las células, las células mononucleares de sangre periférica respondieron a un péptido auxiliar WT135 y
proliferaron (Fig. 12). Esto demostraba que el péptido auxiliar WT135 tiene la funcién de unirse a las moléculas HLA
clase Il mencionadas y producen la reaccion de proliferacion, En esta conexion, el péptido WT1gs y el péptido
WT1294 de raton difieren del péptido WT1gs (SEC ID N° 4) y el péptido WT1294 (SEC ID N° 5) humanos en un
aminoacido en las posiciones encuadradas, que se muestran en la Tabla 8.

[Tabla 8]
Diferencias entre las secuencias de los péptidos WT135, WT1gs y WT1204 de ratén y
humanos
mWT 135 De ratén  WAPVLDFAPPGASAYGSL (SEC ID N° 3) 18-mero
hWT135 Humano  WAPVLDFAPPGASAYGSL (SEC ID N° 3)
mWT1gs Deraton  EQCLSAFTLHFSGQFTG (SEC ID N° 6) 17-mero
hWT1g6 Humano  EQCLSAFTVHFSGQFTG (SEC ID N° 4)
MWT 1204 De ratén  FRGIQDVRRVSGVAPTLVR (SEC ID N° 7) 19-mero
hWT1294 Humano  FRGIQDVRRVPGVAPTLVR (SEC ID N° 5)

Ejemplo 5

Restriccion del péptido WT135 por una molécula HLA clase |l

Con el fin de determinar la restriccion del péptido WT135 por una molécula HLA clase Il, se llevé a cabo un
experimento mas por un método bien conocido por los expertos en la técnica que se describe en resumen
posteriormente. Primero, se estimularon 5 veces, células mononucleares de sangre periférica (PBMC) derivadas de
un sujeto sano [un sujeto sano positivo a DRB1*0101/0405, DPB1*0201/0402, y DQB1*0401/0501 (designado de
aqui en adelante como sujeto sano A)] con un péptido WT135 para preparar un Respondedor. Luego, se pulsaron
células mononucleares de sangre periférica (PBMC) derivadas de otro sujeto sano diferente en un tipo de HLA clase
Il [un sujeto sano positivo a DRB1* 0405/0901, DPB1* 0201/0501, y DQB1* 0303/0401 (designado como sujeto sano
B)] con el péptido WT135 para preparar un Estimulador, y se midid la proliferacion celular [la cantidad de *H-timidina
incorporada (cpm)]. La medicidon se llevd a cabo bajo condiciones sin adicion de un anticuerpo, adicion de un
anticuerpo anti-HLA-DR (+a-DR), adicion de un anticuerpo anti-HLA-DP (+a-DP), o adicién de un anticuerpo anti-
HLA-DQ (+a-DQ). Un tipo comin de HLA clase Il, que es positivo en el Respondedor y el Estimulador, muestra
restriccion del péptido WT13s. Como resultado de los experimentos, se demostré que el péptido WT 135 se restringe
por DRB1*0405 debido a que se suprimio la proliferacion bajo condiciones de adiciéon de un anticuerpo anti-DR, y el
DRB1*0405 era comun en los sujetos sanos A y B, como se muestra en la Fig. 13.

Después se llevé a cabo un experimento bajo las mismas condiciones que las del experimento anterior, excepto que
se utilizaron las PBMC derivadas de un sujeto sano diferente del sujeto sano A [sujeto sano positivo a
DRB1*0405/0803, DPB1*0202/0501, y DQB1*0401/0601 (designado como sujeto sano G)] como un Estimulador.
Como resultado, se demostré que el péptido WT13s se restringe por DRB1*0405/0803, DPB1*0202/0501, y
DQB1*0401/0601 debido a que se suprimioé la proliferacion bajo condiciones de adicion de un anticuerpo anti-HLA-
DR, o un anticuerpo anti-HLA-DP, y DRB1*0405, DPB1*0201 y DPB1*0202 eran comunes en el sujeto sano A y el
sujeto sano G (DRB1*0405, DPB1*0201 y DPB1*0202 tienen una alta analogia y tienen reactividad cruzada, y por lo
tanto se consideran como una molécula comun), como se muestra en la Fig. 14.

A continuacion, se llevé a cabo bajo las mismas condiciones que las del experimento anterior, excepto en que las
PBMC derivadas de un sujeto sano diferente del sujeto sano A [positivo a DRB1*0101/0803, DPB1*0501/,
DQB1*0501/0601 (designado como sujeto sano H) se utilizaron como un Estimulador. Como resultado, se ha
demostrado que el péptido WT135 se restringe por DRB1*0101 debido a que se suprimié la proliferacion bajo
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condiciones de adicién de un anticuerpo anti-HLA-DR, y DRB1*0101 era comun en el sujeto sano A y el sujeto sano
H, como se muestra en la Fig. 15.

Ademas, las PBMC derivadas del sujeto sano G se utilizaron como Respondedor y las células L que tienen
introducido un gen DQB1*0601 se utilizaron como Estimulador, con el fin de determinar la restriccion de un péptido
WT13s. Se midi6 la diferencia en la cantidad de IFN-y producida en presencia o ausencia de un pulso con un péptido
WT13s5 de las células L. Una proporcion de la produccion intracelular de IFN-y se midié utilizando FACS que es una
técnica bien conocida por los expertos en la técnica. Como resultado se demostré que el péptido WT135 se restringe
por DQB1*0601 debido a que el Respondedor se activd por el pulso con un péptido WT135 en las células L, como se
muestra en la Fig. 16.

Después, se llevo a cabo un experimento como se ha descrito anteriormente utilizando PBMC derivadas del mismo
sujeto sano como Respondedor y Estimulador. Los tipos de moléculas HLA clase Il que poseian los sujetos sanos
utilizados en este experimento se resumen en la Tabla 9 siguiente.

[Tabla 9]
Tipos de moléculas HLA clase Il que poseen los sujetos sanos utilizados en este experimento
Sujeto sano N° DRB1 DPB1 DQB1
A *0101/0405 *0201/0402 *0401/0501
B *0405/0901 *0201/0501 *0303/0401
C *0802/1201 *0201/0501 *0301/0302
D *1502/1502 *0201/0901 *0601/0601
E *0405/0901 *0202/0501 *0303/0401
F *1403/1502 *0201/0901 *0301/0601
G *0405/0803 *0202/0501 *0401/0601
H *0101/0803 *0501/- *0501/0601
I *0101/1501 *0201/0402 *0501/0602

Como resultado, se descubrié que la adicién de un anticuerpo anti-DR o un anticuerpo anti-DP, cuando el
experimento se llevaba a cabo utilizando PBMC derivadas de sujetos sanos A a E, faba como resultado la reduccion
de la cantidad de *H-timidina que se incorpora (cpm), y por lo tanto, la supresion de la proliferacion. También, la
adicion del anticuerpo anti-DR solo, cuando se utilizaban las PBMC derivadas del sujeto sano F, daba como
resultado la supresiéon de la proliferacion. Ademas, la adicion del anticuerpo anti-DP solo, cuando se utilizaban
PBMC derivadas del sujeto sano G, daba como resultado la supresion de la proliferaciéon. Por un experimento
utilizando el sujeto sano A, se demostré que el péptido WT135 se restringia por DRB1*0101 o 0405, y DPB1*0201 o
0402. Por un experimento utilizando el sujeto sano B, se demostré que el péptido WT135 se restringia por
DRB1*040S o 0901, y DPB1*0201 o 0501. Por un experimento utilizando el sujeto sano C, se demostré que el
péptido WT135 se restringia por DRB1*0802 o 1201, y DPB1*0201 o 0501. Por un experimento utilizando el sujeto
sano D, se demostré que el péptido WT135 se restringia por DRB1*1502 debido a que el DRB1*1502 es homocigoto
(Fig. 17). Ademas, se demostré que el péptido WT135 se restringia por DPB1*0201 o 0901. Por un experimento
utilizando el sujeto sano E, se demostré que el péptido WT135 se restringia por DRB1*0405 o 0901, y DPB1*0202 o
0501. Por un experimento utilizando el sujeto sano F, se demostré que el péptido WT135 se restringia por
DRB1*1403 o 1502. En un experimento utilizando el sujeto sano G, se demostré que el péptido WT135 se restringia
por DPB1*0202 o 0501.

También, se midié la diferencia en la cantidad producida de IFN-y en presencia o ausencia de un pulso con un
péptido WT135 utilizando las PBMC derivadas del sujeto sano | como Respondedor y Estimulador. Se midi6 la
proporcion de produccion de IFN-y intracelular utilizando FACS que es una técnica bien conocida por los expertos en
la técnica. Como resultado, aumentaba marcadamente la proporcion de la cantidad de IFN-y por el pulso con el
péptido WT13s (Fig. 18). Esto demuestra que el péptido WT135 se restringia por cualquiera de DRB1* 0101,
DRB1*1501, DPB1* 0201, DPB1* 0402, DQB1*0501, y DQB1*0602.

Aplicabilidad industrial

La presente invencion proporciona péptidos WT1 que se restringen por varios tipos de moléculas MHC clase I,
polinucledtidos que codifican los péptidos, composiciones farmacéuticas que los contienen y similares. Por lo tanto,
se pueden utilizar en el campo farmacéutico, por ejemplo, en el campo del desarrollo y produccién de farmacos
profilacticos o terapéuticos para varios tumores de 6rganos hematopoyéticos y tumores soélidos que expresan
altamente un gen WT1.
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en aminoacidos contiguos derivados de
una proteina WT1 e induce células T auxiliares especificas de WT1 uniéndose a una molécula MHC clase Il, donde
la secuencia de aminoacidos se selecciona de entre:

(a) la secuencia de aminoacidos representada en la SEC ID N° 3;

(b) la secuencia de aminoacidos representada en la SEC ID N° 4;

(c) la secuencia de aminoacidos representada en la SEC ID N° 5; y

(d) una secuencia de aminoacidos en la que se sustituye, elimina o afiade solo un aminoacido de las secuencias
representadas en (a) a (c).

2. El péptido de acuerdo con la reivindicaciéon 1, donde la secuencia de aminoacidos es la secuencia de aminoacidos
representada en la SEC ID N° 3.

3. El péptido de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, donde

(i) la molécula MHC clase Il se selecciona de entre DRB1* 0101, DRB1*0405, DRB1*0802, DRB1*0803,
DRB1*0901, DRB1*1201, DRB1*1403, DRB1*1501, DRB1*1502, DPB1*0201, DPB1*0202, DPB1*0402,
DPB1*0501, DPB1*0901, DQB1*0301, DQB1*0302, DQB1*0401, DQB1*0501, DQB1*0601, DQB1*0602, y
DRB5*0102; o

(i) la molécula MHC clase Il se selecciona de entre DRB1*0101, DRB1*0405, DRB1*1502, DPB1*0201,
DPB1*0202, y DQB1*0601.

4. Un polinucleétido que codifica el péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.
5. Un vector de expresion que comprende el polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 4.
6. Un anticuerpo contra el péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

7. Una composicion farmacéutica para su uso en un método de tratamiento o prevencién del cancer, que comprende
el péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, el polinucleétido de acuerdo con la
reivindicacion 4, o el vector de acuerdo con la reivindicacién 5.

8. Un péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, un polinucleétido de acuerdo con la
reivindicacion 4, o un vector de acuerdo con la reivindicaciéon 5, para su uso en un método de tratamiento o
prevencioén del cancer.

9. Células presentadoras de antigeno que presentan el péptido de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 por medio de la molécula MHC clase 1l de acuerdo con la reivindicacién 3.

10. Un método para inducir células presentadoras de antigeno, que comprende el cultivo de células presentadoras
de antigeno inmaduras en presencia del péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, y la
induccion de células presentadoras de antigeno, que presentan el péptido por medio de la molécula MHC clase Il de
acuerdo con la reivindicacion 3, a partir de células presentadoras de antigeno inmaduras.

11. Células T auxiliares especificas de WT1 que se inducen por el péptido de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3.

12. Un método para inducir células T auxiliares especificas de WT1, que comprende el cultivo de células
mononucleares de sangre periférica en presencia del péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 3, y la induccidon de células T auxiliares especificas de WT1 a partir de células mononucleares de sangre
periférica.

13. Un kit para inducir células T auxiliares especificas de WT1, que comprende, como principio activo, el péptido de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

14. Un kit para tratar y prevenir el cancer, que comprende, como principio activo, el péptido de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, el polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 4, o el vector de acuerdo
con la reivindicacion 5.

15. Un método para determinar la presencia o cantidad de células T auxiliares especificas de WT1 en un sujeto que
tiene la molécula MHC clase Il de acuerdo con la reivindicacion 3, comprendiendo dicho método las etapas de:

(a) hacer reaccionar el péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 con una muestra
derivada del sujeto; y luego

36



ES 2 528 766 T3

(b) determinar la presencia o cantidad de una citoquina que esta contenida en la muestra.
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[Fig. 5]
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[Fig. 9]
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[Fig. 11]
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[Fig. 12]
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