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DESCRIPCION
Composicién vacunal contra el cancer
Campo de la técnica

La presente invencion se refiere a una composicion vacunal contra el cancer para personas positivas al antigeno
leucocitario humano (HLA)-A*0206, que comprende un producto proteico del gen supresor tumoral del tumor 1 de
Wilms (WT1) (de aqui en adelante abreviado a veces como WT1 proteico) o un péptido parcial del mismo (de aqui
en adelante abreviado a veces como WT1 peptidico). La presente invencion también se refiere a una composicion
vacunal contra el cancer para personas positivas al HLA-A*0206, que comprende un ADN o ARN que codifica el
WT1 proteico o WT1 peptidico mencionado anteriormente, un método para inducir CTL especificos de WT1, un
método para la inducciéon de células dendriticas que presentan un antigeno del cancer, y un método para el
diagndstico de personas positivas a HLA-A*0206, y un método de tratamiento o prevencion del cancer en personas
positivas al HLA-A*0206.

La presente invencion se refiere adicionalmente a una composicién vacunal contra el cancer para personas positivas
al HLA-A*0201, que comprende un péptido modificado del WT1 peptidico.

Técnica antecedente

El gen WT1 del tumor de Wilm se aislé6 como un gen asociado con tumorigénesis en el tumor de Wilms, que es un
tumor renal pediatrico (véase la bibliografia no patente 1). Este gen codifica un factor de transcripcién en dedos de
zinc asociado con el mecanismo regulador del crecimiento y diferenciacion celular, y la apoptosis y el desarrollo
tisular.

El gen WT1 se clasifico originalmente como un gen supresor tumoral. Sin embargo, basandose en pruebas recientes
que se muestran en (i) a (iii) siguientes:

(i) alta expresion del gen WT1 de tipo silvestre en distintos tumores malignos y canceres sélidos humanos
incluyendo tumores hematopoyéticos malignos tales como la leucemia y sindromes mielodisplasicos (MDS),

(i) inhibicion del crecimiento de las células de leucemia human y células de un cancer sélido tratadas con
oligonucledétidos WT1 antisentido, y

(iii) promocion del crecimiento e inhibicion de diferenciacion en células mieloides precursoras de ratén por la
expresion constitutiva del gen WT1 de tipo silvestre,

se ha sugerido que el gen WT1 de tipo silvestre presenta un efecto oncogénico mas que un efecto supresor tumoral
en distintas enfermedades malignas (véase la bibliografia de patente 1).

También se sabe de la alta expresion del gen WT1 en canceres solidos, tales como cancer gastrico, cancer de
colon, cancer de pulmon, cancer de mama, cancer de células germinales, cancer hepatico, cancer de piel, cancer de
vejiga, cancer de prostata, cancer uterino, cancer de cuello de utero y cancer ovarico (véase la bibliografia de
patente 2).

En general, el sistema inmunitario para eliminar sustancias ajenas comprende la inmunidad humoral, en la cual
estan implicados los macrofagos, que reconocen un antigeno y sirven como células presentadoras de antigeno,
células T auxiliares, que reconocen el antigeno presentado por los macréfagos y producen distintas linfocinas para
activar otras células T, y linfocito B, que se diferencian en células productoras de anticuerpo mediante acciones de
las linfocinas; e inmunidad mediada por células, en la que los linfocitos T citotéxicos (CTL), que se producen
mediante diferenciacion en respuesta a la presentacion de antigenos, atacan y destruyen las células diana.

Actualmente, se ha considerado que la inmunidad del cancer se basa principalmente en inmunidad mediada por
células en la que estan implicados los CTL. En la inmunidad del cancer basada en CTL, los precursores de células T
reconocen un antigeno del cancer presentado en forma de un complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase |
y el antigeno del cancer, y por esto se diferencian y crecen como CTL, que atacan y destruyen las células del
cancer. En este caso, la célula del cancer presenta, en su superficie celular, un antigeno del MHC clase | y el
antigeno del cancer, que es el objetivo de los CTL (véase las bibliografias no patentes 2 a 5). El MHC se denomina
como antigeno leucocitario humano (HLA) en los seres humanos.

Se considera que el antigeno del cancer mencionado anteriormente, que se presenta por un antigeno del MHC de
clase | en las superficies de las células del cancer, es decir, las células diana, es un péptido de aproximadamente 8
a 12 aminoacidos producido mediante un procesamiento mediado por proteasa intracelular de un antigeno proteico
sintetizado en las células cancerosas (véase las bibliografias no patentes 2 a 5). Actualmente, la busqueda de
antigenos proteicos de distintos canceres esta en proceso, pero solo se han identificado unas pocas proteinas como
antigenos especificos del cancer.
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El presente inventor sintetizé polipéptidos que consistia cada uno en 7 a 30 aminoacidos contiguos basandose en la
secuencia de aminoacidos del producto de expresion del gen WT1 y cada uno contenia al menos un aminoacido que
presumiblemente sirve como un aminoacido de anclaje para la uniéon con el HLA-A*2402 o HLA-A*0201 confirmo
que estos péptidos se unian con el HLA-A*2402 o HLA-A*0201 (estos péptidos estaban restringidos a HLA-A*2402 o
HLA-A*0201), y descubrié que la uniéon de los péptidos con HLA-A*2402 o HLA-A*0201 inducia los CTL, dando
como resultado una respuesta citotoxica contra las células diana (de aqui en adelante abreviada como respuesta de
CTL). A partir de este hecho, estos péptidos se identificaron como epitopos de CTL a partir del producto de
expresion del gen WT1 (proteina WT1).

En este punto, se identificaron los epitopos de CTL especificos de WT1 solo para HLA-A*2402 o HLA-A*0201 (véase
la bibliografia de patente 3), HLA-A*3303 (véase la bibliografia de patente 4) o HLA-A*1101 (véase la bibliografia de
patente 5). Se confirmé que las respuestas de CTL inducidas por los polipéptidos desvelados por las bibliografias
anteriores estan restringidos por HLA-A*2402, HLA-A*0201, HLA-A*3303 y HLA-A*1101.

Esto indica la posibilidad de que el producto proteico del gen supresor tumoral WT1 es un antigeno de rechazo
tumoral prometedor, también llamado como antigeno asociado a un tumor (TAA). De hecho, no se observaban altos
niveles de CTL especificos de WT1 o un alto titulo de anticuerpos anti-WT1 en sangre periférica de donantes de
sangre sanos, pero si en los pacientes de cancer.

Sin embargo, los tipos de HLA son suficientemente diversos para servir como marcadores para la identificacion de
individuos. En los HLA, los antigenos del MHC de clase | se clasifican en HLA-A, HLA-B, HLA-C, y los antigenos del
MHC de clase Il se clasifican en HLA-DP, HLA-DQ y HLA-DR. Cada clase tiene varios tipos de antigeno. El sitio de
union de cada HLA tiene un polimorfismo genético. Por ejemplo, se sabe que HLA-A, HLA-B y HLA-C tiene 27 o
mas, 59 o mas, y 10 o mas tipos de polimorfismos (alelos), respectivamente.

Por lo tanto, habiendo el deseo de identificar un antigeno del cancer que se una a otros tipos de HLA distintos de
HLA-A*2402, HLA-A*0201, HLA-A*3303 y HLA-A*1101 e inducir una respuesta de CTL, y para de esta manera
aplicar una inmunoterapia a un intervalo mas amplio de sujetos.

Entre tanto, se informo de los siguientes tres WT1 peptidicos modificados en dos documentos: el péptido WT14g/P1Y
(YLGEQQYSV; SEQ ID NO: 12), el péptido WT1126P1Y (YMFPNAPYL; SEQ ID NO: 35) (véase la bibliografia de
patente 6 para los dos péptidos anteriores), y el péptido WT1126P9M (RMFPNAPYM; SEQ ID NO: 52) (véase la
bibliografia de patente 7).

Ademas, se informo de los siguientes dos péptidos en la exposicion escrita para el examen de la patente europea
N.° 1127068:

el péptido WT1126P2L (RLFPNAPYL; SEQ ID NO: 39) y el péptido WT1126P2L&P9V (RLFPNAPYV; SEQ ID NO: 75)
(véase la bibliografia no patente 7).

Sin embargo, no se ha informado nunca de si estos WT1 peptidicos modificados sirven como un antigeno del cancer
que se una a otros tipos de HLA distintos de HLA-A*2402, HLA-A*0201, HLA-A*3303 y HLA-A*1101 y que induzca
una respuesta de CTL.

Bibliografia de patente 1: JP-A 9-104629

Bibliografia de patente 2: JP-A 11-035484

Bibliografia de patente 3: WO 00/06602 Folleto

Bibliografia de patente 4: Solicitud de patente japonesa N.° 2006-045287
Bibliografia de patente 5: Solicitud de patente japonesa N.° 2006-355356
Bibliografia de patente 6: Folleto WO 2005/053618

Bibliografia de patente 7: Folleto WO 2007/016466

Bibliografia no patente 1: Gessler, M. et al., Nature, vol. 343, pp. 774-778, 1990
Bibliografia no patente 2: Cur. Opin. Immunol., vol. 5, p. 709, 1993

Bibliografia no patente 3: Cur. Opin. Immunol., vol. 5, p. 719, 1993

Bibliografia no patente 4: Cell, vol. 82, p. 13, 1995

Bibliografia no patente 5: Immunol. Rev., vol. 146, p. 167, 1995

Bibliografia no patente 6: Mol. Cell. Biol., vol. 11, p. 1707, 1991

Bibliografia no patente 7: La exposicion escrita para el examen de la patente europea N.° 1127068

Sumario de la invencion

Problema que resolver por la invencion

Un objetivo de la presente invencion es aplicar, adicionalmente para personas positivas a HLA-A*0206, un método
de tratamiento y/o prevencion del cancer para pacientes con tumores malignos incluyendo la leucemia, estando

basado el método en un producto proteico del gen supresor tumoral WT1 (WT1 proteico) o un péptido parcial del
mismo (WT1 peptidico).
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Medio para resolver el problema

El presente inventor llevd a cabo estudios intensivos para conseguir el objetivo mencionado anteriormente. Como
resultado, descubrié que el péptido WT14s7 (SLGEQQYSV) y el péptido WT1126 (RMFPNAPYL) que derivaban del
WT1 proteico humano, que se sabia que inducia solo los CTL restringidos a HLA-A*0201, sorprendentemente
también inducia los CTL restringidos al HLA-A*0206. En circunstancias en las que solo los péptidos descritos en el
folleto WO 00/06602 se conocian como los WT1 peptidicos que inducian CTL restringidos a HLA-A*0201, el
presente inventor descubrié que un péptido modificado del WT1+g7 peptidico (al que también se hace referencia
como WT14g7 peptidico modificado) y un péptido modificado del WT1426 peptidico (al que también se hace referencia
como WT1426 peptidico modificado) también se unen a una molécula del HLA-A*0201. Basandose en estos
hallazgos, el presente inventor llevd a cabo estudios intensivos adicionales y completd la presente invencion. A
saber, la presente invencidon se refiere a las realizaciones caracterizadas en las reivindicaciones. Por lo tanto, se
refiere a los siguientes articulos:

1. Un péptido parcial, una composicion que contiene dicho péptido parcial, o una vacuna contra el cancer que
comprende un ADN o ARN que codifican un péptido parcial, para su uso en el tratamiento o prevencién del
cancer en personas positivas al HLA-A*0206, donde el péptido parcial es

el péptido WT14s7: Ser Leu Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 2),

el péptido WT1426: Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 3),

el péptido WT14s7P1F: Phe Leu Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 11),

el péptido WT14g7P2M: Ser Met Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 16),

el péptido WT14g7P3M: Ser Leu Met Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 20),

el péptido WT1426P1F: Phe Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 34),
el péptido WT1426P2L: Arg Leu Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 39),
el péptido WT1126P3M: Arg Met Met Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 46), o
el péptido WT1126P9V: Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Val (SEQ ID NO: 49).

2. El péptido parcial o la composicién de acuerdo con el articulo 1 para su uso en el tratamiento o prevencion del
cancer en una persona positiva al HLA-A*0206, donde el péptido parcial es

el péptido WT14s7: Ser Leu Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 2),

el péptido WT1126: Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 3),

el péptido WT14s7P1F: Phe Leu Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 11),

el péptido WT14g7P2M: Ser Met Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 16),

el péptido WT14g7P3M: Ser Leu Met Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 20),

el péptido WT1426P1F: Phe Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 34),
el péptido WT1426P2L: Arg Leu Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 39),
el péptido WT1126P3M: Arg Met Met Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 46), o
el péptido WT1126P9V: Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Val (SEQ ID NO: 49).

3. El péptido parcial o composiciéon de acuerdo con el articulo 2 para su uso en el tratamiento o prevencién del
cancer en personas positivas al HLA-A*0206, donde el péptido parcial es

el WT14126 péptido: Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 3)

4. Las composiciones de acuerdo con uno cualquiera de los articulos 1 a 3 para su uso en el tratamiento o
prevencion del cancer en personas positivas al HLA-A*0206, que comprende adicionalmente un adyuvante.

5. El uso de un péptido parcial, una composicién que contiene dicho péptido parcial, o una vacuna contra el
cancer que comprende un ADN o ARN que codifica un péptido parcial, donde dicho péptido parcial es un péptido
como se define en el articulo 1, para la preparacién de un medicamento para el tratamiento o prevencion del
cancer en personas positivas al HLA-A*0206.

6. El uso de un péptido parcial o composicion de acuerdo con el articulo 5 para la preparaciéon de un
medicamento para el tratamiento o prevencion del cancer en personas positivas al HLA-A*0206, donde el péptido
parcial es

el péptido WT14s7: Ser Leu Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 2),

el péptido WT1126: Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 3),

el péptido WT14s7P1F: Phe Leu Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 11),

el péptido WT14g7P2M: Ser Met Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 16),

el péptido WT1457P3M: Ser Leu Met Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 20),

el péptido WT14126P1F: Phe Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 34),
el péptido WT1426P2L: Arg Leu Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 39),
el péptido WT1126P3M: Arg Met Met Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 46), o
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el péptido WT1126P9V: Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Val (SEQ ID NO: 49).

7. El uso de un péptido parcial o composiciéon de acuerdo con el articulo 6 para la preparacion de un
medicamento para el tratamiento o prevencion del cancer en personas positivas al HLA-A*0206, donde el péptido
parcial es

el péptido WT1426: Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 3).

8. El uso de una composicion de acuerdo con una cualquiera de los articulos 5 a 7 para la preparacion de un
medicamento para el tratamiento o prevencién del cancer en personas positivas al HLA-A*0206, que comprende
adicionalmente un adyuvante.

9. Un método ex vivo para la induccién de CTL especificos de WT1, que comprende el cultivo, en presencia de
un péptido parcial de acuerdo con el articulo 1, de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) derivadas
de la persona positiva a HLA-A*0206, para obtener los CTL especificos de WT1 inducidos a partir de ellas.

10. Un método ex vivo para la inducciéon de células dendriticas que presenten el péptido parcial de acuerdo con
el articulo 1, que comprende el cultivo, en presencia del péptido parcial del mismo, células dendriticas inmaduras
derivadas de una persona positiva a HLA-A*0206, para obtener células dendriticas inducidas a partir de las
mismas que presenten al péptido parcial del mismo.

11. Un método in vitro de diagndstico del cancer para personas positivas al HLA-A*0206, que comprende

i) una etapa de deteccion o cuantificacion de un péptido parcial de acuerdo con el articulo 1, un anticuerpo
contra este o CTL especificos de WT1 inducidos por un método de acuerdo con el articulo 9 en una muestra
de una persona positiva al HLA-A*0206, y una etapa de comparacion de la cantidad de dicho péptido parcial
del mismo, dicho anticuerpo contra este o dichos CTL especificos de WT1, con el caso en el que el cancer no
se ha desarrollado, o

ii) una etapa de la determinacion de la posicién o regién de CTL especificos de WT1 o células dendriticas en
el sujeto positivo al HLA-A*0206 al que se habian administrado dichos CTL especificos de WT1 inducidos por
el método de acuerdo con el articulo 9 o dichas células dendriticas inducidas por el método de acuerdo con el
articulo 10.

12. Una composicion vacunal para personas positivas al HLA-A*0201, que comprende el siguiente péptido:

el péptido WT14s7P1F: Phe Leu Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 11),

el péptido WT14g7P2M: Ser Met Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 16),

el péptido WT14g7P3M: Ser Leu Met Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 20),

el péptido WT14126P1F: Phe Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 34),
el péptido WT1426P2L: Arg Leu Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 39),
el péptido WT1126P3M: Arg Met Met Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 46), o
el péptido WT1126P9V: Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Val (SEQ ID NO: 49).

13. El uso de una composicion de acuerdo con el articulo 12 para la preparacién de un medicamento para el
tratamiento o prevencion del cancer en personas positivas al HLA-A*0201.

14. la composicién de acuerdo con el articulo 12 para su uso en el tratamiento o prevencion del cancer en
personas positivas al HLA-A*0201.

Ademas, en el contexto de la presente invencion, se desvelan los siguientes (1) a (17).

(1) Una composicion vacunal contra el cancer para personas positivas al antigeno leucocitario humano (HLA)-
A*0206 que comprende un producto proteico del gen supresor tumoral WT1 o un péptido parcial del mismo.

(2) La composicion de acuerdo con el (1) anterior, donde el producto proteico del gen supresor tumoral WT1 es la
proteina de los siguientes (a) o (b):

(a) una proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, o

(b) una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que comprende una eliminacion, sustitucion
o adiciéon de uno o varios aminoacidos de la secuencia de aminoacidos de (a), cualquiera de las cuales es
inmunogénica para las personas positivas al HLA-A*0206.

(3) La composicion de acuerdo con el (1) anterior, donde el péptido parcial es
el péptido WT14s7: Ser Leu Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 2),

el péptido WT1426: Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 3),

el péptido WT14s7P1F: Phe Leu Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 11),
el péptido WT14g7P2M: Ser Met Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 16),
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el péptido WT14g7P3M: Ser Leu Met Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 20),

el péptido WT14126P1F: Phe Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 34),

el péptido WT1426P2L: Arg Leu Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 39),

el péptido WT1126P3M: Arg Met Met Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 46), o

el péptido WT1126P9V: Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Val (SEQ ID NO: 49).

(4) La composicion de acuerdo con el (1) a (3) anteriores, que comprende adicionalmente un adyuvante.

(5) Una composicion vacunal contra el cancer para personas positivas la HLA-A*0206, que comprende un ADN
que codifica un producto proteico del gen supresor tumoral WT1 o un péptido parcial del mismo.

(6) Una composicion vacunal contra el cancer para personas positivas al HLA-A*0206, que comprende un ARN
que codifica un producto proteico del gen supresor tumoral WT1 o un péptido parcial del mismo.

(7) Un método para inducir CTL especificos de WT1, que comprende el cultivo, en presencia de un producto
proteico del gen supresor tumoral WT1 o un péptido parcial del mismo, células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) derivadas de una persona positiva al HLA-A*0206, para obtener CTL especificos, para obtener
CTL especificos de WT1 inducidos a partir de ellas.

(8) Un método para la induccion de células dendriticas que presenten un producto proteico del gen supresor
tumoral WT1 o un péptido parcial del mismo, que comprende el cultivo, en presencia del producto proteico o un
péptido parcial del mismo, células dendriticas inmaduras derivadas de una persona positiva al HLA-A*0206, para
obtener células dendriticas inducidas a partir de ellas que presenten el producto proteico o un péptido parcial del
mismo.

(9) Un método de diagndstico del cancer para personas positivas al HLA-A*0206, que comprende

i) una etapa de deteccion o cuantificacion de un producto proteico del gen supresor tumoral WT1 o un péptido
parcial, un anticuerpo contra este o CTL especificos de WT1 en una muestra de una persona positiva al HLA-
A*0206, y una etapa de comparacion de la cantidad de la proteina o un péptido parcial del mismo, un
anticuerpo contra este o los CTL especificos de WT1, con el caso en el que el cancer no se ha desarrollado,
o]

ii) una etapa de administracién a un sujeto positivo al HLA-A*0206 de CTL especificos de WT1 inducidos por
el método mencionado en el (7) anterior o células dendriticas que inducidas por el método mencionado en el
(8) anterior, y una etapa de determinacion de la posicion o region de los CTL especificos de WT1 o células
dendriticas en el sujeto positivo al HLA-A*0206.

(10) Una composicion vacunal para personas positivas al HLA-A*0201, que comprende el siguiente péptido:

un péptido modificado del péptido WT14g7: Ser Leu Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 2) o el péptido
WT1126: Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 3), cualquiera de los cuales es un péptido parcial de
un producto proteico del gen supresor tumoral WT1, siendo el péptido modificado inmunogénico para personas
positivas al HLA-A*0201.

(11) La composicion de acuerdo con el (10) anterior, donde el péptido modificado es

el péptido WT14s7P1F: Phe Leu Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 11),

el péptido WT14g7P2M: Ser Met Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 16),

el péptido WT14g7P3M: Ser Leu Met Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 20),

el péptido WT14126P1F: Phe Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 34),
el péptido WT1426P2L: Arg Leu Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 39),
el péptido WT1126P3M: Arg Met Met Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 46), o
el péptido WT1126P9V: Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Val (SEQ ID NO: 49).

(12) Un método de tratamiento o prevencion del cancer, que comprende la administraciéon a una persona positiva
al HLA-A*0206 de una composicion que contiene un producto proteico del gen supresor tumoral WT1 o un
péptido parcial del mismo.

(13) Un producto proteico del gen supresor tumoral WT1 o un péptido parcial del mismo para el tratamiento o
prevencién del cancer en personas positivas al HLA-A*0206.

(14) Un método de tratamiento o prevencion del cancer, que comprende la administracion a una persona positiva
al HLA-A*0201 de una composicion que contienen el siguiente péptido:

un péptido modificado del péptido WT14g7: Ser Leu Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 2) o el péptido
WT1126: Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 3), cualquiera de los cuales es un péptido parcial de
un producto proteico del gen supresor tumoral WT1, siendo el péptido modificado inmunogénico para personas
positivas al HLA-A*0201.

(15) El siguiente péptido:

un péptido modificado del péptido WT14g7: Ser Leu Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 2) o el péptido
WT1126: Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 3), cualquiera de los cuales es un péptido parcial
de un producto proteico del gen supresor tumoral WT1, siendo el péptido modificado inmunogénico para
personas positivas al HLA-A*0201, para el tratamiento o prevencion del cancer en personas positivas al HLA-
A*0201.

(16) Un método de tratamiento o prevencion del cancer, que comprende la introduccion de un ARN que codifica



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2679 127 T3

un producto proteico del gen supresor tumoral WT1 o un péptido parcial del mismo en células dendriticas de una
persona positiva al HLA-A*0206.

(17) Un ARN que codifica un producto proteico del gen supresor tumoral WT1 o un péptido parcial del mismo
para el tratamiento o prevencion del cancer en personas positivas al HLA-A*0206.

También se desglosa el uso de un producto proteico del gen supresor tumoral WT1 o un péptido parcial del mismo
para la produccion de una composicion vacunal utilizada para el tratamiento o prevenciéon del cancer en personas
positivas el HLA-A*0206.

La presente invencién también se refiere al uso del siguiente péptido:

un péptido modificado del péptido WT14g7: Ser Leu Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 2) o el péptido
WT1126: Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 3), cualquiera de los cuales es un péptido parcial de
un producto proteico del gen supresor tumoral WT1, siendo el péptido modificado inmunogénico para personas
positivas al HLA-A*0201, para la produccién de una composicion vacunal utilizada para el tratamiento o
prevencién del cancer en personas positivas al HLA-A*0201.

La “composicién vacunal contra el cancer” como se utiliza en el presente documento se refiere a un medicamento
utilizado para la prevencion o tratamiento del cancer mediante su inoculacién o administracién a un animal
incluyendo un ser humano. El “tratamiento” se refiere a, ademas de curar completamente el estado de enfermedad,
parar la progresion del estado de enfermedad inhibiendo la progresion y/o agravamiento de los sintomas hasta cierto
grado incluso aunque falle a corto plazo en la cura completa; o mejorar todo o parte del estado de enfermedad en
una direccién hacia la cura. La “prevencion” se refiere a evitar, inhibir o retrasar el desarrollo de la enfermedad.

Las siguientes expresiones: células mononucleares de sangre periférica, células dendriticas inmaduras, CTL
especificos de WT1, muestras, etc. derivadas de personas positivas a HLA-A*0206 o positivas a HLA-A*0201 se
refieren a células mononucleares de sangre periférica, células dendriticas inmaduras, CTL especificos de WT1,
especimenes biolodgicos, etc., tal como sangre, que se aisla o recolecta de personas positivas a HLA-A*0206 o
positivas a HLA-A*0201, respectivamente. Los CTL especificos de WT1 derivados de personas positivas a HLA-
A*0206 o positivas a HLA-A*0201 también incluyen los CTL inducidos a partir de células mononucleares de sangre
periférica, células dendriticas inmaduras o especimenes bioldgicos tales como la sangre, que se aislan o recolectan
de personas positivas a HLA-A*0206 o positivas a HLA-A*0201.

Efectos de la invencion

La presente invencion hace posible la induccién in vivo e in vitro de CTL especificos de WT1 en sujetos positivos al
HLA-A*0206. Aunque los sujetos de inmunoterapia utilizan una vacuna que comprende el WT1 proteico o el WT1
peptidico se habian limitado convencionalmente a los pacientes positivos a HLA-A*0201 y pacientes positivos al
HLA-A*2402, la presente invencion puede ampliar el intervalo de sujetos a los pacientes positivos al HLA-A*0206. El
HLA-A2, que es un serotipo de los antigenos del HLA clase |, es el mas frecuente en la raza blanca
(aproximadamente un 50 %), y la gran mayoria tiene el HLA-A*0201, mientras que aproximadamente el 4 % de
individuos de raza blanca tienen el HLA-A*0206. Por otra parte, el HLA-A24 es el serotipo mas frecuente en la
poblacion japonesa (aproximadamente el 58 %), y la Gram mayoria tiene el HLA-A*2402. Aproximadamente el 42 %
de la poblacién japonesa tiene el HLA-A2. Entre ellos, solo aproximadamente el 43 % tiene el HLA-A*0201, y los
otros tienen el HLA-A*0206 o HLA-A*0207. En otras palabras, aproximadamente el 18 % de la poblacién japonesa
tiene el HLA-A*0201, y aproximadamente el 17 % de la poblacion japonesa tiene el HLA-A*0206. Por lo tanto, el
hecho de que se identificé al menos un epitopo de CTL restringido a HLA-A*0206 en la poblacion japonesa, asi
como un epitopo de CTL restringido al HLA-A*0201 es significativamente util para aumentar los sujetos de
inmunoterapia contra el cancer para personas positivas al HLA-A*0206. Como el 14 % de la poblacién chinay el 9 %
de la poblacién surcoreana tienen este alelo, es posible aplicar la composiciéon vacunal contra el cancer de la
presente invencion a un intervalo mas amplio de sujetos.

La composiciéon vacunal contra el cancer de la presente invencién es util para el tratamiento de canceres que
expresan el WT1 tales como tumores hematopoyéticos y canceres solidos en personas positivas al HLA-A*0206. La
composicion vacunal contra el cancer de la presente invencién también es Util para la prevencion del desarrollo del
cancer en personas positivas al HLA-A*0206.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 muestra la actividad citotdxica de CTL especificos del péptido WT14g7 inducidos a partir de PBMC de un
donante de sangre sano positivo a HLA-A*0206. La Fig. 1a muestra la actividad citotéxica contra B-LCL
marcados con °'Cr. La Fig. 1b muestra que la actividad citotdxica contra B-LCL autélogos marcados con °'Cr
aumenta en paralelo con la concentracion del péptido WT14g7 utilizado para pulsar las PBMC.

La Fig. 2 muestra la actividad citotdxica de CTL especificos del péptido WT14g7 inducidos a partir de PBMC de un
donante de sangre sano positivo al HLA-A*0206. Las Fig. 2a y 2b muestran las actividades citotdxicas
respectivas, contra B-LCL marcados con *1Cr, de CTL obtenidos por separado de dos donantes de sangre sanos
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distintos del donante de sangre de la Fig. 1a.

La Fig. 3a muestra la actividad citotoxica de CTL especificos del péptido WT1+g7 contra B-LCL transformadas con
el gen WT1, o B-LCL transformadas con un vector falso. La Fig. 3b muestra la actividad citotéxica de los CTL
especificos del péptido WT11s7 contra las células 0206K562, células K562, KH562, células KH88 o células JY.

La Fig. 4 muestra la inhibicion de la actividad citotoxica de los CTL especificos del péptido WT14g7 por
anticuerpos contra el HLA clase | y/o clase II.

La Fig. 5 muestra la actividad citotdxica contra B-LCL marcadas con ICr de los CTL especificos del péptido
WT1426 inducidas a partir de PBMC de un donante de sangre sano positivo al HLA-A*0206.

Las Fig. 6a y 6b muestran las actividades citotdxicas respectivas de los CTL especificos del péptido WT1126
inducidas por separado a partir de dos donantes diferentes, contra las células 0206K562, células K562, KH562,
células KH88 o células JY.

la Fig. 7 muestra los resultados de los analisis de citometria de flujo de los CTL tefiidos con el tetramero HLA
unido al péptido WT1426 y el anticuerpo anti-CD8. Los CTL se habian inducido por estimulacién de las PBMC del
donante 1 positivo al HLA-A*0201 con los péptidos modificados.

La Fig. 8 muestra los resultados de la medicion de la actividad citotoxica de los CTL inducidos por estimulacion
de las PBMC del donante 1 positivo al HLA-A*0201 con el péptido WT1426P1F.

La Fig. 9 muestra los resultados de la medicion de la actividad citotoxica de los CTL inducidos por estimulacion
de las PBMC del donante 1 positivo al HLA-A*0201 con el péptido WT1426P2L.

La Fig. 10 muestra los resultados del analisis de citometria de flujo de los CTL tefidos con el tetramero HLA
unido al péptido WT1426 y el anticuerpo anti-CD8. Los CTL se habian inducido por estimulacion de las PBMC del
donante 2 positivo al HLA-A*0201 con el péptido WT1426P2L.

La Fig. 11 muestra los resultados de la medicion de la actividad citotéxica de los CTL inducidos por estimulacion
de las PBMC del donante 2 con el péptido WT1126P2L.

La Fig. 12 muestra los resultados de la medicion de la actividad citotdxica de los CTL inducidos por estimulacion
de las PBMC del donante 3 positivo al HLA-A*0206 con péptidos WT 1426 modificados.

La Fig. 13 muestra los resultados de la medicion de la actividad citotdxica de los CTL inducidos por estimulacion
de las PBMC del donante 3 positivo al HLA-A*0206 con el péptido WT1126P9V.

La Fig. 14 muestra los resultados de la medicion de la actividad citotdxica de los CTL inducidos por estimulacion
de las PBMC del donante 4 positivo al HLA-A*0206 con péptidos WT 1426 modificados.

La Fig. 15 muestra los resultados de la medicién de la actividad citotoxica de los CTL inducidos por estimulacion
de las PBMC del donante 3 positivo al HLA-A*0206 con péptidos WT 1426 modificados.

La Fig. 16 muestra los resultados de la medicion de la actividad citotdxica de los CTL inducidos por estimulacion
de las PBMC del donante positivo al HLA-A*0201 con péptidos WT11s7 modificados.

La Fig. 17 muestra los resultados de la medicion de la actividad citotdxica de los CTL inducidos por estimulacion
de las PBMC del donante positivo al HLA-A*0206 con el péptido WT14g7P1F.

La Fig. 18 muestra los resultados de la medicion de la actividad citotdxica de los CTL inducidos por estimulacion
de las PBMC del donante 3 positivo al HLA-A*0206 con el péptido WT1157P2M.

La Fig. 19 muestra los resultados de la evaluacion de péptidos WT14s7 modificados sobre la actividad de
induccién de inmunidad mediada por células especifica.

La Fig. 20 muestra los resultados de la evaluacién de péptidos WT14s7 modificados sobre la actividad de
induccién de inmunidad mediada por células especifica.

La Fig. 21 muestra los resultados de la evaluacion de péptidos WT14s7 modificados sobre la actividad de
induccién de inmunidad mediada por células especifica.

La Fig. 22 muestra los resultados de la evaluacién de péptidos WT14s7 modificados sobre la actividad de
induccién de inmunidad mediada por células especifica.

La Fig. 23 muestra los resultados de la evaluacion de péptidos WT1426 modificados sobre la actividad de
induccién de inmunidad mediada por células especifica.

La Fig. 24 muestra los resultados de la evaluacion de péptidos WT1426 modificados sobre la actividad de
induccién de inmunidad mediada por células especifica.

La Fig. 25 muestra los resultados de la evaluacion de péptidos WT1426 modificados sobre la actividad de
induccién de inmunidad mediada por células especifica.

La Fig. 26 muestra los resultados de la evaluacion de péptidos WT126 modificados sobre la actividad de
induccién de inmunidad mediada por células especifica.

La Fig. 27 muestra los resultados de la evaluacion de péptidos WT1426 modificados sobre la actividad de
induccién de inmunidad mediada por células especifica.

La Fig. 28 muestra los resultados de la evaluacion de péptidos WT14s7 modificados sobre la actividad de
induccién de inmunidad mediada por células especifica.

La Fig. 29 muestra los resultados de la evaluacion de péptidos WT14s7 modificados sobre la actividad de
induccién de inmunidad mediada por células especifica.

La Fig. 30 muestra los resultados de la evaluacion de péptidos WT1426 modificados sobre la actividad de
induccion de inmunidad mediada por células especifica.

La Fig. 31 muestra los resultados de la evaluacién de péptidos WT1426 modificados sobre la actividad de
induccién de inmunidad mediada por células especifica.

La Fig. 32 muestra los resultados de la evaluacién de péptidos WT1426 modificados sobre la actividad de
induccién de inmunidad mediada por células especifica.
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Mejor modo para llevar a cabo la invencion
De aqui en adelante, la presente invencion se ilustrara.

Se utilizan los siguientes cadigos cuando se abrevian los restos de aminoacidos en la presente descripcion y los
dibujos.

Ala o A: resto de Alanina

Arg o R: resto de Arginina

Asn o N: resto de Asparagina
Asp o D: resto de acido Aspartico
Cys o C: resto de Cisteina

GIn o Q: resto de Glutamina

Glu o E: resto de acido Glutamico
Gly o G: resto de Glicina

His o H: resto de Histidina

lle o I: resto de Isoleucina

Leu o L: resto de Leucina

Lys o K: resto de Lisina

Met o M: resto Metionina de

Phe o F: resto de Fenilalanina
Pro o P: resto de Prolina

Ser o S: resto de Serina

Thr o T: resto de Treonina

Trp o W: resto de Triptéfano

Tyr o Y: resto de Tirosina

Val o V: resto de Valina

El WT1 proteico como se desvela en el presente documento puede ser un producto genético de un factor de
transcripcion tipo dedos de zinc aislado como gen causante del tumor de Wilms, siendo el producto genético capaz
de unirse a una molécula del HLA-A*0206 y de esta manera sirviendo de antigeno diana de tumores malignos. Mas
especificamente el WT1 proteico desvelado en el presente documento es preferentemente el WT1 proteico humano
que consiste en 449 aminoacidos (Listado de secuencia: SEQ ID NO: 1) o una proteina que consiste en la secuencia
de aminoacidos que comprende la eliminacion, sustitucion o adicién de uno o varios aminoacidos (preferentemente
aproximadamente 2 a 6 aminoacidos) en la secuencia de aminoacidos del WT1 proteico humano, y que es
inmunogénico en personas positivas al HLA-A*0206. El aminoacido utilizado para la adicion o sustitucion puede eser
un aminoacido no natural ademas de los 20 aminoacidos codificados genéticamente.

El péptido parcial del WT1 proteico (WT1 peptidico) se refiere a un péptido que consiste en una parte de la
secuencia de aminoacidos que constituye el WT1 proteico. EI WT1 peptidico puede ser un péptido que consiste en 8
a 12 aminoacidos, preferentemente 8 a 9 aminoacidos derivados del WT1 proteico y que se une a una molécula del
HLA-A*0206 y de esta manera induce células T citotoxica. Es particularmente preferido el péptido WT11s7 (Ser Leu
Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val; SEQ ID NO: 2) o el péptido WT1126 (Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu; SEQ ID NO:
3), ambos descritos en el folleto WO 00/06602.

También se puede utilizar un péptido modificado que comprende una eliminacién, sustituciéon o adicién de uno o
varios aminoacidos del WT1 peptidico como WT1 peptidico como se desvela en el presente documento a condicién
de que sea inmunogénico para personas positivas al HLA-A*0206. Ejemplos de dicho péptido modificado incluye un
péptido WT14s7 modificado y un péptido WT1426 modificado.

El péptido WT1+4s7 modificado es preferentemente un péptido que comprende los mismos restos de aminoacidos
(EQQYS) en las posiciones 4 a 8 desde el extremo N que el péptido WT14s7 en las posiciones correspondientes, y
mas preferentemente un péptido que comprende los mismos restos de aminoacidos (EQQYSV) en las posiciones 4
a 9 del extremo N que el péptido WT11s7 en las posiciones correspondientes. Dicho péptido WT11s7 modificado es
preferentemente un péptido que consiste en cualquiera de las siguientes secuencias de aminoacidos de las SEQ ID
NO: 4 a 26y 54 a 62.

péptido WT14,P1G (GLGEQQYSV; SEQ ID NO: 4)
péptido WT11g7P1A (ALGEQQYSV; SEQ ID NO: 5)
péptido WT14g,P1V (VLGEQQYSV; SEQ ID NO: 6)
péptido WT14g7P1L (LLGEQQYSV; SEQ ID NO: 7)
péptido WT14g7,P11 (ILGEQQYSV; SEQ ID NO: 8)
péptido WT11g7,P1M (MLGEQQYSV; SEQ ID NO: 9)
péptido WT11g,P1W (WLGEQQYSV; SEQ ID NO: 10)
péptido WT14g7P1F (FLGEQQYSV; SEQ ID NO: 11)
péptido WT117P1Y (YLGEQQYSV; SEQ ID NO: 12)
péptido WT14s,P2V (SVGEQQYSV; SEQ ID NO: 13)
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péptido WT145,P2Q (SQGEQQYSV; SEQ ID NO: 14)
péptido WT1,g7P21 (SIGEQQYSV; SEQ ID NO: 15)
péptido WT11s7,P2M (SMGEQQYSV; SEQ ID NO: 16)
péptido WT14g7P3L (SLLEQQYSV; SEQ ID NO: 17)
péptido WT14g7P3A (SLAEQQYSV; SEQ ID NO: 18)
péptido WT14g7P3V (SLVEQQYSV; SEQ ID NO: 19)
péptido WT147P3M (SLMEQQYSV; SEQ ID NO: 20)
péptido WT14g7P3P (SLPEQQYSV; SEQ ID NO: 21)
péptido WT14,P3W (SLWEQQYSV; SEQ ID NO: 22)
péptido WT14g7P3F (SLFEQQYSV; SEQ ID NO: 23)
péptido WT14g7P3Y (SLYEQQYSV; SEQ ID NO: 24)
péptido WT14g,P3S (SLSEQQYSV; SEQ ID NO: 25)
péptido WT14g7P3I (SLIEQQYSV; SEQ ID NO: 26)
péptido WT14g7POL (SLGEQQYSL; SEQ ID NO: 53)
péptido WT14g,P1D (DLGEQQYSV; SEQ ID NO: 54)
péptido WT14g7P1E (ELGEQQYSV; SEQ ID NO: 55)
péptido WT14g,P1H (HLGEQQYSV; SEQ ID NO: 56)
péptido WT147P1K (KLGEQQYSV; SEQ ID NO: 57)
péptido WT11g7P1N (NLGEQQYSV; SEQ ID NO: 58)
péptido WT14g,P1P (PLGEQQYSV; SEQ ID NO: 59)
péptido WT147P1Q (QLGEQQYSV; SEQ ID NO: 60)
péptido WT14g7P1R (RLGEQQYSV; SEQ ID NO: 61)
péptido WT14g,P1T (TLGEQQYSV; SEQ ID NO: 62)

El péptido WT1+26 modificado es preferentemente un péptido que comprende los mismos restos de aminoacidos
(PNAPY) en las posiciones 4 a 8 desde el extremo N que el péptido WT1426 en las posiciones correspondientes.
Dicho péptido WT1426 modificado es preferentemente un péptido que consiste de cualquiera de las siguientes
secuencias de aminoacido de las SEQ ID NO: 27 a 52 y 63 a 75.

péptido WT1126P1G (GMFPNAPYL; SEQ ID NO: 27)
péptido WT1126P1A (AMFPNAPYL; SEQ ID NO: 28)
péptido WT1126P1V (VMFPNAPYL; SEQ ID NO: 29)
péptido WT1126P1L (LMFPNAPYL; SEQ ID NO: 30)
péptido WT1126P11 (IMFPNAPYL; SEQ ID NO: 31)
péptido WT1126P1M (MMFPNAPYL; SEQ ID NO: 32)
péptido WT1126P1W (WMFPNAPYL; SEQ ID NO: 33)
péptido WT1126P1F (FMFPNAPYL; SEQ ID NO: 34)
péptido WT1126P1Y (YMFPNAPYL; SEQ ID NO: 35)
péptido WT1126P2V (RVFPNAPYL; SEQ ID NO: 36)
péptido WT1126P2Q (RQFPNAPYL; SEQ ID NO: 37)
péptido WT1126P2A (RAFPNAPYL; SEQ ID NO: 38)
péptido WT1126P2L (RLFPNAPYL; SEQ ID NO: 39)
péptido WT1126P2I (RIFPNAPYL; SEQ ID NO: 40)
péptido WT1426P3I (RMIPNAPYL; SEQ ID NO: 41)
péptido WT1126P3L (RMLPNAPYL; SEQ ID NO: 42)
péptido WT1126P3G (RMGPNAPYL; SEQ ID NO: 43)
péptido WT1126P3A (RMAPNAPYL; SEQ ID NO: 44)
péptido WT1126P3V (RMVPNAPYL; SEQ ID NO: 45)
péptido WT1126P3M (RMMPNAPYL; SEQ ID NO: 46)
péptido WT1126P3P (RMPPNAPYL; SEQ ID NO: 47)
péptido WT1126P3W (RMWPNAPYL; SEQ ID NO: 48)
péptido WT1126P9V (RMFPNAPYV; SEQ ID NO: 49)
péptido WT1126P9A (RMFPNAPYA; SEQ ID NO: 50)
péptido WT1126P9I (RMFPNAPYI; SEQ ID NO: 51)
péptido WT1126P9M (RMFPNAPYM; SEQ ID NO: 52)
péptido WT1126P1D (DMFPNAPYL; SEQ ID NO: 63)
péptido WT1126P1E (EMFPNAPYL; SEQ ID NO: 64)

Inter alia, el péptido WT14s7 modificado es preferentemente el péptido WT14s7P1F (SEQ ID NO: 11), el péptido
WT1457P2M (SEQ ID NO: 16) o el péptido WT1g7P3M (SEQ ID NO: 20), mas preferentemente el péptido WT14g/P1F
o el péptido WT117P2M, y mas preferentemente el péptido WT117P2M. El péptido WT1426 modificado es
preferentemente el péptido WT1126P1F (SEQ ID NO: 34), el péptido WT1126P2L (SEQ ID NO: 39), el péptido
WT1126P3M (SEQ ID NO: 46) o el péptido WT1126P9V (SEQ ID NO: 49), mas preferentemente el péptido WT1126P2L,
el péptido WT1126P3M o el péptido WT1126P9V, y mas preferentemente el péptido WT1126P9V.

El WT1 peptidico en la composicién vacunal contra el cancer de la presente invencién es preferentemente el péptido
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WT14s7, el péptido WT1126, el péptido WT14g7P1F, el péptido WT1157P2M, el péptido WT157P3M, el péptido
WT1126P1F, el péptido WT1126P2L, el péptido WT1126P3M o el péptido WT1126P9V. Mas preferentemente el péptido
WT14s7, el péptido WT1126, el péptido WT14s7P1F, el péptido WT1157P2M, el péptido WT1126P2L, el péptido
WT1126P3M o el péptido WT1126P9V. Incluso se prefiere el péptido WT1+g7, €l péptido WT1126, el péptido WT11g7,P2M
o el péptido WT1126P9V. Particularmente se prefiere el péptido WT11s7 0 el péptido WT112.

También se puede utilizar un derivado del WT1 peptidico como WT1 peptidico. Por ejemplo, el derivado del péptido
WT14s7 0 el péptido WT 1126 puede estar formado por una secuencia de aminoacidos de los 9 aminoacidos contiguos
anteriores y distintas sustancias unidas al extremo N y/o C del mismo. Las distintas sustancias pueden ser, por
ejemplo, aminoacidos, péptidos, analogos de los mismos, etc. Dicha sustancia unida al péptido WT14g7, al péptido
WT1126 0 un péptido modificado de los mismos se somete, por ejemplo, a un tratamiento enzimatico in vivo mediante
un procesamiento intracelular, etc., y finalmente se produce un péptido que consiste en los 9 aminoacidos
mencionados anteriormente y se presenta como un complejo con una molécula del HLA-A*0206 sobre la superficie
molecular. Por lo tanto, se puede inducir una respuesta de CTL especifico del WT1 en pacientes con HLA-A*0206.

El WT1 peptidico se puede preparar por un método utilizado habitualmente en el campo de la técnica, tal como un
método de sintesis de péptidos descrito 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; the Sequel to Development of Pharmaceuticals, Vol. 14 (peptide
synthesis), Hirokawa Publishing Company, 1991; etc.

Como un método para la exploracion del WT1 peptidico y un péptido modificado del mismo, por ejemplo, se prefiere
un método que lleva a cabo el ensayo de IFNy con una Unica estimulacién de PBMC (células mononucleares de
sangre periférica) con un péptido, de algunos pacientes que tienen el HLA-A*0206, y entonces se selecciona un
péptido que presenta una buena respuesta, debido a su simplicidad.

En la presente invencion, también se pueden utilizar polinucleétidos, tales como ADN que codifican el WT1 proteico
o el WT1 inmunogénico mencionado anteriormente, inmunogénico en personas positivas al HLA-A*0206, como
ingrediente activo de la composicién vacunal contra el cancer. A saber, insertando un polinucleétido que codifica el
WT1 proteico o WT1 peptidico en un vector adecuado, preferentemente un vector de expresion, y entonces se
administra el vector en animales incluyendo seres humanos, se puede producir una inmunidad contra el cancer en el
cuerpo vivo. Ejemplos de polinucleétidos incluyen el ADN, ARN y similares, y se prefieren el ADN o el ARN. La
secuencia de bases del polinucleétido se puede determinar basandose en la secuencia de aminoacidos del WT1
proteico o el WT1 peptidico inmunogénico en personas positivas al HLA-A*0206. El polinucledtido se puede preparar
por un método de sintesis de ADN o ARN conocido, el método PCR, etc. Dicha composiciéon vacunal contra el
cancer para personas positivas al HLA-A*0206, que comprende un ADN que codifica el WT1 proteico o WT1
peptidico también es un aspecto de la presente invencion. EI WT1 proteico o WT1 peptidico es preferentemente un
WT1 peptidico, mas preferentemente el péptido WT11g7. el péptido WT 1126 0 un péptido modificado de los mismos, y
mas preferentemente el péptido WT14s7 0 el péptido WT1126. El vector de expresion que se utiliza para insertar el
ADN mencionado anteriormente no esta limitado particularmente. El ARN no se tiene que insertar en un vector y se
puede utilizar como tal como principio activo de la composicion.

La composicion vacunal contra el cancer de la presente invencion puede comprender un adyuvante. El adyuvante no
esta limitado a condicion de que, después de administrarse junto con o separadamente del WT1 proteico o WT1
peptidico utilizados como antigeno, aumente inespecificamente las respuestas inmunitarias al antigeno. Ejemplos
del adyuvante incluyen hidréxido sddico, hidroxido de aluminio, fosfato calcico, fosfato de aluminio, alimina, PEPES
y polimeros de carboxivinilo. Un adyuvante oleosos preferible es uno que pueda firmar micelas de manera que el
aceite encierra la solucion acuosa del antigeno. Ejemplos especificos del mismo incluye parafina liquida, lanolina, de
Freund, Montanide ISA-763AVG, Montanide ISA-51, adyuvante incompleto de Freund y adyuvante completo de
Freund. Estos adyuvantes se pueden utilizar como una mezcla de dos o mas tipos de los mismos. Se prefiere un
adyuvante oleoso.

La cantidad del adyuvante en la composicion vacunal contra el cancer de la presente invencién no esta
particularmente limitada a condicion de que las respuestas inmunoldgicas a los antigenos se pueden aumentar
inespecificamente. La cantidad del mismo puede seleccionarse adecuadamente dependiendo del tipo de adyuvante,
etc.

La composicion vacunal contra el cancer de la presente invencion se puede administrar por via oral o parenteral (por
ejemplo, intraperitoneal, subcutanea, intercutanea, intramuscular, intravenosa, intranasal, etc.). En el caso de la
administracion parenteral, el principio activo, es decir el WT1 proteico o el WT1 peptidico, también se puede
absorber por via percutanea aplicando la composicion vacunal en la piel, o pegando a la piel un parche que contiene
la composiciéon vacunal. La composicion vacunal de la presente invenciéon se puede administrar también mediante
inhalacion, etc. La composicion vacunal de la presente invencion se administra preferentemente por via parenteral, y
mas preferentemente intracutanea o subcutanea. La parte del cuerpo para la administracion intracutanea o
subcutanea es preferentemente, por ejemplo, la parte superior del brazo, etc.
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La composiciéon vacunal contra el cancer de la presente invencién puede estar en distintas formas de dosificacion
dependiendo de su via de administracion, y las formas de dosificacion ejemplares de las mismas incluyen una
preparacion solida y una preparacion liquida. La composicion vacunal contra el cancer puede estar, por ejemplo, en
forma de una preparacion soélida o liquida para utilizarse internamente para la administracion oral, una inyeccion
para la administracion parenteral, o similares.

Ejemplos de la preparacion sodlida que se va a utilizar internamente por administracion parenteral incluyen
comprimidos, pildoras, capsulas, polvos y granulos.

Para la preparacion de la preparacion solida que se va a utilizar internamente, el WT1 proteico o el WT1 peptidico
sin tratar, se mezcla con un aditivo o granulado (de acuerdo con, por ejemplo, la granulaciéon por agitado,
granulacion en lecho fluidificado, granulaciéon seca, granulacion en lecho fluidificado con agitado rodante, etc.) y
entonces se somete a un método habitual. Por ejemplo, las capsulas se pueden preparar por encapsulacion et. y los
comprimidos se puede preparar por compresion, etc. Un tipo o dos o mas de aditivos se puede incorporar
apropiadamente a la preparacion sélida. Ejemplos de los aditivos incluye excipientes tales como la lactosa, manitol,
glucosa, celulosa microcristalina y almidén de maiz; aglutinantes tales como hidroxipropilcelulosa, polivinilpirrolidona,
y aluminometasilicato de magnesio; agentes dispersantes tales como el almidén de maiz; desintegrantes tale como
la carboximetil celulosa calcica; lubricantes tales como el estearato de magnesio; agentes solubilizantes tales como
el acido glutamico y el acido aspartico; estabilizantes; polimeros hidrosolubles que incluyen celulosas tales como
hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa y metilcelulosa, y polimeros sintéticos tales como polietilenglicol,
polivinilpirrolidona y alcohol polivinilico; y edulcorantes tales como el azicar blanco, azicar en polvo, sacarosa,
fructosa, glucosa, lactosa, jarabe azucarado de malta reducida (jarabe de maltitol), polvo de jarabe azucarado de
malta reducida (polvo de jarabe de maltitol), jarabe de maiz alto en glucosa, jarabe de maiz alto en fructosa, miel,
sorbitol, maltitol, manitol, xilitol, eritritol, aspartamo, sacarina y sacarina sédica.

Los granulos o tabletas se pueden cubrir con un agente de revestimiento, etc., si fuera necesario, y se pueden cubrir
con dos o mas capas del mismo. Ejemplos de un agente de revestimiento incluyen el azdcar blanco, gelatina,
hidroxipropilcelulosa y ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa. Las capsulas se pueden preparar mezclando el principio
activo con hidrato de pranlikast y un excipiente seleccionado apropiadamente de entre los excipientes anteriores,
granulando opcionalmente la mezcla, y opcionalmente cubriendo los granulos resultantes con un agente de
revestimiento, seguido por el llenado de la capsula. De manera alternativa, las capsulas se pueden preparar
afiadiendo glicerol, sorbitol, etc. a una base de capsula apropiada (gelatina, etc.) para aumentar su plasticidad, y se
encapsula el principio activo con la base resultante. Se puede afadir a la base de la capsula un colorante o
conservante (dioxido de azufre; y parabenos tales como parahidroxibenzoato de metilo, parahidroxibenzoato de etilo
y parahidroxibenzoato de propilo) si fuera necesario. Las capsulas incluyen las capsulas duras y las capsulas
blandas.

Ejemplos de la preparacion liquida que se va a utilizar internamente mediante administraciéon oral incluye, agua,
suspensiones/emulsiones, jarabes, preparacion para que se disuelvan antes de su uso como jarabes secos, y
elixires. Para la preparacion de la preparacioén liquida que se va a utilizar internamente, el WT1 proteico o el WT1
peptidico se disuelve, suspende o emulsiona en un diluyente utilizado en general para las preparaciones liquidas
que se van a utilizar internamente. Ejemplos del diluyente incluyen agua purificada, etanol y una mezcla de los
mismos. La preparacion liquida puede contener adicionalmente un agente humectante, un agente de suspension, un
emulsionante, un edulcorante, un saborizante, un aroma, un conservante o un agente tapon. Los jarabes secos se
pueden preparar, por ejemplo, mezclando el principio activo con hidrato de pranlikast y un ingrediente adicional tal
como azucar blanco, azucar en polvo, sacarosa, fructosa, glucosa y lactosa. Los jarabes secos también se pueden
utilizar en granulos de manera habitual.

Ejemplos de la forma de dosificacion para la administracion parenteral incluye inyecciones, ungientos, geles,
cremas, parches, aerosoles y pulverizadores. Se prefieren las inyecciones. Por ejemplo, la inyeccion contiene
preferentemente un vehiculo convencional con el WT1 proteico o el WT1 peptidico.

La inyeccion para la administracion parenteral puede ser una inyeccién acuosa o una inyeccion oleosa. La inyeccion
acuosa se puede preparar de acuerdo con un método conocido, por ejemplo, afiadiendo apropiadamente un aditivo
farmacéuticamente adecuado a un disolvente acuoso (agua para inyeccion, agua purificada, etc.) para hacer una
solucion, mezclando el WT1 proteico o WT1 peptidico con la solucion, esterilizando por filtracién la mezcla resultante
con un filtro, etc., y después llenando un envase aséptico con el filtrado resultante. Ejemplos del aditivo
farmacéuticamente aceptable incluye los adyuvantes mencionados anteriormente; agentes de isotonicidad tal como
cloruro sédico, cloruro potasico, glicerol, manitol, sorbitol, acido boérico, borax, glucosa y propilenglicol; agentes
tampon tales como solucién tampoén de fosfato, solucion tampoén de acetato, solucion tampén de borato, soluciéon
tampodn de carbonato, solucion tampoén de ctirato, solucién de tampdn Tris, solucion tampoén de glutamato y solucion
épsilon-aminocaproato; conservantes tales como parahidroxibenzoato de metilo, parahidroxibenzoato de etilo, para
hidroxibenzoato de propilo, parahidroxibenzoato de butilo, clorobutanol, alcohol bencilico, cloruro de benzalconio,
dihidroacetato soédico, edetato sédico, acido bdrico y bodrax; espesantes tales como hidroxietilcelulosa,
hidroxipropilcelulosa, alcohol polivinilico y polietilenglicol; estabilizantes tales como sulfito hidrégeno sédico,
tiosulfato sédico, edetato sédico, citrato sodico, acido ascoérbico y dibutil hidroxitolueno; y ajustadores del pH tales
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como acido clorhidrico, hidroxido soédico, acido fosférico y acido acético. La inyeccion puede contener
adicionalmente un agente solubilizante apropiado, y ejemplos de los mismos incluyen alcoholes tales como etanol,
polialcoholes tales como el propilenglicol y polietilenglicol; y tensioactivos no idnicos tales como polisorbato 80,
aceite de ricino hidrogenado polioxetileno 50, lisolecitina y polioles plurdnicos. También pueden estar contenidos en
la inyeccion proteinas tales como albumina sérica bovina y hemocianina de lapa californiana; polisacaridos tales
como el aminodextrano; etc. Para la preparacion de la inyeccion oleosa, por ejemplo, se utiliza aceite de sésamo o
aceite de soja como disolvente oleoso, y se puede mezclar con benzoato de bencilo o alcohol bencilico como agente
solubilizante. Las preparaciones liofilizadas se vuelven listas para su uso re-disolviéndolos en agua destilada para
inyeccion, etc. que se afiade antes de su uso.

Otra forma de dosificacién de la composiciéon vacunal contra el cancer de la presente invencién puede ser un
liposoma que contiene el WT1 proteico o WT1 peptidico y, si es necesario, se pueden mezclar con polisacaridos y/u
otros ingredientes en la composicion vacunal contra el cancer.

La dosis de la composicion vacunal de la presente invencién varia con el tipo de WT1 proteico, WT1 peptidico o
ADN que se va a utilizar, la edad y peso corporal del paciente, la enfermedad que se va a tratar, etc. Por ejemplo, en
el caso de la composicion vacunal que comprende el WT1 peptidico, por ejemplo, el péptido WT11g7 0 el péptido
WT1126, la dosis diaria es preferentemente aproximadamente 0,1 ug/kg pc a 1 mg/kg pc como cantidad del WT1
peptidico. La dosis del WT1 peptidico es habitualmente de 0,001 mg a 1000 mg, preferentemente 0,01 mg a 1000
mg, y mas preferentemente 0,1 mg a 10 mg. Esta cantidad se administra preferentemente una vez en varios dias a
varios meses.

La composicion vacunal contra el cancer de la presente invenciéon es una composiciéon vacunal contra el cancer para
personas positivas al HLA-A*0206. El tipo HLA, que es una medida de seleccion de personas positivas al HLA-
A*0206, se puede determinar, por ejemplo, de la sangre periférica de donantes. Ejemplos del método de
determinacion del tipo HLA incluye métodos conocidos tales como el método de tipaje de ADN, por ejemplo, el
método SBT (Tipaje basado en secuenciacion) o el método SSP, y el método de tipaje de HLA. En el método SBT,
la secuencia de bases de un ADN amplificado por PCR se compara con los datos de secuencia de bases de alelos
conocidos para identificar con precision el tipo de gen HLA. En el método SSP, después de la amplificacion por PCR
utilizando una variedad de cebadores especificos para los alelos de HLA respectivos, se lleva a cabo la
electroforesis posterior para comprobar una banda positiva. De esta manera, se puede identificar el tipo de gen HLA.

Cuando la composicién vacunal contra el cancer de la presente invencion se administra a una persona positiva a
HLA-A*0206, el WT1 proteico o el WT1 peptidico restringido al HLA-A*0206 de la composicion vacunal, o el WT1
proteico o WT1 peptidico expresado a partir del ADN o ARN de la composicién vacunal se une a una molécula de
HLA-A*0206 en la superficie de una célula presentadora de antigenos (célula dendritica) de la persona positiva al
HLA-A*0206. Esto induce una inmunidad antitumoral especifica, es decir, los CTL especificos de WT1, que destruye
las células cancerosas en el sujeto (persona positiva al HLA-A*0206). Dicha inmunidad antitumoral se puede
comprobar, por ejemplo, mediante la respuesta de CTL especificos de WT1, el ensayo citotdxico contra las células
cancerosas (por ejemplo, ensayo de citotoxicidad por liberacion de °'Cr), etc. Por ejemplo, el péptido WT14g7 y el
péptido WT112 restringidos a HLA-A*0201 que consiste cada uno en 9 aminoacidos derivados del WT1 proteico,
que se ha informado que es capaz de inducir una respuesta de CTL especifico de WT1, puede inducir una respuesta
restringida a HLA-A*0206. Aproximadamente un 17 % de la poblaciéon japonesa es positiva a HLA-A*0206, mientras
que casi la misma proporcion es positiva a HLA-A*0201. En los siguientes ejemplos 1 a 5, se prepararon CTL
especificos de WT14g7 a partir de PBMC de tres donantes de sangre positivos a HLA-A*0206. Los CTL inducidos
presentaban el efecto citotdxico en células de leucemia positivas a HLA-A*0206 que expresaban WT1. Como la
actividad de CTL especifico para el péptido WT11g7 y el péptido WT1126 se puede inhibir por un anticuerpo anti-HLA
Clase |, se descubrié que la actividad la van a presentar los CTL restringidos al HLA de clase |. El WT1 proteico o
WT1 peptidico incluyendo el péptido WT14s7 y/o el péptido WT1426, 0 un péptido modificado del mismo puede ser
una vacuna para pacientes de cancer positivos al HLA-A*0206 asi como para pacientes positivos al HLA-A*0201.
Por lo tanto, la inmunoterapia basada en el WT1 proteico o el WT1 peptidico para pacientes con tumores malignos,
tales como tumores hematopoyéticos o canceres sélidos, se pueden aplicar adicionalmente a pacientes de cancer
positivos al HLA-A*0206. También se desvela el método de tratamiento y/o prevencion del cancer en personas
positivas al HLA-A*0206 que comprende la administracion de la composicién vacunal de la presente invencién en
una persona positiva al HLA-A*0206.

En personas positivas al HLA-A*0206, la composicién vacunal contra el cancer de la presente invencion se puede
utilizar para el tratamiento y/o prevencion de canceres acompafados por el aumento de la expresion del gen WT1:
por ejemplo, tumores hematopoyéticos tales como leucemia, sindrome mielodisplasico, mieloma multiple y linfoma
maligno; y canceres solidos tales como cancer gastrico, cancer de colon, cancer de pulmén, cancer de mama,
cancer de células germinales, cancer hepatico, cancer de piel, cancer de vejiga, cancer de prostata, cancer uterino,
cancer de cuello de uUtero y cancer ovarico.

Un método de administracion ejemplar de la composicion vacunal contra el cancer como se desvela en el presente

documento es un método que comprende la recoleccion de PBMC de la sangre periférica de un paciente positivo al
HLA-A*0206, la extraccion de células dendriticas de las PBMC, el pulsado de las células dendriticas con un péptido,
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por ejemplo, el péptido WT1+g7 0 el péptido WT1426, 0 un polinucleétido, por ejemplo, ADN o ARN, contenidos como
principio activo en la composicion vacunal contra el cancer de la presente invencion, y devolviendo las células
dendriticas al paciente mediante la administracién subcutanea, etc. Las condiciones del pulsado de células
dendriticas con el WT1 peptidico, etc. no estan limitadas particularmente a condicidon de que se consiga el efecto de
la presente invencion, y pueden ser condiciones habituales.

En el caso en el que el ARN que codifica el WT1 proteico o el WT1 peptidico se utiliza en la composicién vacunal
contra el cancer, es preferible que la composicion se administra de manera que ese introduce el ARN en las células
dendriticas de una persona positiva al HLA-A*0206. Un método ejemplar para la introduccion del ARN en células
dendriticas de una persona positiva al HLA-A*0206 es un método que comprende la recoleccién de células
dendriticas de una persona positiva al HLA-A*0206 de la misma manera que se ha mencionado anteriormente, y la
introduccion del ARN en las células dendriticas con un pulso eléctrico. EIl WT1 proteico o WT1 peptidico que se
expresa a partir del ARN introducido en las células dendriticas se permite que se presente en la superficie de las
mismas. Devolviendo las células dendriticas pulsadas con el ARN en la persona positiva al HLA-A*0206, se puede
producir rapidamente la inmunidad contra el cancer en el cuerpo vivo. También se desvela dicho método de
tratamiento o prevencion del cancer, que comprende la introduccion de ARN que codifica un WT1 proteico o WT1
peptidico en células dendriticas de una persona positiva al HLA-A*0206.

Otra realizacion de la presente invencion se refiere a un método ex vivo para la induccién de CTL especificos de
WTH1, cultivando, en presencia del WT1 proteico o WT1 peptidico, las PBMC derivadas de una persona positiva al
HLA-A*0206, para obtener CTL especificos de WT1 inducidos a partir de ellas. El sujeto del cual se derivan los
PBMC no se limita particularmente a condiciéon de que el sujeto es positivo al HLA-A*0206. Ejemplos del WT1
proteico o WT1 peptidico incluye el péptido WT11s7, el péptido WT1126 y un péptido modificado del mismo, y
preferentemente el péptido WT14g7 y el péptido WT1426. Por ejemplo, se pueden inducir los CTL especificos del WT1
a partir de células precursoras de CTL entre las PBMC cultivando las PBMC derivadas de una persona positiva al
HLA-A*0206 en presencia del péptido WT1+g7 (0 el péptido WT1126). Las condiciones de cultivo para las PBMC
derivadas de una persona positiva al HLA-A*0206 no estan limitadas particularmente, y pueden ser condiciones
habituales. Los CTL obtenidos de esta manera reconocen un complejo del péptido WT11s7 (0 el péptido WT1126) ¥y
una molécula HLA-A*0206. Por lo tanto, mediante el uso de CTL especificos de WT1 inducidos de acuerdo con la
presente invencion, se pueden destruir especificamente las células tumorales que expresan altamente WT1 en una
persona positiva al HLA-A*0206, y de esta manera se pueden tratar y/o prevenir los tumores hematopoyéticos y
canceres solidos del sujeto, es decir, la persona positiva al HLA-A*0206. El método de administracion de dichos CTL
especificos de WT1 en un sujeto positivo al HLA-A*0206 no esta limitado particularmente, y, por ejemplo, puede ser
el mismo que el método de administraciéon de la composiciéon vacunal contra el cancer mencionado anteriormente.
También se desvela un kit para inducir CTL especificos de WT1, que comprende el WT1 proteico o WT1 peptidico
restringido a HLA-A*0206 como constituyente esencial. Preferentemente, el kit se utiliza para el método mencionado
anteriormente para inducir CTL especificos de WT1 derivados de una persona positiva al HLA-A*0206, Dicho kit
puede comprender, por ejemplo, un medio de recoleccion las PBMC, un adyuvante y un recipiente de reaccion
ademas del WT1 proteico o WT1 peptidico restringido al HLA-A*0206. Por el uso del kit, se pueden inducir los CTL
especificos de WT1 que reconocen un complejo de un antigeno del cancer, tal como el péptido WT14s7 y el péptido
WT1126, y una molécula del HLA-A*0206.

Otra realizacién de la presente invencion se refiere a un método ex vivo para inducir células dendriticas que
presentan el WT1 proteico o WT1 peptidico, cultivando, en presencia del WT1 proteico o WT1 peptidico, células
dendriticas inmaduras derivadas de una persona positiva al HLA-A*0206, para obtener células dendriticas inducidas
a partir de ellas que presenten el WT1 proteico o WT1 peptidico. Ejemplos del WT1 proteico o WT1 peptidico incluye
el péptido WT1+g7, el péptido WT 1126 y un péptido modificado del mismo, y preferentemente el péptido WT14g7 y el
péptido WT1426. El sujeto del que se derivan las células dendriticas inmaduras no se limita particularmente a
condiciéon de que el sujeto sea positivo al HLA-A*0206. Como las células dendriticas inmaduras se presentan entre
las PBMC, etc., también se pueden cultivar PBMC en presencia del péptido WT14s7 0 el péptido WT1126, por
ejemplo. Por la administracion de las células dendriticas asi obtenidas a una persona positiva al HLA-A*0206, se
inducen eficazmente los CTL especificos de WT1 mencionados anteriormente, y de esta manera se pueden tratar
y/o prevenir tumores hematopoyéticos y canceres soélidos en el sujeto. El método para la administracion de dichas
células dendriticas en un sujeto positivo al HLA-A*0206 no se limita particularmente, y, por ejemplo, puede ser el
mismo que el método de administracién de la composicion vacunal contra el cancer.

También se desvela un kit para inducir células dendriticas que presentan el WT1 proteico o WT1 peptidico, que
comprenden el WT1 proteico o WT1 peptidico restringidos al HLA-A*0206 como constituyente esencial.
Preferentemente, se utiliza el kit para el método mencionado anteriormente para inducir células dendriticas. Dicho kit
puede comprender, por ejemplo, un medio para recolectar células dendriticas inmaduras y PBMC, un adyuvante y
un recipiente de reaccion ademas del WT1 proteico o WT1 peptidico restringidos al HLA-A*0206. Por el uso del kit,
se pueden inducir eficazmente células dendriticas que presentan el WT1 proteico o el WT1 peptidico mediante una
molécula del HLA-A*0206.

Los canceres de personas positivas al HLA-A*0206 se pueden diagnosticar por el uso de
(1) el WT1 proteico o WT1 peptidico, los CTL especificos de WT1 inducidos por el método mencionado

anteriormente, o las células dendriticas inducidas por el método mencionado anteriormente, o
(2) un anticuerpo contra lo siguiente: el WT1 proteico o WT1 peptidico, los CTL especificos de WT1 inducidos por
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el método mencionado anteriormente, o las células dendriticas inducidas por el método mencionado
anteriormente.

Dicho método in vitro del diagnostico del cancer es también un aspecto de la presente invencion. En el (1) anterior,
el diagnostico del cancer se lleva preferentemente utilizando CTL especificos del WT1 inducidos por el método
mencionado anteriormente. Ejemplos del WT1 proteico o WT1 peptidico incluye el péptido WT11g7, el péptido WT 112
y un péptido modificado de los mismos, y preferentemente el péptido WT1+g7 y el péptido WT1126.

De acuerdo con la presente invencion, un método ejemplar in vitro de diagndstico del cancer para personas positivas
al HLA-A*0206 comprende una etapa de deteccion o cuantificacién del WT1 proteico o WT1 peptidico, un anticuerpo
contra ellos o CTL especificos del WT1 en una muestra de una persona positiva al HLA-A*0206, y una etapa de
comparacion de la cantidad de la proteina o un péptido parcial de la misma y un anticuerpo contra ellos o los CTL
especificos del WT1, con la del caso en el que no se desarrollé el cancer.

En una muestra del paciente de cancer (por ejemplo, sangre), esta presente el WT1 peptidico y/o WT1 proteico
liberado por las células cancerosas, y la respuesta inmunoldgica contra un antigeno del cancer esta aumentada. Es
decir, la muestra del paciente de cancer tiene una mayor cantidad de un anticuerpo contra el WT1 peptidico o WT1
proteico, CTL especificos del WT1, etc. Por esta razén, cuando aumenta la cantidad del WT1 peptidico o WT1
proteico, un anticuerpo contra ellos o los CTL especificos de WT1 en comparacién con la del caso en el que no se
desarroll6 el cancer, se puede haber desarrollado el cancer. La cantidad del anticuerpo puede medirse por el método
ELISA, por ejemplo. Los CTL especificos del WT1 se pueden detectar por un método que utiliza multimeros del WT1
tales como los tetrameros del MHC descritos posteriormente.

De manera alternativa, el diagndstico del cancer también se puede llevar a cabo incubando los CTL mencionados
anteriormente, células dendriticas o anticuerpos junto con una muestra de un sujeto positivo al HLA-A*0206, o
administrando los CTL, células dendriticas o anticuerpo mencionado anteriormente a un sujeto positivo al HLA-
A*0206; y después determinar la posicion, region, cantidad, etc. de los CTL, células dendriticas o anticuerpo. Como
los CTL y células dendriticas tienen una propiedad de unirse alrededor de las células cancerosas, se puede llevar a
cabo el diagnostico del cancer administrando los CTL o células dendriticas al sujeto, y examinando la posicion o
region de los mismos. También se desvela en el presente documento un método de diagndstico del cancer en
personas positivas al HLA-A*0206 comprende una etapa de administracion de CTL especificos de WT1 o células
dendriticas inducidas por el método mencionado anteriormente en un sujeto positivo al HLA-A*0206, y una etapa de
determinar la posicion o region de los CTL o células dendriticas en el sujeto positivo al HLA-A*0206.

El diagndstico del cancer se puede llevar a cabo también incubando los CTL o las células dendriticas junto con una
muestra de un sujeto positivo al HLA-A*0206 que les permita reaccionar, afiadiendo un anticuerpo contra los CTL o
las células dendriticas, continuar la incubacion, y detectar o cuantificar un complejo de unién del anticuerpo a las
células cancerosas y los CTL, la unién de anticuerpo a las células dendriticas, etc. mediante un marcador, etc. unido
al anticuerpo. Cuando la cantidad del complejo de unidn del anticuerpo a la célula cancerosa y los CTL o la uniéon del
anticuerpo a células dendriticas esta aumentada en comparacioén con el caso en el que no se desarrollé el cancer,
puede que se haya desarrollado el cancer. Los CTL, células dendriticas o anticuerpos mencionados anteriormente
pueden estar marcados. el marcado hace posible que se lleve a cabo eficazmente el diagndstico. Ejemplos de la
muestra del sujeto positivo a HLA-A*0206 incluye los especimenes bioldgicos obtenidos de las personas positivas al
HLA-A*0206, tal como orina, sangre, fluido de extractos tisulares, saliva, lagrimas, y otros fluidos, y es preferible la
sangre.

Ejemplos del método de diagndstico del cancer para personas positivas al HLA-A*0206 que utilizan el WT1 proteico
o WT1 peptidico mencionado anteriormente incluye el ensayo de MHC tetramérico, el ensayo de MHC pentamérico
y el ensayo del MHC dextramérico, cada uno de los cuales utilizan el WT1 peptidico como antigeno. Por ejemplo, en
el ensayo del MHC tetramérico o el ensayo del MHC pentamérico utilizando el péptido WT11s7 0 el péptido WT142
como antigénico peptidico, los CTL especificos de WT1 de personas positivas al HLA-A*0206 se pueden detectar
utilizando un complejo MHC/péptido WT14g7 0 un complejo del MHC/péptido WT1126 como sonda. Como los
pacientes de cancer presentan una alta expresion de CTL especificos de WT1, se puede diagnosticar el cancer
midiendo la expresion de CTL especificos de WT1 en personas positivas al HLA-A*0206. Como los pacientes de
cancer manifiestan una repuesta inmunolégica aumentada contra los antigenos del cancer, también se puede
diagnosticar el cancer examinando la respuesta inmunolégica contra el WT1 proteico o WT1 peptidico en personas
positivas al HLA-A*0206. Ejemplos del método de examen de la respuesta inmunoldgica incluye un método que
implica la mediciéon de un anticuerpo contra el WT1 proteico o WT1 peptidico mediante ELISA. Dicho método de
diagnéstico del cancer para personas positivas al HLA-A*0206 utilizando un producto del gen supresor tumoral WT1
o un péptido parcial del mismo es también un aspecto de la presente invencion. El ensayo del MHC tetramérico y el
ensayo del MHC pentamérico se puede llevar a cabo por un método conocido utilizando un kit disponible en el
mercado, por ejemplo, "WT1 tetramer" (Medical & Biological Laboratories, Co., Ltd.).

El diagnéstico del cancer en personas positivas al HLA-A*0206 también se puede llevar a cabo por un método que
comprende una etapa de hacer reaccionar una muestra de un sujeto positivo al HLA-A*0206 con un anticuerpo
contra los siguientes: el WT1 proteico o el WT1 péptido, CTL especificos de WT1 inducidos por el método
mencionado anteriormente o las células dendriticas inducidas por el método descrito anteriormente, y una etapa de
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deteccion o cuantificacion de un complejo del anticuerpo con el WT1 proteico o el WT1 peptidico, o un complejo del
anticuerpo con los CTL especificos de WT1 o células dendriticas. Cuando la cantidad del complejo del anticuerpo
con el WT1 proteico o el WT1 peptidico, o el complejo del anticuerpo con los CTL especificos de WT1 o células
dendriticas esta aumentada en comparacion con la del caso en el que no se desarrollé el cancer, puede haberse
desarrollado un cancer.

Ejemplos del anticuerpo contra las células dendriticas incluyen un anticuerpo que reconoce un complejo péptido
WT1/HLA-A*0206. Como dicho anticuerpo puede reconocer el péptido WT1 y una molécula del HLA-A*0206, el
anticuerpo puede reconocer las células dendriticas que tiene el WT1 péptido presente mediante el HLA de clase |.

Un anticuerpo que reconoce un complejo del WT1 peptidico/HLA-A*0206/TCR (receptor antigénico de célula T) de
los CTL también se puede utilizar como anticuerpo contra células dendriticas. Dicho anticuerpo puede reconocer un
complejo de una célula dendritica y un CTL, y un complejo de una célula cancerosa y un CTL.

El diagndstico del cancer se puede llevar a cabo incubando dicho anticuerpo junto con una muestra de un sujeto
positivo al HLA-A*0206 para permitirle que forme un complejo, y detectar o cuantificar un complejo de unién al
anticuerpo de la célula cancerosa y los CTL, el anticuerpo unido a las células dendriticas que presentan el WT1
peptidico o similares, mediante la fluorescencia emitida por el anticuerpo. Cuando la cantidad del complejo de unidon
del anticuerpo a la célula cancerosa y CTL, el anticuerpo unido a las células que presentan el WT1 peptidico, o
similares esta aumentado en comparacion con el del caso en el que no se desarrollé el cancer, se puede haber
desarrollado un cancer.

También se desvela en el presente documento un método de tratamiento o prevencién del cancer, que comprende la
administracion de una composicién que contiene el WT1 proteico o el WT1 péptido en una persona positiva al HLA-
A*0206. La composicion que comprende el WT1 proteico o el WT1 peptidico y las realizaciones preferidas del mismo
son las mismas que se han descrito con respecto a la composiciéon vacunal contra el cancer mencionada
anteriormente.

El uso del WT1 proteico o WT1 peptidico para el tratamiento o prevencién del cancer en personas positivas al HLA-
A*02086, y el uso de los mismos para la produccion de una composicién vacunal contra el cancer que se utiliza para
el tratamiento o prevencién del cancer en personas positivas al HLA-A*0206 también es un aspecto de la presente
invencion. El WT1 proteico o WT1 peptidico y las realizaciones preferidas del mismo son las mismas que se han
descrito con respecto a la composicion vacunal contra el cancer mencionada anteriormente.

También se desvela en el presente documento una composiciéon vacunal contra el cancer para personas positivas al
HLA-A*0201, que comprende un péptido modificado del péptido WT14s7 (SEQ ID NO: 2) o el péptido WT1126 (SEQ
ID NO: 3), cualquiera de los cuales es un péptido parcial de un producto proteico del gen supresor tumoral WT1,
siendo el péptido modificado inmunogénico en personas positivas al HLA-A*0201.

Ejemplos de un péptido WT1+s7 modificado o un péptido WT1126 modificado incluye péptidos que comprenden una
eliminacién, sustituciéon o adicién de uno o varios aminoacidos del péptido WT11s7 0 el péptido WT1126 mencionados
anteriormente. El péptido WT14s7 modificado es preferentemente un péptido que comprende los mismos restos de
aminoacidos en las posiciones 4 a 8 desde el extremo N que tiene el péptido WT11s7 en las posiciones
correspondientes. Como dicho péptido modificado, se prefieren los péptidos mencionados anteriormente de las SEQ
ID NO: 4 a 12,15y 16, 18 a 20 y 22 a 25. También se prefiere el péptido WT117P9L (SLGEQQYSL; SEQ ID NO:
53). El péptido WT 1126 modificado es preferentemente un péptido que comprende los mismos restos de aminoacidos
en las posiciones 4 a 8 desde el extremo N que tiene el péptido WT1+26 en las posiciones correspondientes. Por
ejemplo, se prefieren los péptidos mencionados anteriormente de SEQ ID NO: 27 a 37 y 39 a 52.

También se desvela que los péptidos mencionados anteriormente de SEQ ID NO: 4 a 26 y 53 a 62 se pueden utilizar
como un péptido WT14g7 modificado, y los péptidos mencionados anteriormente de las SEQ ID NO: 27 a 52 y 63 a
75 se pueden utilizar como péptido WT1426 modificado. Entre los péptidos modificados de SEQ ID NO: 4 a 75, se
prefieren los péptidos excepto el péptido WT14g7P1D, el péptido WT14s/P1E, el péptido WT11s7P1H, el péptido
WT11g7P1P y el péptido WT1157P2Q; y el péptido WT1126P1D, el péptido WT1126P1E, el péptido WT1126P1P, el
péptido WT1126P2A y el péptido WT1426P2Q.

Inter alia, el péptido WT11s7 modificado es preferentemente el péptido WT1157P1F, el péptido WT1157P2M o el
péptido WT14g7P3M, y mas preferentemente el péptido WT11g7P1F o el péptido WT14g7P2M. El péptido WT112
modificado es preferentemente el péptido WT1126P1F, el péptido WT1126P2L, el péptido WT1126P3M o el péptido
WT1126P9V, y mas preferentemente el péptido WT1126P1F 0 el péptido WT1426P2L.

La cantidad para el uso del péptido WT1+g7 0 el péptido WT1126 modificados que son inmunogénicos en personas
positivas al HLA-A*0201 es la misma que la del WT1 peptidico en la composicién vacunal contra el cancer
mencionada anteriormente para personas positivas al HLA-A*0206. Los demas ingredientes de la composicion
vacunal contra el cancer para personas positivas al HLA-A*0201 y las realizaciones preferidas de la misma son los
mismos que los de la composiciéon vacunal mencionada anteriormente para personas positivas al HLA-A*0206.
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El ADN y ARN que codifica el péptido WT1+s7 0 péptido WT1426 modificados que se mencionan anteriormente que
son inmunogénicos en personas positivas al HLA-A*0201 también se pueden utilizar como un principio activo de la
composicién vacunal contra el cancer para personas positivas al HLA-A*0201. Dicha composicién vacunal contra el
cancer para personas positivas al HLA-A*0201 también se desvela en el presente documento.

Los demas ingredientes distintos del ADN y ARN en la composicidon vacunal contra el cancer para las personas
positivas al HLA-A*0201 y realizaciones preferidas de los mismos son los mismos que los de la composicion vacunal
contra el cancer mencionada anteriormente para personas positivas al HLA-A*0206.

Los CTL especificos de WT1 se pueden inducir a partir de PBMC derivadas de una persona positiva al HLA-A*0201
cultivando las PBMC en presencia de un péptido WT14g7 0 un péptido WT1126 modificado que sea inmunogénica
para la persona positiva al HLA-A*0201 mencionada anteriormente. Dicho método de inducciéon de CTL especificos
del WT1 también se desvela en el presente documento.

Ejemplos preferidos del péptido WT1s7 0 el péptido WT1426 modificados que sean inmunogénicos en personas
positivas al HLA-A*0201 son los mismos que se utilizan para la composicién vacunal contra el cancer para personas
positivas al HLA-A*0201.

Las células dendriticas que presentan el péptido WT1+s7 0 el péptido WT1426 modificados pueden inducirse a partir
de células dendriticas inmaduras derivadas de una persona positiva al HLA-A*0201 cultivando las células dendriticas
inmaduras en presencia del péptido modificado que es inmunogénica en la persona positiva al HLA-A*0201
mencionada anteriormente. Dicho método para la induccién de células dendriticas que presentan el péptido WT14s7
o el péptido WT1126 modificados también se desvela en el presente documento. Los ejemplos preferidos del péptido
modificado son los mismo que se utilizan para la composiciéon vacunal contra el cancer mencionada anteriormente
para las personas positivas al HLA-A*0201.

Los canceres en las personas positivas al HLA-A*0201 se pueden diagnosticar mediante el uso del péptido WT11s7
modificado o el péptido WT 1126 modificado mencionados anteriormente inmunogénicos para personas positivas al
HLA-A*0201, un anticuerpo contra ellos, CTL especificos de WT1 inducidos por el péptido modificado o las células
dendriticas inducidas por el péptido modificado. Dicho método de diagnostico del cancer para personas positivas al
HLA-A*0201 también se desvela en el presente documento.

El método de diagndstico del cancer para personas positivas al HLA-A*0201 y las realizaciones preferidas del mismo
son los mismos que el método mencionado anteriormente para el diagndstico del cancer para personas positivas al
HLA-A*0206 y las realizaciones preferidas del mismo.

Ejemplos del método de diagndstico para personas positivas al HLA-A*0201 incluyen el ensayo del MHC
tetramérico, el ensayo del MHC pentamérico y el ensayo del MHC dextramérico, cada uno de los cuales utilizan el
péptido WT14s7 modificado o el péptido WT1126 modificado inmunogénicos en personas positivas al HLA-A*0201
como antigeno. Ejemplos preferidos del péptido modificado son los mismos que se utilizaron para la composicion
vacunal contra el cancer mencionada anteriormente para personas positivas al HLA-A*0201.

Los canceres en las personas positivas al HLA-A*0201 se pueden diagnosticar mediante el uso de un anticuerpo
contra los siguientes: el péptido WT11s7 modificado o el péptido WT1126 modificado mencionados anteriormente
inmunogénicos en personas positivas al HLA-A*0201, los CTL especificos de WT1 inducidos por el péptido
modificado o las células dendriticas inducidas por el péptido modificado. Dicho método de diagndstico del cancer en
personas positivas al HLA-A*0201 también se desvela en el presente documento.

Ejemplos preferidos del péptido modificado son los mismos que se han utilizado en la composicién vacunal contra el
cancer mencionada anteriormente para las personas positivas al HLA-A*0201. EI método de diagnéstico del cancer
para personas positivas al HLA-A*0201 y las realizaciones preferidas del mismo son las mismas que el método
mencionado anteriormente de diagndstico del cancer para personas positivas al HLA-A*0206 y las realizaciones
preferidas del mismo.

También se desvela en el presente documento un método para el tratamiento o prevencion del cancer, que
comprende la administracién a una persona positiva al HLA-A*0201 de una composiciéon vacunal que contiene el
siguiente péptido:

un péptido modificado del péptido WT14g7 (SEQ ID NO: 2) o el péptido WT1126 (SEQ ID NO: 3), que cualquiera de
ellos es un péptido parcial de un producto proteico del gen supresor tumoral WT1, siendo el péptido modificado
inmunogénico en personas positivas al HLA-A*0201.

Ejemplos preferidos del péptido modificado son los mismos que se han utilizado para la composicioén vacunal contra
el cancer mencionada anteriormente para personas positivas al HLA-A*0201. La composiciéon vacunal contra el
cancer y las realizaciones preferidas del mismo como se describen con respecto a la composicién vacunal
mencionada anteriormente para las personas positivas al HLA-A*0201.
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Se desvela también el uso del siguiente péptido:

un péptido modificado del péptido WT11s7 (SEQ ID NO: 2) o el péptido WT1126 (SEQ ID NO: 3), que cualquiera de
los cuales es un péptido parcial del producto proteico del gen supresor tumoral WT1, siendo el péptido
modificado inmunogénica en una persona positiva al HLA-A*0201,

para el tratamiento o prevencion en personas positivas al HLA-A*0201, y el uso de los mismos para la produccion
de una composicién vacunal contra el cancer utilizada para el tratamiento o prevencién del cancer en personas
positivas al HLA-A*0201.

Ejemplos preferidos del péptido modificado son los mismos que se utilizan en la composicidon vacunal contra el
cancer mencionada anteriormente para las personas positivas al HLA-A*0201. La composicién vacunal contra el
cancer y las realizaciones preferidas de la misma son los mismos que se han descrito respecto a la composicion
vacunal mencionada anteriormente para las personas positivas al HLA-A*0201.

Ejemplos

De aqui en adelante, la presente invencion se ilustrara con mas detalle por medio de ejemplos, pero no se limita a
estos. Las abreviaturas de los Ejemplos indican los siguientes significados. Los péptidos sintéticos se adquirieron en
SIGMA GENOSYS JAPAN.

DCs: Células dendriticas

PBMC: Células mononucleares de sangre periférica

CD: Agrupamiento de diferenciacion (antigeno de diferenciacion de leucocitos)

GM-CSF: Factor estimulante de colonias de monocitos granulocitos

IL: Interleucina

TNFa: Factor de necrosis tumoral-a

PGE: Prostaglandina

Gy: Gray

B-LCL: Linea celular linfoblastoide-B

EB virus: virus de Epstein-Barr

tBu: t-butilo

Trt: Trifenilmetilo

Fmoc: 9-fluorenilmetiloxicarbonilo

Ejemplo 1 (prediccion de moléculas del HLA capaces de unirse con el WT1 peptidico)

Las moléculas de HLA capaces de unirse con el péptido WT14g7 (SEQ ID NO: 2) se predijeron utilizando el programa
de prediccion NetMHC2.0 Server.

Como resultado, el péptido WT14g7 restringido al HLA-A*0201 capaz de inducir CTL especificos del WT1 se clasifico
como alto en términos de afinidad de uniéon a una molécula del HLA-A*0206 con el programa de prediccion
NetMHC2.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHC-2.0/).

Ejemplo 2 (preparacion de CTL especificos del péptido WT1457 a partir de PBMC de donantes de sangre
sanos positivos al HLA-A*0206, y ensayo de citotoxicidad de los CTL)

(1) Separacion de las PBMC de donantes de sangre sanos positivos al HLA-A*0206, y preparacion de las CD

Primero, se aislaron las PBMC a partir de la sangre periférica de cada uno de los donantes de sangre sanos
positivos al HLA-A*0206 (tres personas) por centrifugacion en gradiente de densidad Ficoll-Hypaque. Después, se
seleccionaron las células positivas al CD14 de entre las PBMC utilizando particulas-DM magnéticas anti-CD14
humano (fabricadas por Becton, Dickinson y compaiia (BD)). En este caso, se consideré que estaba presente un
gran numero de células positivas a CD14 en la poblacion de monocitos. Las células positivas a CD14 seleccionadas
se cultivaron en un medio X-VIVO 15 (fabricado por BioWhittaker, Walkersville, MD) suplementado con un 1 % v/v
de suero AB humano, 800 Ul/ml de GM-CSF (fabricado por Pepro Tech INC, Rocky Hill, NJ) y 1000 Ul/ml de IL-4
(fabricada por Pepro Tech INC) para preparar las CD.

(2) Induccion de CD maduras autélogas

Las CD preparadas en el (1) anterior se cultivaron a 37 °C durante 1 dia, y después se afadié un coctel de
maduracion de citocinas que contenia 10 ng/ml de TNFa (factor de necrosis tumoral-a; Pepro Tech INC, Rocky Hill,
NJ), 10 ng/ml de IL-B, 100 Ul/ml de IL-6 y 1 ug/ml de PGEZ2 a los pocillos de cultivo que contenian las CD. Después
del cultivo de 24 h a 37 °C, se obtuvieron las CD maduras autélogas.

(3) Induccion de CTL especificos del péptido WT1+g7

Las CD maduras autdlogas se pulsaron con el péptido WT14g7, se irradiaron con 30 Gy de radiacién, y se co-
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cultivaron con PBMC enriquecidas en células T positivas a CD8 obtenidas del donante de sangre sano positivo al
HLA-A*0206. La pulsion de las CD con el péptido WT14g7 se llevd a cabo cultivando las CD en presencia de 10 ug/ml
del péptido WT14g7 a 37 °C durante 30 minutos. Las células T positivas a CD8 se enriquecieron a partir de las PBMC
del donante de sangre sano positivo al HLA-A*0206 utilizando las microperlas CD8 y columna MS (fabricadas por
Miltenyi Biotec GmbH).

A partir de la segunda estimulacion, se utilizaron las PBMC autélogas que se habian pulsado con el péptido y
después irradiado con radiacion como células estimulantes selectivas. Dos dias después de la segunda
estimulacion, se afiadieron una IL-2 recombinate (proporcionada por Shionogi & Co., Ltd.) y una IL-7 (fabricada por
Pepro Tech INC) al medio de cultivo a concentraciones de 10 Ul/mly 10 ng/ml, respectivamente. Después de la 42
estimulacion, se cultivaron las células durante 10 dias a 37 °C y después se recolectaron las células resultantes
(CTL) por centrifugacion utilizando una centrifuga. La actividad citotoxica de estas células (CTL) contra las células
diana se examino por un ensayo de citotoxicidad por liberacién de cr.

(4) Ensayo de citotoxicidad

El ensayo de citotoxicidad se llevd a cabo por un ensayo de citotoxicidad por liberacion de *icr. El ensayo de
citotoxicidad por liberacion de *'Cr se llevé a cabo de la siguiente manera. Primero, las células diana (1 x 10°
células/ml) se incubaron en presencia de 100 pl de °'Cr (actividad especifica: 1 mCi/ml) en RPMI1640 (fabricado por
NIHON PHARMACEUTICAL CO., LTD.) suplementado con un 10 % de suero fetal bovino a 37 °C durante 1,5 horas
para marcar las células diana con cr. Después, las células diana marcadas con *ICr se afiadieron a los pocillos de
placas de 96 pocillos de fondo redondeado que contenian distinto nimero de CTL obtenidos en el (3) anterior
(suspendidos en 100 uyl de medio de ensayo), se mezclaron con los CTL y después se incubaron a 37 °C durante 4
horas. Estas células se mezclaron de manera que la relacion E/T (relacion de nimero de células) era 1.1, 5:1, 20:1 o
25:1, con la condicién de que los CTL y las células diana marcadas con 51Cr se expresan como “E” y “T”,
respectivamente. Después de terminar la incubacion, se recolectaron 100 ul del sobrenadante de cada pocillo. Se
determiné la cantidad de °'Cr liberado de las células marcadas, y se calculd la lisis especifica (%) basada en la
liberacion de °'Cr. La lisis especifica (%) se calculd de la siguiente manera.

Lisis especifica (%) = (liberacion de la muestra de ensayo - liberacién espontanea) / (liberacion maxima -
liberacién espontanea) x 100

En la férmula, la cantidad de liberacion espontanea se refiere a la cantidad de fluorescencia del sobrenadante del
cultivo en los pocillos que contienen solo las células diana, y la liberaciéon maxima se refiere a la cantidad de
fluorescencia del medio de cultivo en el que las células diana se han lisado completamente por tratamiento con un
1 % en peso de Triton X-100.

Las células diana que se utilizaron eran B-LCL, células K562, célula JY, y células KH88, que se describiran con
detalle posteriormente. Las células KH88 eran las mismas que las células KH88OF8 utilizadas en el Ejemplo 9
posterior.

Las células B-LCL, que se establecieron por transformacién mediada por virus EB de linfocitos B de sangre
periférica obtenidos de un donante de sangre positivo al HLA-A*0206, no expresaban el WT1.

Las células K562, que se establecieron a partir de un paciente con leucemia mielégena crénica en crisis blastica,
son una linea celular que expresa WT1, que no se expresa en un HLA clase |. El presente inventor no fue capaz de
obtener una linea celular de leucemia de tipo silvestre positiva a HLA-A*0206 que expresara un WT1. Por esta
razon, se utilizaron también células 0206K562, que se prepararon por transformacion de células K562 con genes
HLA-A*0206. El analisis FACS utilizando un anticuerpo anti-HLA-A2 (clon BB7.2; fabricado por BD Biosciences
Pharmingen) demostraba que las células 0206K562 transformadas con genes HLA-A*0206 expresan moléculas de
HLA-A*0206 en su superficie celular.

El analisis de transferencia de western demostraba que las células B-LCL transformadas con el gen WT1 expresaba
WTH1. Las células B-LCL transformadas con un falso vector se utilizaron como control.

Las células JY no expresan WT1 La linea celular B negativa a HLA-A*0206 se establecidé por transformacion
mediada por virus EB.

Las células KH88 es una linea celular de leucemia negativa al HLA-A*0206 que expresa WT1.

Cada linea celular se cultivd en un medio de cultivo RPMI1640 suplementado con un 10 % v/v de suero fetal bovino
inactivado por calor, 50 Ul/ml de penicilina y 50 mg/ml de estreptomicina.

(5) Analisis de anticuerpo y citometria de flujo

Se adquirieron los mAb anti-CD14, CD86, CD80, CD83 y HLA-DR humanos en BD. La concentracion y maduracion
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de las CD se confirmaron por analisis de antigenos de superficie celular utilizando los anticuerpos monoclonales
(mAb) enumerados anteriormente. Las muestras se analizaron con un citdmetro de flujo (FACS Calibur; fabricado
por BD) utilizando el software CellQest.

(6) Resultados

Se examino si se podian preparar los CTL especificos del péptido WT14s7 a partir de las PBMC de donantes de
sangre positivos a HLA-A*0206. Se examino la actividad citotdxica especifica del péptido WT14g7 utilizando los CTL
obtenidos por estimulacion repetida de PBMC enriquecidas en células T positivas a CD8 a partir de un donante de
sangre sano positivo al HLA-A*0206 con CD o PBMC autdlogas pulsadas con el péptido WT14g7. Los CTL
presentaban una actividad citotéxica mas fuerte contra las células B-LCL autélogas pulsadas con el péptido WT14g7
que contra las células B-LCL pulsadas con el péptido WT1+s7 (Fig. 1a). En la Fig. 1a, el eje vertical representa la
actividad citotoxica, y el eje horizontal representa la relacién de TL obtenidos por la estimulacién del péptido
(efector:E) con respecto a las células diana (diana:T) (relacion E/T). El triangulo cerrado representa las células
pulsadas con 10 ug/ml del péptido WT1+s7, y el cuadrado cerrado representa las células no pulsadas con el péptido
WT14s7. La misma actividad citotdxica anterior se demostré también por los CTL preparados de manera similar a
partir de las PBMC aisladas de los dos sonantes de sangre sanos positivos a HLA-A*0206 diferentes (Fig. 2a y 2b).
En la Fig. 2, el triangulo cerrado representa las células pulsadas con 10 ug/ml del péptido WT14s7, y el cuadrado
cerrado representa las células no pulsadas con el péptido WT14g7. Estos resultados muestran que cada actividad
citotéxica es especifica para el péptido WT11g7.

La actividad citotoxica de los CTL aumentaba en paralelo con la concentracion del péptido WT14g7 utilizado para
pulsar las CD o PBMC, y alcanzaban la meseta con la concentracion de péptido de 0,1 pg/ml (Fig. 1b). La
concentracion media maxima del péptido WT14g7 para la lisis especifica (valor de lisis medio maximo) era
aproximadamente 5 x 10”° ug/ml. Esto demuestra que la afinidad de los TCR (receptores antigénicos de células T) de
los CTL contra un complejo péptido WT11s7/ HLA-A*0206 era relativamente alto. Este resultado sugiere fuertemente
que los CTL inducidos con el péptido WT11s7 pueden reconocer el péptido WT11s7.

De la misma manera que anteriormente, se examind la actividad citotdxica contra distintas células diana que
expresaban endégenamente WT1 utilizando los CTL obtenidos estimulando las PBMC enriquecidas en células T
positivas al CD8 del donante de sangre positivo a HLA-A*0206 con CD o PBMC pulsadas con el péptido WT11g7. los
resultados se muestran en las Fig. 3a y 3b. Las actividades citotdxicas respectivas para las células diana que se
muestran en las Fig. 3a y 3b se determinaron al mismo tiempo. La Fig. 3a muestra la actividad citotdxica de los CTL
especificos del péptido WT14g7 contra las B-LCL transformadas con el gen WT1 (positivas al HLA-A*0206, que
expresan WT1; triangulo cerrado), o las B-LCL transformadas con el vector falso (positivas a HLA-A*0206, que no
expresan WT1; cuadrado cerrado). La Fig. 3b muestra que la actividad especifica de los CTL especificos del péptido
WT14g7 contra las células 0206K625 (positivas al HLA-A*0206, que expresan el WT1, cuadrado cerrado), células
K562 (negativas al HLA-A*0206, que expresan WT1; cuadrado abierto), células KH88 (negativas al HLA-A*0206,
que expresan WTH1, circulo cerrado), o las células JY (negativas al HLA-A*0206, que no expresan WT1; triangulo
cerrado).

Los CTL presentaban una citotoxicidad mas fuerte contra las B-LCL transformadas con WT1 (positivas al HLA-
A*0206, que expresan WT1) que contra las B-LCL transformadas con el vector falso (positivas al HLA-A*0206, que
no expresan WT1) (Fig. 3a). Ademas, como se muestra en la Fig. 3b, los CTL presentaban una actividad citotoxica
mas fuerte contra las células 0206K625 transformadas con el HLA-A*0206 (positivas al HLA-A*0206, que expresan
WT1) que contra las células K562 (negativas al HLA-A*0206, que expresan WT1), las células KH88 (negativas al
HLA-A*0206, que expresan WT1), o las células JY (negativas al HLA-A*0206, que no expresan WT1). En otras
palabras, los CTL presentaban una actividad citotdxica significativa contra las células de leucemia diana positivas al
HLA-A*0206 que expresan WT1, pero no actividad citotdxica contra las células negativas al HLA-A*0206 y/o que no
expresan WT1. Este resultado demuestra que los CTL especificos del péptido WT1g7 preparados in vitro muestran
una actividad citotoxica contra las células tumorales que expresan WT1 como las células de leucemia y que son
positivas al HLA-A*0206. El resultado en la Fig. 3b sugiere fuertemente que la actividad citotoxica de los CTL
especificos del péptido WT11g7 estaban restringidos a la HLA-A de clase |. Esto se basa en el hecho de que se
observaba una actividad citotoxica mas fuerte contra las células 0206K625 que contra las células K562.

Los resultados anteriores demuestran que los CTL cultivados mencionados anteriormente son CTL especificos del
péptido WT1 187

Los resultados de cada figura son los datos tipicos, y basicamente reproducibles con algunas variaciones.

Ejemplo 3 (confirmacion de la clase de HLA por la que los CTL especificos del péptido WT143; estan
restringidos)

Se examino si la actividad citotdxica de los CTL especificos del péptido WT14g7 obtenidos en el Ejemplo 2 estaban

restringidos por el HLA de clase |. Se llevo a cabo el ensayo de citotoxicidad por liberacion de *ICren presencia o
ausencia de mAb contra HLA de clase | o HLA de clase Il. Se utilizaron células B-LCL autélogas como células diana.
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En este experimento la relacion E/T era de 5:1.

Los resultados se muestran en la Fig. 4. La Fig. 4a muestra los resultados del ensayo que se llevd a cabo utilizando
B-LCL (positivas al HLA-A*0206, que no expresan WT14g7) como célula diana en ausencia de los mAb contra HLA
clase | (mAb anti-HLA clase 1) y mAb contra HLA clase Il (mAb anti-HLA clase Il). La Fig. 4b muestra los resultados
del ensayo que se llevo a cabo utilizando B-LCL pulsadas con el péptido WT14g7 (positivas al HLA-A*0206, que
expresan WT14g7) como célula diana en ausencia de mAb anti-HLA clase | y en presencia de mAb anti-HLA clase II.
La fig. 4c muestra los resultados del ensayo que se llevo a cabo utilizando B-LCL pulsadas con el péptido WT11g7
(positivas la HLA-A*0206, que expresan WT147) como célula diana en presencia de mAb anti-HLA clase | y
ausencia de mAb anti-HLA clase Il. La Fig. 4d muestra los resultados del ensayo que se llevé a cabo utilizando B-
LCL pulsadas con el péptido WT14g7 (positivas a HLA-A*0206, que expresan WT14g7) como célula diana en ausencia
de mAb anti-HLA clase | y mAb anti-HLA clase II.

Como se muestra en la Fig. 4, la actividad citotoxica de los CTL especificos del péptido WT14s7 se inhibia
completamente por la acciéon de un anticuerpo anti-HLA clase |, no con un anticuerpo anti-HLA clase Il. Los
resultados demuestran que la actividad citotoxica de los CTL especificos del péptido WT11g7 estaba restringida por el
HLA clase | como se esperaba.

Ejemplo 4 (ensayo de toxicidad contra células tumorales)

El ensayo de toxicidad contra las células tumorales positivas al HLA-A*0206 que expresan WT1 se llevd a cabo in
vitro utilizando CTL especificos del péptido WT11g7 obtenidos en el Ejemplo 2. El ensayo de citotoxicidad se llevo a
cabo de acuerdo con el ensayo de citotoxicidad por liberacion de *ICr descrito en el Ejemplo 2. Como resultado, los
CTL especificos del péptido WT11g7 presentaban la actividad de citotoxicidad contra las células tumorales que
expresaban WT1 (datos no mostrados).

Ejemplo 5 (preparacion de los CTL especificos del péptido WT1126, y ensayo de toxicidad de los CTL)

Los CTL especificos del péptido WT1426 se prepararon de la misma manera que en el Ejemplo 2 (3) excepto que se
utilizé el péptido WT1426 (SEQ ID NO: 3) en vez del péptido WT14s7. El ensayo de citotoxicidad se llevé a cabo
utilizando estos CTL de la misma manera que en el Ejemplo 2, para determinar la actividad citotdxica especifica
contra el péptido WT1426. La Fig. 5 muestra la actividad citotéxica de los CTL especificos del péptido WT112
inducidos a partir de las PBMC del mismo donante de sangre sano positivas al HLA-A*0206 que en la Fig. 2b. En la
Fig. 5, el triangulo cerrado representa las células pulsadas con 10 pg/ml del péptido WT1426, y el cuadrado cerrado
representa las células no pulsadas con el péptido WT1126. Los CTL presentaban una actividad citotéxica mas fuerte
contra las células B-LCL autdlogas pulsadas con el péptido WT1426 que contra las células B-LCL no pulsadas con el
péptido WT1426 (Fig. 5). Este resultado demuestra que la actividad citotoxica de los CTL es especifica del péptido
WT1125.

De la misma manera que en el Ejemplo 2, se examin6 la actividad citotdxica contra distintas células diana que
expresaban WT1 enddgenamente utilizando los CTL preparados estimulando las PBMC enriquecidas en células T
positivas al CD8 de donantes de sangre positivos al HLA-A*0206 con CD o PBMC pulsadas con el péptido WT112.
La actividad citotoxica contra cada célula dina se muestra en las Fig. 6a y 6b. Las células diana de las Fig. 6a y 6b
son las células 0206K625 (positivas al HLA-A*0206, que expresan WT1; cuadrado cerrado), K562 (negativas al HLA-
A*0206, que expresan WT1; cuadrado abierto), células KH88 (negativas al HLA-A*0206 que expresan WT1; circulo
cerrado), y células JY (negativas al HLA-A*0206, que no expresan WT1; triangulo cerrado). La Fig. 6a muestra la
actividad citotoxica de los CTL especificos del péptido WT1426 inducidos a partir de PBMC del mismo donante de
sangre sano positivo al HLA-A*0206 que en la Fig. 2a. La Fig. 6b muestra la actividad citotoxica de los CTL
especificos del péptido WT1126 inducidos a partir de PBMC de mismo donante de sangre sano positivo al HLA-
A*0206 que en la Fig. 2b.

Como los CTL especificos del péptido WT14s7, los CTL especificos del péptido WT1126 presentaban una actividad
citotdxica significativa contra las células de leucemia diana positivas al HLA-A*0206, que expresaban WT1, pero no
una actividad citotoxica contra células negativas al HLA-A*0206 y/o que no expresaban WT1. Este resultado
demuestra que los CTL especificos del péptido WT1126 preparados in vitro presentan actividad citotdxica contra
células tumorales que expresan WT1 enddégenamente como las células de leucemia y que sean positivas al HLA-
A*0206. Los resultados de las Fig. 6a y 6b sugiere fuertemente que la actividad citotoxica de los CTL especificos del
péptido WT1426 estaba restringida por el HLA-A de clase I. Esto se basa en el hecho de que se observaba una
actividad citotdxica mas fuerte contra las células 0206K625 que contra las células K562.

Los resultados anteriores demuestran que los CTL obtenidos son CTL especificos del péptido WT1126.
Los resultados de cada figura son datos tipicos, y basicamente reproducibles con algunas variaciones.

Ejemplo 6 (preparacion de composiciones vacunales)
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Se prepararon las siguientes composiciones vacunales 1 a 8. Estas son solo ejemplos de la composicion vacunal
contra el cancer de la presente invencion.

Composicién vacunal contra el cancer 1

Péptido WT14s7 3mg
Montanide ISA-51 400 mg
5 % glucosa en agua 400 mg

Los ingredientes mencionados anteriormente se mezclaron y la vacuna se llamé composicion vacunal contra el
cancer 1.

Composicién vacunal contra el cancer 2

Péptido WT14s7 1mg
Montanide ISA-51 400 mg
5 % glucosa en agua 400 mg

Los ingredientes mencionados anteriormente se mezclaron y la vacuna se llamé composicion vacunal contra el
cancer 2.

Composicién vacunal contra el cancer 3

Péptido WT14s7 0,001 mg
Montanide ISA-51 400 mg
5 % glucosa en agua 400 mg

Los ingredientes mencionados anteriormente se mezclaron y la vacuna se llamé composicion vacunal contra el
cancer 3.

Composicién vacunal contra el cancer 4

Péptido WT14s7 10 mg
Montanide ISA-51 400 mg
5 % glucosa en agua 400 mg

Los ingredientes mencionados anteriormente se mezclaron y la vacuna se llamé composicion vacunal contra el
cancer 4.

Composiciones vacunales contra el cancer 5 a 8

Las composiciones vacunales contra el cancer 5 a 8 se prepararon de la misma manera que en las composiciones
vacunales contra el cancer 1 a 4 mencionadas anteriormente excepto en que se utilizé el péptido WT1126 en vez del
péptido WT1 187

Ejemplo 7 (afinidad de péptidos modificados a las moléculas de HLA-A*0206)

Como con el péptido WT14g7, el péptido WT1426 y los péptidos modificados que comprende la sustitucion de un resto
de aminoacido en la posicion 1, 2, 3 0 9 desde el extremo N del péptido WT1+s7 0 el péptido WT1126, se analizé la
afinidad para las moléculas del HLA-A*0206 mediante el uso del programa de prediccion NetMHC2.0 Server. Los
resultados del analisis de los péptidos WT14s7 modificados y los péptidos WT1426 modificados se muestran en las
Tablas 1 y 2, respectivamente. El valor menor (el péptido tiene capacidad de unién a una concentracion menor)
indica una alta afinidad.

Tabla 1
Péptido Sec.uen,m'a de SEQ ID NO [Valoracion prevista| Afinidad (nM) Fuerza de unién
aminoacidos

WT11s7 SLGEQQYSV 2 0,776 11 Union fuerte (SB)
WT1457,P1G GLGEQQYSV 4 0,756 13 SB
WT1467P1A ALGEQQYSV 5 0,812 7 SB
WT14s7P1V VLGEQQYSV 6 0,755 14 SB
WT14s7P1L LLGEQQYSV 7 0,810 7 SB
WT14g7P11 ILGEQQYSV 8 0,782 10 SB
WT117P1M MLGEQQYSV 9 0,877 3 SB
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Péptido Sec.uen,m'a de SEQ ID NO [Valoracion prevista| Afinidad (nM) Fuerza de unién
aminoacidos
WT147P1W WLGEQQYSV 10 0,876 3 SB
WT14s7P1F FLGEQQYSV 11 0,926 2 SB
WT14s7P1Y YLGEQQYSV 12 0,896 3 SB
WT14s7P2V SVGEQQYSV 13 0,722 20 SB
WT1457P2Q SQGEQQYSV 14 0,824 6 SB
WT14g7P2I SIGEQQYSV 15 0,734 17 SB
WT14g7P2M SMGEQQYSV 16 0,798 8 SB
WT14s7P3L SLLEQQYSV 17 0,865 4 SB
WT14s7P3A SLAEQQYSV 18 0,844 5 SB
WT14s7P3V SLVEQQYSV 19 0,869 4 SB
WT14g7P3M SLMEQQYSV 20 0,896 3 SB
WT14s7P3P SLPEQQYSV 21 0,791 9 SB
WT14g7P3W SLWEQQYSV 22 0,883 3 SB
WT14s7P3F SLFEQQYSV 23 0,864 4 SB
WT14s7P3Y SLYEQQYSV 24 0,857 4 SB
WT1447P3S SLSEQQYSV 25 0,801 8 SB
WT14g7P3I SLIEQQYSV 26 0,880 3 SB
WT14s7P9L SLGEQQYSL 53 0,586 88 Union débil
Tabla 2
Péptido Sec.uen,m'a de SEQ ID NO | Valoracion prevista| Afinidad (nM) | Fuerza de union
aminoacidos
WT1126 RMFPNAPYL 3 0,83 6 SB
WT1126P1G GMFPNAPYL 27 0,76 14 SB
WT1126P1A AMFPNAPYL 28 0,80 8 SB
WT1126P1V VMFPNAPYL 29 0,75 15 SB
WT1126P1L LMFPNAPYL 30 0,80 8 SB
WT1426P11 IMFPNAPYL 31 0,77 11 SB
WT1126P1M MMFPNAPYL 32 0,86 4 SB
WT1126P1W WMFPNAPYL 33 0,88 3 SB
WT14126P1F FMFPNAPYL 34 0,91 2 SB
WT1126P1Y YMFPNAPYL 35 0,88 3 SB
WT1126P2V RVFPNAPYL 36 0,78 11 SB
WT1126P2Q RQFPNAPYL 37 0,85 4 SB
WT1126P2A RAFPNAPYL 38 0,67 35 SB
WT1126P2L RLFPNAPYL 39 0,80 8 SB
WT1426P2I RIFPNAPYL 40 0,78 10 SB
WT1426P3I RMIPNAPYL 41 0,84 5 SB
WT1126P3L RMLPNAPYL 42 0,83 6 SB
WT1126P3G RMGPNAPYL 43 0,71 23 SB
WT1126P3A RMAPNAPYL 44 0,79 9 SB
WT1126P3V RMVPNAPYL 45 0,82 6 SB
WT1126P3M RMMPNAPYL 46 0,86 4 SB
WT1126P3P RMPPNAPYL 47 0,72 21 SB
WT1126P3W RMWPNAPYL 48 0,85 5 SB
WT1126P9V RMFPNAPYV 49 0,91 2 SB
WT1126P9A RMFPNAPYA 50 0,77 12 SB
WT1426P9I RMFPNAPYI 51 0,81 7 SB
WT1126POM RMFPNAPYM 52 0,65 42 SB

Ejemplo 8 (afinidad de péptidos modificados a moléculas del HLA-A*0201)

Como para el péptido WT1+g7, el péptido WT1426, y los péptidos modificados comprenden la sustitucion de un resto
de aminoacido en la posicion 1, 2, 3 0 9 desde el extremo N del péptido WT1+s7 0 el péptido WT1126. se analizé la
afinidad por las moléculas del HLA-A*0201 mediante el uso del programa de prediccion NetMHC2.0 Server. Los
resultados de los analisis de los péptidos WT11g7 modificados y los péptidos WT 1126 modificados se muestran en las

Tablas 3 y 4, respectivamente. El valor menor indica la mayor afinidad.
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Tabla 3

Péptido Secuencia de SEQID NO Vglg:j‘;'g“ Afinidad (n\M) | Fuerza de union

WT1 187 SLGEQQYSV 2 0,721 20 SB
WT117P1G GLGEQQYSV 4 0,672 34 SB
WT1 7P 1A ALGEQQYSV 5 0,648 44 SB
WT1 7PV VLGEQQYSV 6 0,705 24 SB
WT1457P1L LLGEQQYSV 7 0,658 40 SB
WT11a7P1I ILGEQQYSV 8 0,698 26 SB
WT1157P1M MLGEQQYSV 9 0,717 21 SB
WT1 17P1W WLGEQQYSV 10 0,628 55 SB
WT15,P1F FLGEQQYSV 11 0,824 6 SB
WT1467P1Y YLGEQQYSV 12 0,809 7 SB
WT11a7P2l SIGEQQYSV 15 0,556 121 SB
WT1157P2M SMGEQQYSV 16 0,740 16 SB
WT1167P3A SLAEQQYSV 18 0,811 7 SB
WT1167P3V SLVEQQYSV 19 0,766 12 SB
WT1157P3M SLMEQQYSV 20 0,876 3 SB
WT1157P3W SLWEQQYSV 22 0,863 4 SB
WT145,P3F SLFEQQYSV 23 0,852 4 SB
WT15,P3Y SLYEQQYSV 24 0,854 4 SB
WT115:P3S SLSEQQYSV 25 0,793 9 SB
WT1457P9L SLGEQQYSL 53 0,640 49 SB

Tabla 4

Péptido Secuencia de SEQID NO VSLZ:/?;‘;’“ Afinidad ("M) | Fuerza de unién
WT1126P1G GMFPNAPYL 27 0,80 9 SB
WT1126P1A AMFPNAPYL 28 0,81 7 SB
WT1126P1V VMFPNAPYL 29 0,81 8 SB
WT1126P1L LMFPNAPYL 30 0,82 7 SB
WT1126P1I IMFPNAPYL 31 0,81 8 SB
WT1126P1M MMFPNAPYL 32 0,85 4 SB
WT1 126P1W WMFPNAPYL 33 0,80 8 SB
WT1126P1F FMFPNAPYL 34 0,91 2 SB
WT1126P1Y YMFPNAPYL 35 0,90 2 SB
WT1126P2V RVFPNAPYL 36 0,55 127 SB
WT1126P2Q RQFPNAPYL 37 0,49 262 SB
WT1126P2L RLFPNAPYL 39 0,78 10 SB
WT1126P2I RIFPNAPYL 40 0,64 48 SB
WT1126P3I RMIPNAPYL 41 0,74 16 SB
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Péptido Secuencia de SEQ ID NO V;lg:/?;‘g“ Afinidad (M) | Fuerza de union
WT1126P3L RMLPNAPYL 42 0,78 10 SB
WT11,6P3G RMGPNAPYL 43 0,60 73 SB
WT11,6P3A RMAPNAPYL 44 0,73 17 SB
WT1156P3V RMVPNAPYL 45 0,68 31 SB
WT11,6P3M RMMPNAPYL 46 0,83 6 SB
WT1126P3P RMPPNAPYL 47 0,61 66 SB
WT11,6P3W RMWPNAPYL 48 0,83 6 SB
WT1156P9V RMFPNAPYV 49 0,84 5 SB
WT11,6P9A RMFPNAPYA 50 0,73 18 SB
WT1126P9I RMFPNAPYI 51 0,79 9 SB
WT11,6P9M RMFPNAPYM 52 0,69 29 SB

Ejemplo 9 (comparacion de CTL restringidos al HLA-A*0201 inducidos por distintos péptidos WT1126
modificados)

(1) Propédsito

En vista de los resultados del Ejemplo 8, se seleccionaron el péptido WT1126P1F (SEQ ID NO: 34), el péptido
WT1126P2L (SEQ ID NO: 39), el péptido WT1126P3M (SEQ ID NO: 46) y el péptido WT1126P9V (SEQ ID NO: 49)
como péptidos WT1126 modificados a ensayar, y se llevaron a cabo los siguientes experimentos para explorar os
péptidos WT1426 modificados capaces de inducir CTL que tengan una alta actividad citotdxica. Los reactivos,
medios, métodos experimentales, etc. utilizados en los Ejemplos 9 a 12 eran los mismos que en el Ejemplo 1, a
menos de que se especifique otra cosa. En los Ejemplos 9 a 12, se llevo el cultivo a 37 °C, a menos de que es
especifique otra cosa.

(2) Materiales y métodos

A partir de un donante humano sano que mostraba la expresion de moléculas del HLA-A*0201 (donantes de sangre
sanos positivos al HLA-A*0201), se aislaron PBMC, y se separaron de las PBMC las células positivas a CD14
mediante el uso de particulas magnéticas DM anti-CD14 humano. Se prepardé un medio de cultivo afiadiendo 800
Ul/ml de GM-CSF y 1000 Ul/ml de IL-4 a un medio X-VIVO 15 suplementado con un 1 % v/v de suero AB humano, y
se cultivaron las células positivas a CD14 en el medio de cultivo durante 1 dia.

Al cultivo anterior, se afiadioé un coctel de maduracion de citocinas que contenia 10 ng/ml de TNFa, 10 ng/ml de IL-3,
1000 Ul/ml de IL-6 y 1 pug/ml de PGE2. Después de un dia de cultivo adicional, se obtuvieron las CD maduras
autdlogas.

Las CD maduras autoélogas se pulsaron con 10 yg/ml de un péptido WT 1426 modificado obtenido en el Ejemplo 13 (el
péptido WT1126P1F, el péptido WT1126P2L, el péptido WT1126P3M o el péptido WT1426P9V), cultivado durante 4
horas, e irradiadas con 35 Gy de radiacion. Las células obtenidas de esta manera se utilizaron como células
estimulantes para la induccién de CTL.

Las PBMC (2 x 10° células/pocillo) servian como células de respuesta y las CD mencionadas anteriormente (2 x 10°
células/pocillo) se co-cultivaron en una placa de 24 pocillos. Una semana mas tarde, se dio la re-estimulacion por
adicion de células T2 que se habian pulsado con el péptido y se irradiaron con 75 Gy de radiacion. Tres dias
después de la re-estimulacién, se afiadieron 20 Ul/ml de IL-2. La misma re-estimulacién se repitié otras 3 veces por
adicion del péptido pulsado, células T2 irradiadas, y después se enriquecieron las células positivas a CD8 en las
células de respuesta.

Como para las células T positivas al CD8, la reactividad de un HLA-A*0201 tetramérico unido al péptido WT112 se
analizo por citometria de flujo, y se examind la actividad de citotoxicidad contra distintas células diana.

Las células diana que se utilizaron eran células K562, células 0206K625, células JY, células KH88OF8, células TF-1,
y células THP-1, que se muestran en la Tabla 5. Las caracteristicas de estas células se muestran en la Tabla 5. La
linea celular linfoblastoide B (B-LCL) establecida por infeccion virica con el EB de la sangre de un donante positivo al
HLA-A*0201 también se utilizé6 como célula diana.
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Tabla 5
Célula diana| HLA-A*0201 | HLA-A*0206 WT1
K562 negativo negativo expresado
0206K562 negativo positivo expresado
JY positivo negativo no expresado

KH88OF8 negativo negativo expresado
TF-1 positivo negativo expresado
THP-1 positivo negativo expresado

(3) Resultados

La Fig. 7 muestra los resultados del analisis de citometria de flujo de las PBMC del donante 1 positivo a HLA-A*0201
que se estimularon con diferentes péptidos WT1126 modificados y después se tifieron con un HLA-A*0201
tetramérico marcado con PE (ficoeritrina) unido al péptido WT1+26: (Medical & Biological Laboratories, Co., Ltd.), y un
anticuerpo anti-CD8 marcado con Cy7-APC (APC-Cy7: Aloficocianina-Cianina-7). Cuando las PBMC se tefiian con
el tetramero y el anticuerpo anti-CD8 mencionados anteriormente, los CTL inducidos por estimulacién con el péptido
modificado se unian al tetramero y al anticuerpo anti-CD8, y de esta manera, la fluorescencia emitida por el
tetramero y la fluorescencia emitida por el anticuerpo anti-CD8 se podia detectar, respectivamente. En las Fig. 7a a
7e, el eje vertical representa la intensidad de fluorescencia emitida por el HLA-A*0201 tetramérico, y el eje horizontal
representa la intensidad de fluoresceina emitida por el anticuerpo anti-CD8. Cada cuadro de las Fig. 7a a 7e muestra
la frecuencia (%) de CTL restringidos al HLA-A*0201 capaces de reconocer el péptido WT112. La Fig. 7a muestra el
resultado del analisis de las PBMC que no se estimularon con ningun péptido WT 1426 modificado y tefiidas con el
tetramero mencionado anteriormente y anticuerpo anti-CD8 (fondo). La Fig. 7b muestra el resultado del analisis de
PBMC que se estimularon con el péptido WT1126P1F y se tifieron. La Fig. 7c muestra el analisis de las PBMC
muestra el resultado del analisis de las PBMC se estimularon con el péptido WT1126P2L y se tifieron. La Fig. 7d
muestra el resultado del analisis de las PBMC que se estimularon con el péptido WT1126P3M y se tifieron. La Fig. 7e
muestra el resultado del analisis de las PBMC que se estimularon con el péptido WT1126P9V y se tifieron.

La frecuencia de los CTL mencionados anteriormente inducidos por estimulacion de PBMC con el péptido
WT1126P1F era del 0,14 % (Fig. 7b). La frecuencia de los CTL mencionados anteriormente inducidos por
estimulacion de PBMC con el péptido WT1126P2L era del 0,37 % (Fig. 7c). Los CTL inducidos por separado con
estos péptidos eran positivos al HLA tetramérico, positivos a CDS y capaces de unirse al HLA-A*0201 tetramérico
unido al péptido WT1426. Estos resultados demuestran que la estimulacion de PBMC con el péptido WT112
modificado inducia CTL que pueden reconocer el péptido de tipo silvestre (péptido WT1126).

La Fig. 8 muestra los resultados de la medicion de la actividad citotoxica de los CTL inducidos por estimulacion de
PBMC del donante 1 con el péptido WT1126P1F. En la Fig. 8, el eje vertical representa la actividad citotoxica, y el eje
horizontal representa la relacion de células T positivas a CDS obtenidas por estimulacion peptidica (efector:E) con
respecto a las células diana (diana: T) (relacion E/T). El rombo cerrado representa el grupo en el que se utilizaron las
células JY como célula diana, y el cuadrado cerrado representa el grupo en el que las células JY pulsadas con el
péptido WT1426P1F se utilizaron como una célula diana.

Las células JY son positivas al HLA-A*0201 y negativas a WT1. Los CTL que presentan una actividad citotoxica mas
fuerte contra las células JY pulsadas con el péptido WT1426P1F que contra células JY no pulsadas con el péptido
WT14126P1F. Este resultado muestra que se inducian CTL que eran especificos para el péptido utilizado por la
estimulacion mencionada anteriormente y estaban restringidos por el HLA-A*0201.

La Fig. 9 muestra los resultados de la medicion de la actividad citotoxica de los CTL inducidos por la estimulacion de
las PBMC del donante 1 con el péptido WT1126P2L. En la Fig. 9 el eje vertical representa la actividad citotdxica, y el
eje horizontal representa la relacion de células T positivas a CD8 obtenidas por estimulacion peptidica (efector: E)
con respecto a las células diana (diana: T) (relaciéon E/T). En la Fig. 9a, el rombo cerrado representa el grupo en el
que se utilizaron las células JY como una célula diana, y el cuadrado cerrado representa el grupo en el que las
células JY pulsadas con el péptido WT1426P2L se utilizaron como células diana. En la Fig. 9b, el rombo cerrado
representa el grupo en el que las células TF-1 se utilizaron como una célula diana, el cuadrado cerrado representa el
grupo en el que las células THP-1 se utilizaron como una célula diana, el triangulo cerrado representa el grupo en el
que las células KH88OF8 se utilizaron como células diana, y la cruz representa el grupo en el que las células B-LCL
se utilizaron como células diana.

Los CTL inducidos presentaban una actividad citotéxica mas fuerte contra las células JY pulsadas con el péptido
WT1126P2L que contra las células JY pulsadas no con el péptido WT1126P2L (Fig. 9a). Los CTL inducidos
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presentaban una actividad citotoxica mas fuerte contra las células TF-1 y células THP-1, las cuales son positivas a
HLA-A*0201 y positivas a WT1, que contra las células KH88OF8, que son negativas a HLA-A*0201 y positivas a
WTH1, y las células B-LCL que son positivas al HLA-A*0201 y negativos a WT1 (Fig. 9b). Como esta claro por los
resultados, los CTL inducidos por estimulacion con el péptido WT1126P2L estan restringidos por HLA-A*0201, y
capaces de destruir células cancerosas que expresan WT1 enddégenamente.

La Fig. 10 muestra los resultados del analisis de citometria de flujo de las PBMC del donante 2 positivo al HLA-
A*0201 que se estimularon con el péptido WT1126P2L y después tefiidas con el HLA-A*0201 tetramérico marcado
con PE unido al péptido WT1426, y el anticuerpo anti-CD8 marcado con APC-Cy7. A saber, la Fig. 10 muestra los
resultados de la citometria de flujo de los CTL inducidos que se tifieron con el HLA tetramérico unido al péptido
WT1126, ¥ el anticuerpo anti-CD8. El ejem vertical representa la intensidad de fluorescencia emitida por el HLA-
A*0201 tetramérico, y el eje horizontal representa la intensidad de fluorescencia emitida por el anticuerpo anti-CD8.

Las células del area derecha superior de la Fig. 10 son CTL inducidos que estan restringidos al HLA-A*0201 y
pueden reconocer el péptido WT1126. El 5,43 % de los linfocitos de las PBMC estimuladas con el péptido WT1126P2L
eran CTL positivos al CD8, positivos al HLA tetramérico, que eran capaces de unirse al HLA-A*0201 tetramérico
unido al péptido WT1426. Este resultado demuestra que la estimulacion de las PBMC con el péptido modificado
inducia CTL positivos a CD8 que pueden reconocer el péptido de tipo silvestre.

La Fig. 11 muestra los resultados de la medicion de la actividad citotdxica de los CTL inducidos por estimulacion de
las PBMC del donante 2 con el péptido WT1126P2L. En las Fig. 11a y 11b, el eje vertical representa la actividad
citotdxica, y el eje horizontal representa la relacion de células T positivas al CD8 obtenidas mediante la estimulacion
peptidica (efector:E) con respecto a las células diana (diana:T) (relacion E/T). En la Fig. 11a, el rombo cerrado
representa el grupo en el que se utilizaron las células JY como células diana, y el cuadrado cerrado representa el
grupo en el que las células JY pulsadas con el péptido WT1126 se utilizaron como células diana. En la Fig. 11b, el
rombo cerrado representa el grupo en el que las células JY se utilizaron como células diana, y el cuadrado cerrado
representa el grupo en el que las células JY pulsadas con el péptido WT1426P2L se utilizaron como células diana.

Los CTL inducidos presentaban una actividad citotéxica mas fuerte contra las células JY pulsadas con el péptido
WT1126 que contra las células JY no pulsadas con el péptido WT112 (Fig. 11a). Los CTL inducidos también
presentaban una actividad citotdxica mas fuerte contra las células JY pulsadas con el péptido WT1126P2L que contra
las células JY no pulsadas con el péptido WT1126P2L (Fig. 11b). Como esta claro por los resultados, los CTL
inducidos por estimulacién con el péptido WT1126P2L pueden reconocer tanto el péptido WT1126P2L como el péptido
WT1426. de tipo silvestre.

Ejemplo 10 (comparacion de CTL restringidos al HLA-A*0206 inducidos por distintos péptidos WT112.
modificados

(1) Propédsito

En vista de los resultados del Ejemplo 7, el péptido WT1126P1F, el péptido WT1426P2L, el péptido WT1126P3M y el
péptido WT1426P9V se seleccionaron como los péptidos WT1126 modificados a ensayar, y se llevaron a cabo los
siguientes experimentos para explorar los péptidos WT 1126 modificados capaces de inducir los CTL que tienen una
alta actividad citotoxica.

(2) Materiales y métodos

Se aislaron las PBMC de un donante humano sano que presentaba la expresion de moléculas HLA-A*0206 (donante
de sangre sano positivo al HLA-A*0206) y se separaron las células positivas al CD14 de las PBMC por el uso de
Particulas Magnéticas DM anti-CD14 humano. Se prepard un medio de cultivo afiadiendo 800 Ul/ml de GM-CSF y
1000 Ul/ml de IL-4 a un medio X-VIVO 15 suplementado con un 1 % v/v de suero AB humano, y se cultivaron las
células positivas al CD14 en el medio de cultivo durante 1 dia.

Al cultivo anterior, se afiadié un coctel de maduracion de citocinas que contenia 10 ng/ml de TNFa, 10 ng/ml de IL-3,
1000 Ul/ml de IL-6 y 1 yg/ml de PGE2. Después de un dia adicional de cultivo, se obtuvieron las CD autélogas
maduras.

Las CD autdlogas maduras se pulsaron con 10 ug/ml de un péptido WT1426 modificado obtenido en el Ejemplo 13 (el
péptido WT1426P1F, el péptido WT1126P2L, el péptido WT1126P3M o el péptido WT1126P9V), se cultivaron durante 4
horas, y se irradiaron con 35 Gy de radiacion. Las células obtenidas de esta manera se utilizaron como células
estimuladoras para la induccion de CTL.

Las PBMC enriquecidas en células T positivas a CD8 (2 x 10° células/pocillo) y las CD mencionadas anteriormente
(1x 10° células/pocillo) se co-cultivaron en una placa de 24 pocillos. Diez dias mas tarde se dio una re-estimulacion
por la adicion de PBMC que se habian pulsado con el péptido e irradiado con 35 Gy de radiacion. Dos dias después
de la re-estimulacion, se afiadieron 10 Ul/ml de IL-2 y 10 ng/ml de IL-7. Después de la repeticién de la misma re-
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estimulacion otras 4 veces, se enriquecieron las células T positivas a CD8. Las células T positivas al CD8 se
examinaron en cuanto a su actividad citotdxica contra distintas células diana.

Las células diana que se utilizaron eran las B-LCL establecidas por infeccién virica con EB de la sangre de un
donante positivo al HLA-A*0206, células K562 y células 0206K562.

(3) Resultados

La Fig. 12 muestra los resultados de la medicién de la actividad citotdxica de los CTL inducidos por estimulacion de
las PBMC del donante 3 positivo al HLA-A*0206 con diferentes péptidos. La Fig. 12a muestra la actividad citotéxica
de los CTL inducidos por estimulacion con el péptido WT1126P2L. La Fig. 12b muestra la actividad citotoxica de los
CTL inducidos por estimulacion con el péptido WT1126P3M. La Fig. 12c muestra la actividad citotdxica de los CTL
inducidos por estimulacion con el péptido WT1126P9V. En las Fig. 12a a 12c, el eje vertical representa la actividad
citotoxica, y el eje horizontal representa la relacion de células T positivas a CD8 obtenidas por estimulacion peptidica
(efector: E) con respecto a las células diana (diana:T) (relacién E/T). El rombo cerrado representa el grupo en el que
las células B-LCL autdlogas se utilizaron como células diana, y el cuadrado cerrado representa el grupo en el que
las células B-LCL autélogas se pulsaron con el mismo péptido WT1126 modificado que se utilizo en la estimulacion
mencionada anteriormente, se utilizaron como células diana.

Los CTL inducidos por estimulacion con el péptido WT1126P2L presentaban una actividad citotéxica contra las
células B-LCL autdlogas pulsadas con el péptido WT1426P2L, que son positivas al HLA-A*0206 y negativas al WT1,
que contra las células B-LCL autélogas no pulsadas con el péptido WT1426P2L (Fig. 12a). Los CTL inducidos por
estimulacion con el péptido WT1126P3M presentaban una actividad citotéxica mas fuerte contra las células B-LCL
autdlogas pulsadas con el péptido WT14126P3M, que son positivas a HLA-A*0206 y negativas al WT1, que contra las
células B-LCL autoélogas no pulsadas con el péptido WT1126P3M (Fig. 12b). Los CTL inducidos por estimulacion con
el péptido WT1126P9V presentaban una actividad citotéxica mas fuerte contra las células B-LCL autélogas pulsadas
con el péptido WT1126P9V, que son positivas la HLA-A*0206 y negativas al WT1, que contra las células B-LCL
autdlogas no pulsadas con el péptido WT1426P9V (Fig. 12c).

Estos resultados demuestran que los CTL que se inducian son especificos del péptido utilizado para la estimulacion
mencionada anteriormente y estan restringidos por el HLA-A*0206.

La Fig. 13 muestra los resultados de la medicién de la actividad citotdxica de los CTL inducidos por estimulacion de
las PBMC del donante 3 positivo al HLA-A*0206 con el péptido WT1126P9V. En la Fig. 13, el eje vertical representa la
actividad citotdxica, y el eje horizontal representa la relacion de células T positivas a CD8 obtenidas por estimulacion
peptidica (efector: E) con respecto a las células diana (diana:T) (relacion E/T). El rombo cerrado representa el grupo
en el que las células B-LCL autdlogas se utilizaron como células diana, y el cuadrado cerrado representa el grupo en
el que las células B-LCL autologas transfectadas con el gen WT1, se utilizaron como células diana.

En la Fig. 13, los CTL inducidos por estimulacion con el péptido WT1126P9V presentaban una actividad citotdxica
mas fuerte contra las células B-LCL autdlogas producidas para ser positivas al WT1 por transfeccion del gen WT1 en
las células B-LCL, que eran originalmente positivas al HLA-A*0206 y negativas a WT1, que contra las células B-LCL
autdlogas no transfectadas con el gen WT1 (Fig. 12c). Como esta claro por el resultado, los CTL inducidos por
estimulacion con el péptido WT1126P9V estan restringidos por el HLA-A*0206, y presentan la actividad citotoxica
reconociendo el péptido WT1126 de tipo silvestre presentado endégenamente.

La Fig. 14 muestra los resultados de la medicion de la actividad citotdxica de los CTL inducidos por estimulacion de
las PBMC del donante 4 positivo al HLA-A*0206 con diferentes péptidos. La Fig. 14a muestra la actividad citotéxica
de los CTL inducidos por estimulacion con el péptido WT1126P2L. La Fig. 14b muestra la actividad citotoxica de los
CTL inducidos por estimulacion con el péptido WT1126P3M. La Fig. 14c muestra la actividad citotdxica de los CTL
inducidos por estimulacion con el péptido WT1126P9V. En las Fig. 14a a 14c, el eje vertical representa la actividad
citotoxica, y el eje horizontal representa la relacion de células T positivas a CD8 obtenidas por estimulacion peptidica
(efector: E) con respecto a las células diana (diana:T) (relacién E/T). El rombo cerrado representa el grupo en el que
las células B-LCL autdlogas se utilizaron como células diana, y el cuadrado cerrado representa el grupo en el que
las células B-LCL autélogas se pulsaron con el mismo péptido WT1126 modificado que se utilizo en la estimulacion
mencionada anteriormente, se utilizaron como células diana.

Los CTL inducidos por estimulacion con el péptido WT1126P2L presentaban una actividad citotéxica mas fuerte
contra las células B-LCL autdlogas pulsadas con el péptido WT1426P2L, que son positivas al HLA-A*0206 y
negativas al WT1, que contra las células B-LCL autdélogas no pulsadas con el WT1426P2L (Fig. 14a). Los CTL
inducidos por estimulacion con el péptido WT1126P3M presentaba una actividad citotéxica mas fuerte contra las
células B-LCL autdlogas pulsadas con el péptido WT1426P3M, que son positivas al HLA-A*0206 y negativas al WT1
que contra las células B-LCL autélogas no pulsadas con el péptido WT1126P3M (Fig. 14b). Los CTL inducidos por
estimulacion con el péptido WT1126P9V presentaba una actividad citotéoxica mas fuerte contra las células B-LCL
autologas pulsadas con el péptido WT1426P9V, que son positivas la HLA-A*0206 y negativas al WT1, que contra las
células B-LCL autdlogas no pulsadas con el péptido WT1126P9V (Fig. 14c). Estos resultados muestran que los CTL
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que se inducian, son especificos para el péptido utilizado para la estimulacién mencionada anteriormente y estan
restringidos al HLA-A*0206.

La Fig. 15 muestra los resultados de la medicion de la actividad citotdxica de los CTL inducidos por estimulacion de
las PBMC del donante 4 positivo a HLA-A*0206 con diferentes péptidos. La Fig. 14a muestra la actividad citotoxica
de los CTL inducidos por estimulacion con el péptido WT1126P2L. La Fig. 14b muestra la actividad citotoxica de los
CTL inducidos por estimulacion con el péptido WT1126P3M. La Fig. 14c muestra la actividad citotdxica de los CTL
inducidos por estimulacion con el péptido WT1126P9V. En las Fig. 14a a 14c, el eje vertical representa la actividad
citotoxica, y el eje horizontal representa la relacion de células T positivas a CDS obtenidas por estimulacion
peptidica (efector: E) con respecto a las células diana (diana:T) (relacion E/T). El rombo cerrado representa el grupo
en el que las células K562 se utilizaron como células diana, y el cuadrado cerrado representa el grupo en el que las
células 0206K562, es decir las células K562 producidas para presentar endogenamente el antigeno WT1 peptidico
por transfeccion del gen HLA-A*0206 en ellas, se utilizaron como células diana.

En las Fig. 15a a 15¢, los CTL inducidos por estimulacion con el péptido WT1126P2L, el péptido WT1126P3M o el
péptido WT1126P9V presentaban una actividad citotdoxica mas fuerte contra las células 0206K562 que contra las
células K562, encada caso. Como esta claro por los resultados, los CTL inducidos por estimulaciéon con cualquiera
de estos péptidos modificados estan restringidos por el HLA-A*0206, y presentan la actividad citotoxica
reconociendo el péptido WT1126 de tipo silvestre presentado endégenamente.

Ejemplo 11 (comparacion de los CTL restringidos al HLA-A*0201 inducidos por distintos péptidos WT14s7
modificados)

(1) Propédsito

En vista de los resultados del Ejemplo 8, se seleccionaron el péptido WT14g7P1F (SEQ ID NO: 11), el péptido
WT11g7P2M (SEQ ID NO: 16) y el péptido WT14s,P3M (SEQ ID NO: 20) como péptidos WT11g7 modificados a
ensayar, y se llevaron a cabo los siguientes experimentos para explorar los péptidos WT1s7 modificados capaces de
inducir CTL que tengan una alta actividad de citotoxicidad.

(2) Materiales y métodos

Se aislaron las PBMC de un donante humano sano que presentaba expresion de moléculas del HLA-A*0201
(donante de sangre sano positivo al HLA-A*0201), y se separaron las células positivas al CD14 de las PBMC
utilizando particulas magnéticas DM anti-CD14 humano. Se preparé un medio de cultivo afiadiendo 800 Ul/ml de
GM-CSF y 1000 Ul/ml de IL-4 a un medio X-VIVO 15 suplementado con un 1 % v/v de suero AB humano, y se
cultivaron las células positivas al CD14 en el medio de cultivo durante 1 dia.

Al cultivo anterior, se afiadié un coctel de maduracion de citocinas que contenia 10 ng/ml de TNFa, 10 ng/ml de IL-3,
1000 Ul/ml de IL-6 y 1 yg/ml de PGE2. Después de un dia adicional de cultivo, se obtuvieron las CD autélogas
maduras.

Las CD autdlogas maduras se pulsaron con 10 yg/ml de un péptido WT14g7 modificado obtenido en el Ejemplo 13 (el
péptido WT1+g/P1F, el péptido WT1g7P2M o el péptido WT1157P3M), se cultivaron durante 4 horas, y se irradiaron
con 35 Gy de radiacion. Las células obtenidas de esta manera se utilizaron como células estimuladoras para la
induccion de los CTL.

Las PBMC (2 x 10° células/pocillo) servian como células respondedoras y las CD mencionadas anteriormente (2 x
10° células/pocillo) se co-cultivaron en una placa de 24 pocillos. Una semana mas tarde, se dio una re-estimulacion
por adicion de células T2 que se habian pulsado con el péptido e irradiado con 75 Gy de radiacion. Tres dias
después de la re-estimulacion se afiadieron 20 Ul/ml de IL-2. Se repitié la misma re-estimulaciéon otras 3 veces por
adicién de las células T2 pulsadas con el péptido e irradiadas, y después se enriquecieron las células positivas a
CD8 en las células respondedoras. Las células T positivas a CD8 se examinaron en cuanto a la actividad citotoxica
contra las células diana, es decir, aqui las células JY.

(3) Resultados

La Fig. 16 muestra los resultados de la medicion de la actividad citotdxica de los CTL inducidos por estimulacion de
las PBMC del donante positivo al HLA-A*0201 con el péptido WT11g7P1F (Fig. 16a) o el péptido WT14s,P2M (Fig.
16b). En las Fig. 16a y 16b, el eje vertical representa la actividad citotoxica, y el eje horizontal representa la relacion
de célula T positivas a CD8 obtenidas por estimulacion peptidica (efector: E) con respecto a las células diana (diana:
T) (relacion E:T). El rombo cerrado representa el grupo en el que las células JY se utilizaron como células diana, y el
cuadrado cerrado representa el grupo en el que se pulsaron las células JY con el péptido WT14s7 modificado
(péptido WT14g7P1F) que se utilizé para la estimulacidn mencionada anteriormente se utilizaron como células diana.
Las células JY son positivas al HLA-A*0201 y negativas al WT1.
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Los CTL inducidos por estimulacién con el péptido WT11g7P1F presentaban una actividad citotdxica igual contra las
células JY pulsadas con el péptido WT14g7 que contra las células JY pulsadas con el péptido WT14g,P1F, y la
actividad era mas fuerte que contra las células JY no pulsadas con un péptido (Fig. 16a). Los CTL inducidos por la
estimulacion con el péptido WT187P2M presentaban una actividad citotdxica igual contra las células JY pulsadas
con el péptido WT14g7 que contra las células JY pulsadas con el péptido WT1187P2M, y la actividad era mas fuerte
que contra las células JY no pulsadas con un péptido (Fig. 16b). Como esta claro por los resultados, los CTL
inducidos por estimulacion con el péptido modificado pueden reconocer tanto el péptido modificado como el péptido
WT14s7 de tipo silvestre.

Ejemplo 12 (comparacion de los CTL restringidos por HLA-A*0206 inducidos por distintos péptidos WT14s7
modificados)

(1) Propédsito

En vista de los resultados del Ejemplo 7, se seleccionaron el péptido WT14g7P1F, el péptido WT14g7P2M y el péptido
WT1487P3M como péptidos WT14s7 modificados a ensayar, y se llevaron a cabo los siguientes experimentos para
seleccionar los péptidos WT11g7 modificado capaces de inducir CTL que tienen una alta actividad citotéxica.

(2) Materiales y métodos

Se aislaron las PBMC de un donante humano sano que presentaba la expresion de moléculas del HLA-A*0206
(donante de sangre sano positivo al HLA-A*0206), y se separaron células positivas al CD14 de las PBMC utilizando
particulas magnéticas DM anti-CD14 humano. Se preparé un medio de cultivo afiadiendo 800 Ul/ml de GM-CSF y
1000 Ul/ml de IL-4 a un medio X-VIVO 15 suplementado con un 1 % v/v de suero AB humano, y se cultivaron las
células positivas al CD14 en el medio de cultivo durante 1 dia.

Al cultivo anterior, se afiadioé un coctel de maduracion de citocinas que contenia 10 ng/ml de TNFa, 10 ng/ml de IL-3,
1000 Ul/ml de IL-6 y 1 yg/ml de PGE2. Después de un dia adicional de cultivo, se obtuvieron las CD autélogas
maduras.

Las CD autdlogas maduras se pulsaron con un péptido WT14g7 modificado obtenido en el Ejemplo 13 (el péptido
WT14g7P1F, el péptido WT1157P2M o el péptido WT11g7P3M), se cultivaron durante 4 horas, y se irradiaron con 35
Gy de radiacion. Las células obtenidas de esta manera se utilizaron como células estimuladoras para la induccion de
los CTL.

Las PBMC enriquecidas en células T positivas a CD8 (2 x 10° células/pocillo) y las CD mencionadas anteriormente
(1x 10° células/pocillo) se co-cultivaron en una placa de 24 pocillos. Diez dias mas tarde, se hizo la re-estimulacion
por adicion de PBMC que se habian pulsado con el péptido e irradiado con 35 Gy de radiacion. Dos dias después de
la re-estimulacion, se afadieron 10 Ul/ml de IL-2 y 10 ng/ml de IL-7. Después de que se repitiera la misma re-
estimulacion otras 4 veces, se enriquecieron las células T positivas al CD8. Las células T positivas al CD8 se
examinaron en cuanto a la actividad citotoxica contra distintas células diana.

Las células diana que se utilizaron eran B-LCL establecidas por infeccién virica con el EB a partir de la sangre de un
donante positivo al HLA-A*0206, células K562 y células 0206K562.

(3) Resultados

La Fig. 17 muestra los resultados de la medicion de la actividad citotdxica de los CTL inducidos por estimulacion de
las PBMC de un donante positivo al HLA-A*0206 con el péptido WT14g7P1F. En la fig. 17, el eje vertical representa la
actividad citotoxica, y el ejem horizontal representa la relacién de células T positivas al CD8 obtenidas por
estimulacion peptidica (efector: E) con respecto a las células diana (diana: T) (relacién E/T). En la Fig. 17a, el rombo
cerrado representa el grupo en el que se utilizaron las células B-LCL como células diana, el cuadrado cerrado
representa el grupo en el que se utilizaron las células B-LCL pulsadas con el péptido WT14g7 como células diana, y
el triangulo cerrado representa el grupo en el que las células B-LCL pulsadas con el péptido WT14s7P1F se utilizaron
como células diana. En la Fig. 17b, el rombo cerrado representa el grupo en el que se utilizaron las células K562
como células diana, y el cuadrado cerrado representa el grupo en el que las células 0206K562, es decir, las células
K562 producidas para presentar los antigenos WT1 peptidicos endégenamente por transfeccion del gen HLA-
A*0206 en ellas, se utilizaron como células diana.

Los CTL inducidos por estimulaciéon con el péptido WT14g7P1F presentaba una actividad citotdxica igual contra las
células B-LCL pulsadas con el péptido WT11g7 y las células B-LCL pulsadas con el péptido WT147P1F, y la actividad
era mas fuerte que contra las células B-LCL no pulsadas con un péptido (Fig. 17a). Cuando las células K562
negativas a HLA-A*0206, positivas a WT1, y las células K562 producidas para que presenten péptidos antigenos
WT1 peptidicos por transfeccion con el gen HLA-A*0206 en ellas (células 0206K562) se utilizaron como células
diana, los CTL inducidos por estimulacién con el péptido WT14s7P1F presentaba una actividad citotéxica mas fuerte
contra las células 0206K562 que contra las células K562 (Fig. 17b). Como esta claro por los resultados, los CTL
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inducidos por estimulacion con el péptido WT147P1F pueden reconocer tanto el péptido WT14g/P1F y el péptido
WT14g7 de tipo silvestre. De manera similar, se descubrié que los CTL estan restringidos por el HLA-A*0206, y
presentan la actividad citotdxica reconociendo el péptido WT1+g7 de tipo silvestre presentado endégenamente.

La Fig. 18 muestra los resultados de la medicion de la actividad citotoxica de los CTL inducidos por estimulacion de
las PBMC del donante positivo al HLA-A*0206 con el péptido WT14g7P2M. En la Fig. 18, el eje vertical representa la
actividad citotdxica, y el eje horizontal representa la relacion de células T positivas a CD8 obtenidos por la
estimulacion peptidica (efector: E) con respecto a las células diana (diana: T) (relacion E/T). En la Fig. 18a, el rombo
cerrado representa el grupo en el que se utilizaron las células B-LCL como células diana, el cuadrado cerrado
representa el grupo en el que se utilizaron las células B-LCL pulsadas con el péptido WT1187P2M como células
diana. En la Fig. 18b, el rombo cerrado representa el grupo en el que se utilizaron las células K562 como células
diana, y el cuadrado cerrado representa el grupo en el que se utilizaron las células 0206K562, es decir, las células
K562 producidas para presentar endégenamente los péptidos WT1 antigénicos por transfeccion del gen HLA-A*0206
en ellas, como células diana.

Los CTL inducidos por estimulacion con el péptido WT11s7P2M presentaban una actividad citotdxica igual contra las
células B-LCL pulsadas con el péptido WT14g7 y las células B-LCL pulsadas con el péptido WT14g/P2M, y la
actividad era mas fuerte que contra las células B-LCL no pulsadas con un péptido (Fig. 18a). Cuando las células
K562 negativas a HLA-A*0206 positivas a WT1, y las células K562 producidas para presentar endégenamente los
péptidos WT1 antigénicos por transfeccion del gen HLA-A*0206 en ellas (células 0206K562) se utilizaron como
células diana, los CTL inducidos por estimulacion con el péptido WT1157P2M presentaban una actividad citotoxica
mas fuerte contra las células 0206K562 que contra las células K562 (Fig. 18b). Como esta claro por los resultados,
los TL inducidos por estimulacién con el péptido WT1+4s7P2M pueden reconocer tanto el péptido WT11s7P2M como el
péptido WT11g7 de tipo silvestre. De manera similar, se descubrié que los CTL estan restringidos por el HLA-A*0206,
y presentan actividad citotdxica reconociendo el péptido WT11g7 de tipo silvestre presentado endégenamente.

Como esta claro por los resultados de los Ejemplos 9 a 12, los CTL inducidos por estimulacion con el péptido WT1126
modificado, es decir, el péptido WT1126P1F, el péptido WT1126P2L, el péptido WT1126P3M o el péptido WT14126P9V,
estan restringidos por el HLA-A*0206, y presentan actividad citotoxica reconociendo el péptido WT1126 de tipo
silvestre presentado enddgenamente. Inter alia el péptido WT1126P9V, el péptido WT1126P2L y el péptido
WT1126P3M eran altamente eficaces.

Como esta claro por los resultados anteriores, los CTL inducidos por estimulacién con el péptido WT1+s7 modificado,
es decir el péptido WT17P1F, el péptido WT14g7P2M, o el péptido WT14g7P3M, estan restringidos por el HLA-
A*0206, y presentan la actividad citotéxica reconociendo el péptido WT14s7 de tipo silvestre presentado
endégenamente. Inter alia, el péptido WT1g7P2M y el péptido WT147P1F eran altamente eficaces.

Por lo tanto, se demostré que estos péptidos modificados son eficaces en el tratamiento y prevencion de canceres
acompanados por el aumento de la expresion del gen WT1 en personas positivas al HLA-A*0206.

Como esta claro por los resultados anteriores, los CTL inducidos por estimulacién con el péptido WT 1426 modificado,
es decir, el péptido WT1126P1F, el péptido WT1126P2L, el péptido WT1126P3M o el péptido WT1126P9V, estan
restringidos por el HLA-A*0201, y presentan actividad citotoxica reconociendo el péptido WT1426 de tipo silvestre
presentado endégenamente. Inter alia, el péptido WT14126P1F y el péptido WT1126P2L eran altamente eficaces.

Como esta claro por los resultados anteriores, los CTL inducidos por la estimulacién con el péptido WT1s7
modificado, es decir, el péptido WT1g/P1F, el péptido WT14,P2M, 0 el péptido WT1157P3M, estan restringidos por
el HLA-A*0201, y presentan actividad citotoxica reconociendo el péptido WT14g7 de tipo silvestre presentado
endégenamente. Inter alia, el péptido WT14g7P2M y el péptido WT14g7P1F eran altamente eficaces. Por lo tanto, se
demostré que estos péptidos modificados son eficaces en el tratamiento y prevencion de canceres acompafados
por el aumento de expresion del gen WT1 en personas positivas al HLA-A*0201.

Ejemplo 13
Sintesis del péptido WT11g7P2V (SVGEQQYSV; SEQ ID NO: 13; H-Ser-Val-Gly-Glu-GIn-GIn-Tyr-Ser-Val-OH)

1. Sintesis de la resina de péptido protegida (resina H-Ser(tBu)-Val-Gly-Glu(OtBu)-GIn(Trt)-GIn(Trt)-Tyr(tBu)-Se
r(tBu)-Val-Alko)

Se colocaron 0,4 g de una resina Fmoc-Val-Alko (Alko es alcohol p-alcoxibencilico) (fabricado por WATANABE
CHEMICAL INDUSTRIES, LTD; 0,80 mmol/g) en el recipiente de reaccion del sintetizador en fase sélida ACT496
fabricado por Advanced ChemTech, lavado con DMF (N,N’-dimetilformamida) (Etapa 1), tratado con un 25 % de
solucién de piperidina en DMF (5 minutos x 1 vez, y 30 minutos x 1 vez) para retirar el grupo Fmoc (Etapa 2), y se
lavé de nuevo con DMF (Etapa 3) para dar lugar a una resina H-Val-Alko. A este recipiente de reaccion se afadieron
0,7 ml de NMP (N-metilpirrolidona) y una solucién de 121 mg (0,96 mmol) de DIPCI (N,N’-diisopropilcarbodiimida) en
0,9 ml de NMP, y después una solucion de 368 mg (0,96 mmol) de Fmoc-Ser(tBu)-OH y 147 mg (0,96 mmol) de
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HOBT (1-hidroxibenzotriazol) monohidrato en 1,8 ml de NMP. Se llevd a cabo la reaccion de acoplamiento a
temperatura ambiente durante 60 minutos (Etapa 4). Se llevd a cabo una reacciéon de acoplamiento adicional
utilizando las mismas cantidades de Fmoc-Ser(tBu)-OH, HOBT monohidrato y DIPCI que anteriormente (Etapa 5).
La resina resultante se lavé con DMF (Etapa 6), se desprotegio (Etapa 7) y se lavé de nuevo (Etapa 8) para dar una
resina H-Ser(tBu)-Val-Alko. Después se llevaron a cabo sucesivamente los a acoplamientos repitiendo las Etapas 4
a 8 utilizando Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-
Val-OH y Fmoc-Ser(tBu)-OH. La resina peptidica resultante se recolecté del recipiente de reaccion, se lavo con éter
y luego se seco al vacio para dar 980 mg de una resina H-Ser(tBu)-Val-Gly-Glu(OtBu)-GIn(Trt)-GIn(Trt)-Tyr(tBu)-Ser

(tBu)-Val-Alko. El resumen del procedimiento de sintesis mencionado anteriormente se muestra en la Tabla 6.

<Procedimiento de sintesis>

Tabla 6
Etapa Reactivo Repeticion (tiempo)| Duracion (min)
1) lavado DMF 3 ml 5 0,3
2) desproteccion |25 % piperidina DMF 3 ml :: gO
3) lavado DMF 3 ml 5 0,3
4) acoplamiento Es;i?NIKAn;og:znr;iroécidos (3 Eq), HOBT(3 Eq), DIPCI(3 1 60
5) acoplamiento Ea;i;’:\NIKAmPog:zrrr:roécidos (3 Eq), HOBT(3 Eq), DIPCI(3 1 60
6) lavado DMF 3 ml 5 0,3
7) desproteccion |25 % piperidina/DMF 3 ml :: gO
8) lavado DMF 3 ml 5 0,3

2. Desproteccion de la resina peptidica protegida

A 980 mg de resina (H-Ser(tBu)-Val-Gly-Glu(OtBu)-GIn(Trt)-GIn(Trt)-Tyr(tBu)-Se r(tBu)-Val-Alko se afiadieron 5 ml
de una solucién mixta de acido trifluoroacético/agualtriisopropilsilano (95/2,5/2,5 (relacion de volumen)). La mezcla
se agitoé a temperatura ambiente durante 2,5 horas. La resina se filtr6 y el filtrado resultante se afadié a éter dietilico
enfriado en hielo. El precipitado resultante se recolectd con un filtro de cristal. El residuo se lavo con éter dietilico y
se seco al vacio para dar 268 mg de péptido en bruto.

3. Purificacién del péptido en bruto

Se disolvieron los 268 mg del péptido en bruto obtenido en una solucion acuosa de acido acético al 20 %, y se
purificé por cromatografia liquida de fase inversa.

Bomba: : Shimadzu LC-8A

Columna: YMC-Pack Pro C18 AS12S11-2530WT 3 cm® x 25 cm

Eluyente 1: H20/0,1 % TFA

Eluyente 2 (el segundo eluyente): CH3CNf0,1 % TFA

Caudal: 10 ml/min

Deteccion: UV220 nm

Después de equilibrarla con el segundo eluyente a una concentracion del 1 %, la columna se cargd con la solucién
del péptido en bruto. Después de esto, se permiti6 que la concentracion del segundo eluyente aumentara al 8 %
durante 30 minutos y posteriormente al 14 % durante 120 minutos. Las fracciones que contenian el compuesto
objetivo se recolectaron, se evaporé el acetonitrilo al vacio y entonces se seco el residuo por congelacion. Asi, se
obtuvieron 105 mg del péptido objetivo WT147P2V (SVGEQQYSV; SEQ ID NO: 13; H-Ser-Val-Gly-Glu-GIn-GIn-Tyr-
Ser-Val-OH).

Las condiciones utilizadas para la HPLC y la espectrometria de masas del péptido purificado son las siguientes:
Analisis HPLC (Shimadzu LC-10Avp)

Columna: YMC-Pack Pro C18 AS-302 4,6 mm® x 150 mm

Eluyente 1: H,0/0,1 % TFA

Eluyente 2: CH3CN/0,1 % TFA
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Gradiente: Se permitioé que la concentracion de eluyente 2 aumentas del 10 % al 40 % durante 30 minutos.
Caudal: 1 ml/min

Deteccion: UV 220 nm
Pureza: 97,4 %, tiempo de Retencién: 11,22 minutos
Analisis de aminoacidos (Analizador de aminoacidos Hitachi L-8500) Hidrolisis: 1 % fenol/solucién acuosa de acido

clorhidrico 6 N, 110 °C, 24 horas
Método de analisis: Método de Ninhidrina

Ser: 1,78(2) GIx:3,26(3) *Gly:(1) Val: 2,04(2) Tyr: 1,06(1) *) Gly = aminoacido convencional, el nimero entre
paréntesis es un valor tedrico.

Espectrometria de masas (espectrometro de masas APl 150EX de Applied Biosystems)

m/z =996,9 [M + 1] (valor tedrico = 996,5)

Analisis de secuencia de aminoacidos (secuenciador proteico 491 de Applied Biosystems)

La secuencia de aminoacidos se comprobé secuencialmente para la Ser del extremo N a la Val del extremo C.

Los péptidos que se muestran en las Tabla 7 y 8 se sintetizaron de la misma manera que anteriormente.

Tabla 7
Cantidad de | Cantidad de HPLC
. SEQ | péptido en péptido HPLC . Espectrometria
o Secuencia de e tiempo de
Péptido aminodacidos ID bruto purificado pureza | o cion de masas
NO obtenido obtenido (%) ) (m/z)
(min)
(mg) (mg)
WT117P2Q | SQGEQQYSV | 14 251 88 98,2 9,21 1026,0
WT14g7P21 | SIGEQQYSV 15 244 91 97,6 12,98 1010,7
WT14s7P2M | SMGEQQYSV | 16 260 22 96,9 11,91 1029,1
WT14g7P3L | SLLEQQYSV 17 238 176 96,8 18,24 1066,9
WT145;P3A | SLAEQQYSV 18 268 172 99,1 13,67 1024,8
WT14,P3V | SLVEQQYSV 19 267 182 98,7 15,26 1052,8
WT14g7,P3M | SLMEQQYSV | 20 280 63 94,8 16,12 1084,8
WT14g7P3P | SLPEQQYSV 21 227 132 98,1 14,02 1050,8
40 (de péptido
WT14g7P3W | SLWEQQYSV | 22 248 en bruto 100 99,4 20,00 1139,5
mg)
WT147P3F | SLFEQQYSV 23 224 110 98,3 19,44 1100,8
WT145,P3Y | SLYEQQYSV 24 236 114 98,5 15,76 1116,7
WT14,P3S | SLSEQQYSV 25 261 130 99,1 13,33 1040,8
WT14g7P31 | SLIEQQYSV 26 270 162 97,3 17,51 1066,9
Tabla 8
. Cantidad de
. SEQ C?nt'ldad de péptido HPLC HPLC Espectrometria
o Secuencia de péptido en e tiempo de
Péptido P ID . purificado pureza . de masas
aminoacidos bruto obtenido . retenciéon
NO obtenido (%) . (m/z)
(mg) ma) (min)
WT1126P2V | RVFPNAPYL 36 253 130 96,5 20,65 10771
WT1126P2Q | RQFPNAPYL 37 274 87 98,7 18,43 1106,1
WT1126P2A | RAFPNAPYL 38 240 63 99,0 19,03 1049,1
WT1126P9A | RMFPNAPYA | 50 262 139 94,3 16,59 1066,8
‘léVQT,JI 126 RMFPNAPYM | 52 295 167 95,7 19,75 1126,8
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para el analisis HPLC y espectrometria de masas son las siguientes.

Analisis HPLC (Agilent HP1100 o Thermo Fisher Scientific Surveyor)

Columna: Thermo Fischer Scientific BioBasic-18 3 mm® x 250 mm
Eluyente 1: H,0/0,1 % TFA
Eluyente 2: CH3CN/0,1 % TFA

Gradiente: Se permitié que la concentracion del eluyente 2 cambiara a la concentracion mostrada en la tabla durante

20 minutos.

Caudal: 0,4 ml/min
Deteccion: 215 nm
Espectrometria de masas
Espectrometro de masas Thermo Bioanalysis Dynamo (MALDI-TOF)

Tabla 9
- Secuencia de SEQID HPLC Eureza de HPLC., HPLC Espectrometria de
Péptido S tiempo de retencion .
aminoacidos NO (%) (mm) gradiente | masas (m/z)
WT1417P1G | GLGEQQYSV 4 100 12,72 5-60 % 980,7
WT1417P1A | ALGEQQYSV 5 98,9 12,00 10-50 % | 993,0
WT147P1V | VLGEQQYSV 6 98,9 14,98 5-50 % 1022,3
WT147P1L | LLGEQQYSV 7 97,6 12,75 10-65 % | 1037,6
WT147P11 | ILGEQQYSV 8 98,8 13,46 5-60 % 1037,2
WT147P1M | MLGEQQYSV 9 95,5 14,15 5-60 % 1054,0
WT141g7,P1W | WLGEQQYSV 10 98,9 15,60 5-60 % 1109,9
WT147P1F | FLGEQQYSV 11 95,8 13,14 10-65 % | 1070,8
WTlg7POL | SLGEQQYSL 53 95,4 12,49 10-55 % | 1024,6
Tabla 10
Pénti Secuencia de SEQ ID HPLC Eureza de HPLC., HPLC Espectrometria de
éptido S tiempo de retencion )
aminoacidos NO (%) (mm) gradiente | masas (m/z)
WT1126P1G | GMFPNAPYL 27 99,6 15,39 10-70 % | 1009,5
WT1126P1A | AMFPNAPYL 28 98,8 13,79 10-85 % | 1023,3
WT1126P1V | VMFPNAPYL 29 98,4 14,00 10-85 % | 1052,2
WT1126P1L | LMFPNAPYL 30 98,9 14,91 10-80 % | 1066,3
WT1126P11 | IMEPNAPYL 31 99,2 13,93 10-80 % | 1065,4
WT1125sP1M | MMFPNAPYL 32 100 13,77 10-80 % | 1083,5
WT1126P1W | WMFPNAPYL 33 97,5 15,64 10-80 % | 1139,3
WT1126P1F | FMFPNAPYL 34 98,8 14,78 10-85 % | 1099,7
WT1126P2L | RLFPNAPYL 39 98,6 13,11 10-80 % | 1090,9
WT1126P2] | RIFPNAPYL 40 100 13,74 10-70 % | 1090,1
WT1126P3] | RMIPNAPYL 41 97,4 14,17 10-70 % | 1076,7
WT1126P3L | RMLPNAPYL 42 100 13,88 10-65 % | 1076,4
WT1126P3G | RMGPNAPYL 43 96,7 12,63 10-65 % | 1020,9
WT1126P3A | RMAPNAPYL 44 95,2 13,95 10-60 % | 1034,9
WT1146P3V | RMVPNAPYL 45 92,9 14,67 10-60 % | 1062,7
WT1126P3M | RMMPNAPYL 46 91,8 14,87 10-60 % | 1094,8
WT1126P3P | RMPPNAPYL 47 95,8 13,56 10-65 % | 1058,8
WT1126P3W | RMWPNAPYL 48 99,6 15,21 10-70 % | 1149,7
WT1126P9V | RMFPNAPYV 49 99,2 13,86 10-60 % | 1096,5
WT1126P91 | RMFPNAPYI 51 99,4 14,00 10-65 % | 1110,7
Tabla 11
Péptido Seguepcja de SEQID HPLC (%) Eg:;:g: rlt_ei’ZLn%ién HPLQ Espectrometria de
aminoacidos NO (mm) gradiente | masas (m/z)
WT14,P1D | DLGEQQYSV | 54 96,6 13,43 5-60 % 1038,2
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peptido | Secuenciade | SEQID | oy ¢ o | e SE G| HPLC | Espectrometria de
aminoacidos NO (mm) gradiente | masas (m/z)
WT14s,P1E | ELGEQQYSV | 55 96,4 11,83 10-60 % [ 1052,2
WT14s,P1H | HLGEQQYSV | 56 98,0 15,79 5-40 % 1060,2
WT11s,P1K | KLGEQQYSV | 57 99,0 13,77 5-45 % 1052,2
WT11s7P1N | NLGEQQYSV | 58 95,8 14,34 5-50 % 1037,0
WT14s,P1P | PLGEQQYSV | 59 95,9 14,68 5-50 % 1020,0
WT14s,P1Q | QLGEQQYSV | 60 96,8 13,28 5-60 % 1051,3
WT11s7P1R | RLGEQQYSV | 61 100 13,27 5-60 % 1079,6
WT14s7,P1T | TLGEQQYSV | 62 96,7 14,40 5-50 % 1025,0
Tabla 12
Péptido Seguepcja de |SEQID |[HPLC Egr;e;:c?s HPLC HPLQ Espectrometria de
aminoacidos NO (%) . gradiente | masas (m/z)
retencion (mm)
WT14126P1D DMFPNAPYL | 63 99,2 14,72 10-75% | 1067,3
WT1426P1E EMFPNAPYL | 64 99,1 15,20 5-70 % 1082,1
WT1126P1H HMFPNAPYL | 65 96,7 14,52 10-70 % [ 1089,9
WT1126P1K KMFPNAPYL | 66 95,9 13,96 10-75% [ 1080,0
WT1126P1N NMFPNAPYL | 67 99,8 14,69 10-75 % | 1066,3
WT1126P1P PMFPNAPYL | 68 96,9 14,26 10-80 % [ 1049,3
WT1126P1Q QMFPNAPYL [ 69 95,1 14,94 10-70 % [ 1080,3
WT1426P1S SMFPNAPYL |70 99,8 14,28 10-80 % [ 1040,8
WT14126P1T TMFPNAPYL | 71 98,8 13,72 10-85 % | 1053,5
WT1126P21&P91 | RIFPNAPYI 72 97,0 14,23 10-65 % | 1089,5
WT1126P21&P9V | RIFPNAPYV 73 100 12,23 10-80 % [ 1077,0
WT1126P2L&P9II | RLFPNAPYI 74 97,7 13,43 10-75% [ 1090,8
WT1126P2L&PYV | RLFPNAPYV | 75 97,0 12,83 10-75% | 1076,9
Ejemplo 14

(Evaluacion de los péptidos modificados respecto a la actividad de induccion de células inmunitarias especificas
utilizando ratones transgénicos que expresan HLA-A*0201, y confirmacion de la reaccidon cruzada de células
inmunitarias especificas inducidas con el péptido de tipo silvestre)

<Métodos>
(1) Péptidos modificados candidatos

Como para el péptido WT14g7, el péptido WT142, y los péptidos modificados de los mismos (péptidos que
comprende una sustitucion de uno o dos restos de aminoacidos en la posicién 1, 2, 3 y/o 9 desde el extremo N del
péptido WT11s7 0 el péptido WT1126), se analizé la afinidad contra las moléculas de HLA-A*0201 utilizando el método
conocido en el campo de la técnica, es decir, el método mediado por las siguientes cuatro bases de datos de
computadora: BIMAS  (http://www.mpiib-berlin.mpg.de/MAPPP/binding.html), SYFPEITHI  (http://www.mpiib-
berlin.mpg.de/MAPPP/binding.html), RANLPEP (http://immunax.dfci.harvard.edu/Tools/rankpep.html), y NetMHC3.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHC/). Los resultados de los analisis del péptido WT147 y sus péptidos
modificados se muestran en las Tablas 13 a 16 y 21. Los resultados de los analisis del péptido WT112 y sus
péptidos modificados se muestran en las Tablas 17 a 20 y 22 a 23. La afinidad prevista se muestra en las
valoraciones.

Tabla 13
Péptido Secuencia de SEQID NO | Valoracién de unién a HLA-A*0201
aminoacidos
BIMAS | SYFPEITHI | RANKPEP | NetMHC3.0

WT11s7 SLGEQQYSV 2 285 27 96/64,43 % | 0,721
WT1:s:P1A | ALGEQQYSV 5 285 27 95/63,76 % | 0,720
“WT11,5,P1F | FLGEQQYSV 11 1312 26 82/55,03 % | 0,862
WT1:5:P1G_ | GLGEQQYSV 4 285 26 86/57,72 % | 0,672
WT11:6,P11 | ILGEQQYSV 8 485 27 90/60,40 % | 0,698
WT1sP1L_ | LLGEQQYSV 7 485 27 89/59,73 % | 0,719
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Secuencia de

Péptido S SEQ ID NO | Valoracion de union a HLA-A*0201
aminoacidos
BIMAS | SYFPEITHI | RANKPEP | NetMHC3.0
WT11s7P1M | MLGEQQYSV 9 485 25 92/61,74 % | 0,770
WT11s:P1V_ | VLGEQQYSV 6 485 26 92/61,74 % | 0,705
WT11s7PTW | WLGEQQYSV 10 1312 25 71/47,65 % | 0,693
Tabla 14
Péptido Secuencia de SEQIDNO | Valoracién de unién a HLA-A*0201
aminoacidos
BIMAS | SYFPEITHI | RANKPEP | NetMHC3.0
WT1187 SLGEQQYSV 2 285 27 96/64,43 % | 0,721
WT11s:P2] | SIGEQQYSV 15 39 25 85/57,05% | 0,556
WT11s7P2M | SMGEQQYSV 16 206 25 84/56,38 % | 0,740
WT1:5,P2Q | SQGEQQYSV 14 29 17 52/34,90 % | 0,455
WT11s7P2V | SVGEQQYSV 13 25 21 78/52,35% | 0,461
Tabla 15
Péptido Secuencia de SEQID NO | Valoracién de unién a HLA-A*0201
aminoacidos
BIMAS | SYFPEITHI | RANKPEP NetMHC3.0
WT11e7 SLGEQQYSV 2 285 27 96/64.43 % | 0,721
WT1:15,P3A | SLAEQQYSV 18 285 29 110/73,83% | 0,811
WT1:15,P3F | SLFEQQYSV 23 1055 28 114/76,51 % | 0,852
WT11s:P3l | SLIEQQYSV 26 285 29 115/77,18 % | 0,817
WT11s:P3L | SLLEQQYSV 17 1055 29 116/77,85% | 0,839
WT11s7P3M | SLMEQQYSV 20 1055 28 114/76,51 % | 0,876
WT1:5,P3P | SLPEQQYSV 21 285 27 95/63,76 % | 0,748
WT1:5,P3S | SLSEQQYSV 25 285 27 110/73,83 % | 0,793
WT1:5,P3V | SLVEQQYSV 19 285 27 113/75,84 % | 0,766
WT11s7P3W | SLWEQQYSV 22 2367 28 98/65,77 % | 0,863
WT1:15,P3Y | SLYEQQYSV 24 913 28 111/74,50 % | 0,854
Tabla 16
. Secuencia de Valoraciéon de uniéon a HLA-A*0201
Péptido aminoacidos SEQIDNO oA S T SYFPEITHI | RANKPEP | NetMHC3.0
WT1187 SLGEQQYSV 2 285 27 96/64,43 % | 0,721
WT11s7P9L | SLGEQQYSL 53 88 27 89/59,73 % | 0,640
Tabla 17
Péptido Secuencia de SEQIDNO | Valoracién de union a HLA-A*0201
aminoacidos
BIMAS | SYFPEITHI | RANKPEP | NetMHC3.0
WT1126 RMFPNAPYL 3 314 22 70/46,98 % | 0,802
WT1126P1A AMFPNAPYL 28 314 24 77/51,68 % | 0,808
WT1126P1F FMFPNAPYL 34 1444 23 64/42,95 % | 0,909
WT1126P1G GMFPNAPYL 27 314 23 68/45,64 % | 0,795
WT1126P 11 IMFPNAPYL 31 534 24 72/48.32 % | 0,802
WT1126P 1L LMFPNAPYL 30 534 24 71/47,65% | 0,819
WT1126P1M MMFPNAPYL 32 534 22 74/49,66 % | 0,852
WT1126P1V VMFPNAPYL 29 534 23 74/49,66 % | 0,804
WT1126PTW | WMFPNAPYL 33 1444 22 53/35,57 % | 0,799
Tabla 18
L Secuencia de Valoraciéon de uniéon a HLA-A*0201
Péptido aminoacidos SEQIDNO  FAs T SYFPEITHI | RANKPEP | NetMHC3.0
WT1126 RMFPNAPYL 3 314 22 70/46,98 % | 0,802
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WT1126P2A RAFPNAPYL 38 6 18 47/31,54 % | 0,376
WT14126P2l RIFPNAPYL 40 60 22 71/47,65 % | 0,640
WT1126P2L RLFPNAPYL 39 435 24 82/55,03 % | 0,784
WT11:26P2Q | RQFPNAPYL 37 44 14 38/25,50 % | 0,485
WT1126P2V RVFPNAPYL 36 38 18 64/42,95% | 0,552
Tabla 19
Péptido Seguer,wc'ia de SEQID NO Valoracién de unién a HLA-A*0201
aminoacidos BIMAS | SYFPEITHI | RANKPEP | NetMHC3.0
WT1126 RMFPNAPYL 3 314 22 70/46,98 % | 0,802
WT1126 P3A | RMAPNAPYL 44 85 23 66/44,30 % | 0,734
WT1426P3G RMGPNAPYL 43 85 21 52/34,90 % | 0,602
WT1426P3I RMIPNAPYL 41 85 23 71/47,65% | 0,741
WT1426P3L RMLPNAPYL 42 314 23 72/48,32% | 0,781
WT1426P3M RMMPNAPYL 46 314 22 70/46,98 % | 0,834
WT1426P3P RMPPNAPYL 47 85 21 51/34,23% | 0,613
WT1426P3V RMVPNAPYL 45 85 21 69/46,31 % | 0,680
WT1426P3W RMWPNAPYL 48 2293 22 61/40,94 % | 0,867
Tabla 20
Péptido Seguer,wc'ia de SEQID NO Valoracién de unién a HLA-A*0201
aminoacidos BIMAS | SYFPEITHI | RANKPEP | NetMHC3.0
WT1126 RMFPNAPYL 3 314 22 70/46,98 % | 0,802
WT1126P9A RMFPNAPYA 50 73 16 53/35,57 % | 0,731
WT1426P9I RMFPNAPYI 51 153 20 74/49,66 % | 0,790
WT1126P9M RMFPNAPYM 52 73 16 65/43,62 % | 0,686
WT1426POV RMFPNAPYV 49 1022 22 77/51,68 % | 0,838
Tabla 21
Péptido Seguer,wc'ia de SEQID NO Valoracién de unién a HLA-A*0201
aminoacidos BIMAS | SYFPEITHI | RANKPEP | NetMHC3.0
WT11g7 SLGEQQYSV 2 285 27 96/64,43 % | 0,721
WT14g7P1D DLGEQQYSV 54 21 24 81/54,36 % | 0,252
WT11g,P1E ELGEQQYSV 55 21 22 85/57,05% | 0,366
WT11g7P1H HLGEQQYSV 56 10 25 83/55,70 % | 0,610
WT147P1K KLGEQQYSV 57 998 26 89/59,73 % | 0,745
WT11g7P1N NLGEQQYSV 58 285 25 90/60,40 % | 0,613
WT11g:P1P PLGEQQYSV 59 6 22 78/52,35% | 0,287
WT147P1Q QLGEQQYSV 60 285 25 87/58,39 % | 0,630
WT1g7P1R RLGEQQYSV 61 285 25 88/59,06 % | 0,690
WT11g,P1T TLGEQQYSV 62 285 25 93/62,42 % | 0,669
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Tabla 22
Péptido Secuencia de SEQIDNO | Valoracion de union a HLA-A*0201
aminoacidos
BIMAS | SYFPEITHI | RANKPEP | NetMHC3.0
WT1 126 RMFPNAPYL 3 314 22 70/46,98 % | 0,802
WT1126P1D DMFPNAPYL 63 24 21 63/42,28 % | 0,353
WT1126P1E EMFPNAPYL 64 24 19 67/44,97 % | 0,501
WT1126P1H HMFPNAPYL 65 11 22 65/43,62 % | 0,747
WT1126P1K KMFPNAPYL 66 1099 23 71/47,65 % | 0,841
WT1126P1N NMFPNAPYL 67 314 22 72/48,32% | 0,734
WT1126P1P PMFPNAPYL 68 7 19 60/40,27 % | 0,802
WT1126P1Q QMFPNAPYL 69 314 22 69/46,31 % | 0,757
WT1126P1S SMFPNAPYL 70 314 24 78/52,35% | 0,819
WT1126P1T TMFPNAPYL 71 314 22 75/50,34 % | 0,779
Tabla 23
Péptido Secuencia de SEQ ID NO | Valoracién de unién a HLA-A*0201
aminoacidos
BIMAS | SYFPEITHI | RANKPEP | NetMHC3.0
WT1 126 RMFPNAPYL 3 314 22 70/46,98 % | 0,802
WT11,6P2I&P9I RIFPNAPYI 72 29 20 75/50,34 % | 0,617
WT1:26P21&P9V | RIFPNAPYV 73 195 22 78/52,35 % | 0,722
WT1126P2L&PI9I | RLFPNAPYI 74 212 22 86/57,72 % | 0,780
WT1126P2L&P9V | RLFPNAPYV 75 1415 24 89/59,73 % | 0,818

Se selecciond un péptido modificado que se predijo que tenia una afinidad igual o mayor en comparacién con el
péptido tipo silvestre (el péptido WT14g7 0 el péptido WT1426) en al menos una de las bases de datos como muestra
para ensayar en los siguientes (2) a (4), ademas de los péptidos de tipo silvestre.

(2) Preparacion y administracion de preparaciones peptidicas

Se prepar6 un péptido sintetizado y secado por congelacion en el Ejemplo 13 a la concentracion de 50 mg/ml en
DMSO (fabricado por Nacalai Tesque, Inc.). Después de eso, se mezclaron 32,5 yl de la solucidon del péptido en
DMSO con 540 pl de agua destilada para inyeccion (fabricada por Otsuka Pharmaceutical Factory, Inc.). A
continuacioén, se mezclaron 550 yl de la mezcla con 700 pl de adyuvante incompleto de Freund (Montanide ISA-51)
utilizando una jeringa de cristal para preparar una emulsion de agua en aceite. Se inmuniz6 un ratén transgénico que
expresa HLA-A*0201 (nombre de estirpe: HLA-A2+HLA-DR1+/laf® P2m, EMMA numero de ID EM: 01783) por
administracion subcutanea de 300 ul de la preparacion (emulsién de agua en aceite) en la base de la cola. La
evaluacion de cada péptido se llevd a cabo utilizando 2 o 3 ratones.

(3) Preparacion de las células esplénicas

El bazo se aislé 7 dias después de la inmunizacién. Se machacé el bazo frotando contra la parte esmerilada de un
portaobjetos de cristal y entonces se sometié a un tratamiento de hemolisis con el Tampén de Lisis ACK (fabricado
por Lonza Co.) para preparar las células esplénicas. En este experimento, se utilizé medio CTM (medio completo de
células T : RPMI-1640 (fabricado por Invitrogen Corporation) suplementado con un 10 % de FBS, 10 mM de HEPES,
20 mM de L-glutamina, 1 mM de piruvato sédico, 1 mM de MEM aminoacidos no esenciales, un 1 % de MEM
vitaminas y 55 yM de 2-mercaptoetanol con la condicién de que estas concentraciones eran concentraciones finales)
como medio para las células esplénicas, y se preparo la suspension celular a la concentracion de 5 x 10° células/ml.

(4) Método ELISPOT

Se examind si el péptido administrado tenia la actividad de induccién de células inmunitarias especificas de WT1 por
el método ELISPOT utilizando IFNy como indice. El método se llevé a cabo de acuerdo con el manual adjunto.
Después de afiadir el CTM en un volumen de 50 pl/pocillo en placas para ELISPOT (fabricadas por BD Japan, N.°
de catalogo 551083), se coloco en las placas la suspension celular esplénica en un volumen de 100 ul (5 x 10°
células/pocillo). Adicionalmente, se afiadio el péptido administrado o el péptido de tipo silvestre a la misma en un
volumen de 50 pl/pocillo (concentracion final de péptido: 2 ug/ml). Este método de ensayo se conoce como uno de
los métodos sustitutos que hacen posible la prediccion de la actividad citotoxica (J. Immunological Methods, 1995,
181, 45-54).
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<Resultados>

Los resultados de la evaluacién de la actividad de induccién de inmunidad especifica basada en células se muestran
en las Fig. 19 a 22 y 28 a 29 para los péptidos WT11s7 modificados, y en las Fig. 23 a 27 y 30 a 32 para los péptidos
WT1126 modificados. En cada una de las Fig. 19 a 32, el eje vertical representa el niumero de células de respuesta
especificas del péptido antigénico en 5 x 10° células esplénicas (manchas/5 x 10° células), y el eje horizontal
representa el raton individual (2 o 3 ratones) utilizado en la evaluacion. La barra blanca representa el numero de
células inmunitarias especificas que responden bajo no estimulacion con péptidos antigénicos. La barra gris
representa el nimero de células inmunitarias especificas que responden a la estimulacién con el péptido de tipo
silvestre. La barra negra representa el niumero de células inmunitarias especificas que responden a la estimulacion
con el péptido administrado (modificado).

Las fig. 19 a 32 muestra las actividades respectivas de induccion de inmunidad especifica mediada por células con
respecto a los siguientes péptidos.

La Fig. 19 a: péptido WT147P1A, b: péptido WT14g/P1F, c: péptido WT14,P1G, d: péptido WT14g7P1l, e: péptido
WT1 187P1 L, f: péptido WT1 187P1 M.

La Fig. 20 a: péptido WT11s7P1V, b: péptido WT14g7P1W, c: péptido WT14g7P2I, d: péptido WT1157P2M, e: péptido
WT1 187P2Q, f: péptido WT1 187P2V.

La Fig. 21 a: péptido WT14g7P3A, b: péptido WT1s7P3F, c: péptido WT14g7P3Il, d: péptido WT1g,P3L, e: péptido
WT1 187P3M, f: péptido WT1 187 P3P.

La Fig. 22 a: péptido WT147P3S, b: péptido WT14g7,P3V, c: péptido WT1157P3W, d: péptido WT1457P3Y, e: péptido
WT14g7POL.

La Fig. 23 a: péptido WT1126P1A, b: péptido WT1426P1F, c: péptido WT1126P1G, d: péptido WT1426P 11, e: péptido
WT1 125P1 L, f: péptido WT1 125P1 M.

La Fig. 24 a: péptido WT1126P1V, b: péptido WT1126P1W, c: péptido WT1126P2A, d: péptido WT1426P2I, e: péptido
WT1 125P2L, f: péptido WT1 125P2Q.

La Fig. 25 a: péptido WT1126P2V, b: péptido WT1126P3A, c: péptido WT1126P3G, d: péptido WT1426P3l, e: péptido
WT|125P3L, f: péptido WT1 125P3M.

La Fig. 26 a: péptido WT14126P3P, b: péptido WT1426P3V, c: péptido WT1126P3W, d: péptido WT1126P9A, e: péptido
WT1 125P9|, f: péptido WT1 125P9M.

La Fig. 27: péptido WT1126P9V.

La Fig. 28 a: péptido WT1137P1D, b: péptido WT14g7P1E, c: péptido WT14g7P1H, d: péptido WT1+g7PIK.

La Fig. 29 a: péptido WT14g7P1N, b: péptido WT1g,P1P, c: péptido WT1157P1Q, d: péptido WT1g/P1R, e: péptido
WT14g7P1T.

La Fig. 30 a: péptido WT1126P1D, b: péptido WT1126P1E, c: péptido WT1126P1H, d: péptido WTl126P1K, e: péptido
WT1 125P1 N, f: péptido WT1 125P1 P.

La Fig. 31 a: péptido WT1126P1Q, b: péptido WT1126P1S, c: péptido WT1126P1T, d: péptido WT1126P21&P9I, e:
péptido WT1126P21&P9V, f: péptido WT1126P2L&PIL.

La Fig. 32: péptido WT1126P2L&P9IV.

Como se muestra en estos resultados, cuando se administraron los péptidos modificados excepto el péptido
WT1457P1D, el péptido WT14g7P1E, el péptido WT11s7P1H, el péptido WT1157P1P y el péptido WT115,P2Q; el péptido
WT1126P1D, el péptido WT1126P1E, el péptido WT1126P1P, el péptido WT1126P2A y el péptido WT1126P2Q en los
ratones, se inducian notablemente células inmunitarias especificas de una manera eficaz.

A continuacién, se analizaron las células inmunitarias especificas inducidas por estimulacién con el péptido
modificado en cuanto a la reactividad cruzada con el péptido de tipo silvestre (Tablas 24 a 25). Los resultados
muestran que particularmente el péptido WT11s7P1A, el péptido WT1457P1l, el péptido WT14s7/P1L, el péptido
WT1187P1M, el péptido WT11s7P1N, el péptido WT115,P1Q, el péptido WT147P1T, el péptido WT117P1V, el péptido
WT1457P2V, el péptido WT1457P2M, el péptido WT1457P2I, el péptido WT157P3A, el péptido WT15/P3F, el péptido
WT11g7 P3P, el péptido WT14s7P3S, el péptido WT14g7P3V y el péptido WT14g7P9L entre los péptidos WT14g7
modificados; y el péptido WT1126P1S, el péptido WT1426P2I, el péptido WT1426P2L, el péptido WT1126P2V, el péptido
WT1126P3W, el péptido WT1126P9l, el péptido WT1126POM y el péptido WT1126P9V entre los péptidos WT112
modificados, pueden inducir células inmunitarias especificas que pueden reconocer eficazmente tanto el péptido
modificado como el péptido de tipo silvestre.
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Tabla 24

Reactividad
cruzada (%)

Péptido WT14s7 modificado

Modificado en la
posicion 1

Modificado en la
posicion 2

Modificado en la posicién
3

Modificado en la
posicién 9

80-100

WT11g7P1A
WT11g7P1N
WT14s7P1Q
WT14g7P1T

WT11g,P2V
WT14s7P2M
WT11e7P2I

WT11g7P3A
WT14s7,P3P
WT14s7P3S

WT1187POL

WT11e,P1V

60-80

WT14g7P11
WT14g7P1L
WT11g,P1M

WT14g7P3F
WT11g,P3V

40-60

WT11s7P1R

WT118,P3Y

20-40

WT14g7P1F
WT11g,P1W

WT11g7P3L

0-20

WT14g7,P1G
WT11g7,P1K

WT14g7P3I

WT117P3M WT14g,P3W

ND*

WT11g,P1D
WT14s7,P1E
WT11g7P1H
WT11g,P1P

WT14s7P2Q

Tabla 25

Reactividad
cruzada
(%)

Péptido WT 14216 modificado

Modificado en
la posicion 1

Modificado en la
posicion 2

Modificado en la

posicion 3

posicion 9

Modificado en la

Modificado en las
posiciones 2y 9

80-100

WT1126P2L
WT1126P2V

WT1126P3W

WT1126POM
WT1126P9I

60-80

WT1126P1S

WT1126P2I

WT1126P9V

40-60

WT1126P1A
WT1126P1H
WT1126P1K
WT1126P1M
WT1126P1N

20-40

WT1126P1G
WT1126P11

WT1126P1Q
WT1126P1W

WT1126P9A

0-20

WT1126P1F
WT1126P1L
WT1126P1T
WT1126P1V

WT1126P3A
WT1126P3G
WT1126P3I

WT1126P3L
WT1126P3M
WT1126P3P
WT1126P3V

WT1126P21&P9I
WT1126P21&P9V
WT1126P2L&PYI
WT1126P2L&POV

ND*

WT1126P1D
WT1126P1E
WT1126P1P

WT1126P2Q
WT1126P2A

ND*: no medible debido a que no presenta actividad

Aplicabilidad industrial

La composicién vacunal contra el cancer de la presente invencion es Util como medicamento utilizado para el
tratamiento y prevencion de canceres que expresan WT1 en personas positivas al HLA-A*0206. La composicion
vacunal contra el cancer de la presente invencion también es util como un medicamento utilizado para el tratamiento
y prevencion de canceres que expresan WT1 en personas positivas al HLA-A*0201.
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<210> 1
<211> 449
<212> PRT

<213> Humana

<400> 1

Met

1

Ser

Gln

Gly

Fro

65

Ala

Ser

Gly

Pro

Arg
145

Gly

Leu

Trp

Ser

50

Fro

Glu

Gly

Fro

Asnh

130

Aszsn

Ser

Gly

Ala

35

Leu

Fro

Pro

Gln

Fro

115

Ala

Gln

Asp

Gly

20

Fro

Gly

Fro

His

Phe

100

Fro

Pro

Gly

Val

Gly

Val

Gly

His

Glu

a5

Thr

Fro

Tyr

Tyr

Arg

Gly

Leu

Pro

Ser

70

Glu

Gly

Ser

Leu

Ser
150

Asp

Gly

Asp

Ala

55

FPhe

Gln

Thr

Gln

Pro

135

Thr

Leu

Cys

FPhe

40

Pro

Ile

Cys

Ala

Ala

120

Ser

Val

Asn

Ala

25

Ala

Pro

Lys

Leu

Gly

105

Ser

Cys

Thr

41

Ala

10

Leu

Fro

Pro

Gln

Ser

20

Ala

Ser

Leu

FPhe

Leu

Pro

Fro

Ala

Glu

75

Ala

Cys

Gly

Glu

Asp
155

Leu

Val

Gly

Pro

60

Fro

Phe

Arg

Gln

Ser

140

Gly

Pro

Ser

Ala

45

Pro

Ser

Thr

Tyr

Ala

125

Gln

Thr

Ala

Gly

30

Ser

Pro

Trp

Val

Gly

110

Arg

Pro

Fro

Val

15

Ala

Ala

Pro

Gly

His

25

Pro

Met

Ala

Ser

Pro

Ala

Tyr

Pro

Gly

g0

Phe

Phe

FPhe

Ile

Tyr
160



Gly

Lys

Tyr

Cys

Asn

225

Met

Ser

Ser

His

Gly

305

Leu

Tyr

Gln

Cys
385

His

His

Ser

Thr

210

Leu

Asn

Val

ASD

Thr

290

Val

Pro

Ser

Gln

Leu

370

Lys

Thr

Glu

Val

125

Gly

Tyr

Leu

Lys

Asn

275

His

Ala

Phe

His

Cys

355

Lys

Thr

Pro

Asp

180

Pro

Ser

Gln

Gly

Trp

260

His

Gly

Pro

Met

Leu

340

Asp

Arg

Cys

Ser

165

Pro

Pro

Gln

Met

Ala

245

Thr

Thr

Val

Thr

Cys

325

Gln

Phe

His

Gln

His

Met

Pro

Ala

Thr

230

Thr

Glu

Thr

Phe

Leu

310

Ala

Met

Lys

Gln

arg
390
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His

Gly

Val

Leu

215

Ser

Leu

Gly

Pro

Arg

295

Val

Tyr

His

Asp

Arg

375

Lys

Ala

Gln

Tyr

200

Leu

Gln

Lys

Gln

Ile

280

Gly

Arg

Pro

Ser

Cys

360

Arg

Phe

Ala

Gln

185

Gly

Leu

Leu

Gly

Ser

265

Leu

Ile

Ser

Gly

Arg

345

Glu

His

Ser

42

Gln

170

Gly

Cys

Arg

Glu

Val

250

Asn

Cys

Gln

Ala

Cys

330

Lys

Thr

Arg

Phe

Ser

His

Thr

Cys

235

Ala

His

Gly

Asp

Ser

315

Asn

His

Arg

Gly

Ser
395

Pro

Leu

Thr

Pro

220

Met

Ala

Ser

Ala

Val

300

Glu

Lys

Thr

Phe

Val

380

Asp

Asn

Gly

Pro

205

Tyr

Thr

Gly

Thr

Gln

285

Arg

Thr

Gly

Ser

365

Lys

His

His

Glu

1920

Thr

Ser

Trp

Ser

Gly

270

Tyr

Arg

Ser

Tyr

Glu

350

Arg

Pro

Leu

Ser

175

Gln

Asp

Ser

Asn

Ser

255

Tyr

Arg

Val

Glu

Phe

335

Lys

Ser

Phe

Lys

Phe

Gln

Ser

Asp

Gln

240

Ser

Glu

Ile

Pro

Lys

320

Lys

Pro

Asp

Gln

Thr
400
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His Thr Arg Thr His Thr Gly Lys Thr Ser Glu Lys Pro Phe Ser Cys

405 410 415

Arg Trp Pro Ser Cys Gln Lys Lys Phe Ala Arg Ser Asp Glu Leu Val

420 425 430

Arg His His Asn Met His Gln Arg Asn Met Thr Lys Leu Gln Leu Ala

435

Leu

<210> 2
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 2

<210> 3
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 3

<210> 4
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 4

<210> 5
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

440 445

Ser Leu Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5

Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5

Gly Leu Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5
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<400> 5

<210> 6
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 6

<210>7
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 7

<210> 8
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 8

<210>9
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 9

<210> 10
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

ES 2679 127 T3

Ala Leu Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5

VYal Leu Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5

Len Leu Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5

Ile Leu Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5

Met Leu Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5
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<220>
<223> Péptido sintético

<400> 10

<210> 11
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 11

<210> 12
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 12

<210> 13
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 13

<210> 14
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 14
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Trp Leu Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5

Phe Leu Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5

Tyr Leu Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5

Ser Val Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5

Ser Gln Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5
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<210> 15
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 15

<210> 16
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 16

<210> 17
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 17

<210> 18
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 18

<210> 19
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético
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Ser Ile Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5

Ser Met Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5

3er Leu Leu Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5

Ser Leu Ala Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5
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<400> 19

<210> 20
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 20

<210> 21
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 21

<210> 22
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 22

<210> 23
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 23

<210> 24
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial
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Ser Leu Val Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5

Ser Leu Met Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5

Ser Leu Pro Glu Gln Gln Tyr Ser val
1 5

Ser Leu Trp Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5

S3er Leu Phe Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5
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<220>
<223> Péptido sintético

<400> 24

<210> 25
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 25

<210> 26
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 26

<210> 27
<211>9
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 27

<210> 28
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 28
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Ser Leu Tyr Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5

Ser Leu Ser Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5

Ser Leu Ile Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5

Gly Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5

Ala Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Len
1 5
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<210> 29
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 29

<210> 30
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 30

<210> 31
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 31

<210> 32
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 32

<210> 33
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 33
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Val Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5

Leu Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5

Ile Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5

Met Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5
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<210> 34
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 34

<210> 35
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 35

<210> 36
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 36

<210> 37
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 37

<210> 38
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
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Trp Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5

Phe Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5

Tyr Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5

Arg Val Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5

Arg Gln Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5
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<223> Péptido sintético

<400> 38

<210> 39
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 39

<210> 40
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 40

<210> 41
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 41

<210> 42
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 42

<210> 43
<211>9
<212> PRT
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Arg Ala FPhe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5

Arg Leu Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5

Arg Ile Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5

Arg Met Ile Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5

Arg Met Leu Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5
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<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 43

<210> 44
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 44

<210> 45
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 45

<210> 46
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 46

<210> 47
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 47

ES 2679 127 T3

Arg Met Gly Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5

Arg Met Ala Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5

Arg Met Val Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5

Arg Met Met Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5
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<210> 48
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 48

<210> 49
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 49

<210> 50
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 50

<210> 51
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 51

<210> 52
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial
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Arg Met Pro Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5

Arg Met Trp Pro Asn Ala Pro Tyr Leu

Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Val
1 5

Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Ala
1 5

Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Ile
1 5
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<220>
<223> Péptido sintético

<400> 52

<210> 53
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 53

<210> 54
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 54

<210> 55
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 55

<210> 56
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 56
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Arg Met Phe Pro Asn ala Pro Tyr Met
1 5

Ser Leu Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Leu
1 5

Asp Leu Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5

Glu Leu Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5

His Leu Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5
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<210> 57
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 57

Lys Leu Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Val

1

<210> 58
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 58

Asn Leu Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Val

1

<210> 59
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 59

Pro Leu Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Val

1

<210> 60
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 60

Gln Leu Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Val

1

<210> 61
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 61
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5

5

5

5
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<210> 62
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 62

<210> 63
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 63

<210> 64
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 64

<210> 65
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 65

<210> 66
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

ES 2679 127 T3

Arg Leu Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5

Thr Leu Gly Glu Gln Gln Tyr Ser Val
1 5

Asp Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5

Glu Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5

His Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5

56



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<223> Péptido sintético

<400> 66

<210> 67
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 67

<210> 68
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 68

<210> 69
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 69

<210> 70
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 70

<210> 71
<211>9

ES 2679 127 T3

Lys Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5

Asn Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5

Pro Met Phe Pro ARsn Ala Pro Tyr Leu
1 5

Gln Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5

Ser Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu
1 5
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 71

<210> 72
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 72

<210> 73
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 73

<210> 74
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 74

<210>75
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 75

ES 2679 127 T3

Thr Met Phe Pro &sn Ala Pro Tyr Leu
1 5

Arg Ile Phe Pro Asn &la Pro Tyr Ile
1 5

Arg Ile Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Val
1 5

Arg Leu Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Ile
1 5
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Arg Leu Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Val
1 5
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido parcial, una composicién que contiene dicho péptido parcial, o una vacuna contra el cancer que
comprende un ADN o ARN que codifica un péptido parcial, para su uso en el tratamiento o prevencién del cancer en
personas positivas al HLA-A*0206, donde el péptido parcial es

el péptido WT14s7: Ser Leu Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 2),

el péptido WT1426: Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 3),

el péptido WT147P1F: Phe Leu Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 11),
el péptido WT14g7P2M: Ser Met Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 16),
el péptido WT14g7P3M: Ser Leu Met Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 20),
el péptido WT14126P1F: Phe Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 34),
el péptido WT1426P2L: Arg Leu Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 39),
el péptido WT1126P3M: Arg Met Met Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 46) o
el péptido WT1126P9V: Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Val (SEQ ID NO: 49).

2. El péptido parcial o composicién de acuerdo con la reivindicaciéon 1 para su uso en el tratamiento o prevencion del
cancer en personas positivas al HLA-A*0206, donde el péptido parcial es

el péptido WT14s7: Ser Leu Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 2),

el péptido WT1426: Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 3),

el péptido WT14s7P1F: Phe Leu Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 11),
el péptido WT14g7P2M: Ser Met Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 16),
el péptido WT14g7P3M: Ser Leu Met Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 20),
el péptido WT1426P1F: Phe Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 34),
el péptido WT1426P2L: Arg Leu Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 39),
el péptido WT1126P3M: Arg Met Met Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 46) o
el péptido WT1126P9V: Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Val (SEQ ID NO: 49).

3. El péptido parcial o composiciéon de acuerdo con la reivindicacién 2 para su uso en el tratamiento o prevencién del
cancer en personas positivas al HLA-A*0206, donde el péptido parcial es
el péptido WT1426: Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 3).

4. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para su uso en el tratamiento o
prevencion del cancer en personas positivas al HLA-A*0206, que comprende adicionalmente un adyuvante.

5. El uso de un péptido parcial, una composicién que contenga dicho péptido parcial, o una vacuna contra el cancer
que comprende un ADN o ARN que codifica un péptido parcial, donde dicho péptido parcial es un péptido como se
define en la reivindicacién 1, para la preparacion de un medicamento para el tratamiento o prevencion del cancer en
personas positivas al HLA-A*0206.

6. El uso de un péptido parcial o una composicion de acuerdo con la reivindicaciéon 5 para la preparacion de un
medicamento para el tratamiento o prevencién del cancer en personas positivas al HLA-A*0206, donde el péptido
parcial es

el péptido WT14s7: Ser Leu Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 2),

el péptido WT1426: Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 3),

el péptido WT147P1F: Phe Leu Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 11),
el péptido WT14g7P2M: Ser Met Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 16),
el péptido WT14g7P3M: Ser Leu Met Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 20),
el péptido WT1426P1F: Phe Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 34),
el péptido WT1426P2L: Arg Leu Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 39),
el péptido WT1126P3M: Arg Met Met Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 46) o
el péptido WT1126P9V: Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Val (SEQ ID NO: 49).

7. El uso de un péptido parcial o composicién de acuerdo con la reivindicaciéon 6 para la preparacion de un
medicamento para el tratamiento o prevencion del cancer en personas positivas al HLA-A*0206, donde el péptido
parcial es

el péptido WT1126: Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 3).

8. El uso de una composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7 para la preparacion de un
medicamento para el tratamiento o prevencién del cancer en personas positivas al HLA-A*0206, que comprende
adicionalmente un adyuvante.

9. Un método ex vivo para la induccion de CTL especificos del WT1, que comprende el cultivo, en presencia de un
péptido parcial de acuerdo con la reivindicacion 1, de las células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
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derivadas de una persona positiva al HLA-A*0206, para obtener CTL especificos de WT1 inducidos a partir de ellas.

10. Un método ex vivo para la induccién de células dendriticas que presentan un péptido parcial de acuerdo con la
reivindicacion 1, que comprende el cultivo, en presencia del péptido parcial, de las células dendriticas inmaduras
derivadas de una persona positiva al HLA-A*0206, para obtener células dendriticas inducidas a partir de ellas que
presentan el péptido parcial.

11. Un método de diagnostico del cancer in vitro para personas positivas al HLA-A*0206, que comprende

i) una etapa de deteccion o cuantificacion de un péptido parcial de acuerdo con la reivindicacion 1, un anticuerpo
contra él o CTL especificos del WT1 inducidos por un método de acuerdo con la reivindicaciéon 9 en una muestra
de una persona positiva al HLA-A*0206, y una etapa de comparacién de la cantidad de dicho péptido parcial,
dicho anticuerpo contra él o dichos CTL especificos del WT1, con el caso en el que el cancer no se ha
desarrollado, o

ii) una etapa de determinacion de la posicion o region de los CTL especificos de WT1 o células dendriticas en el
sujeto positivo al HLA-A*0206 al cual se han administrado dichos CTL especificos de WT1 que se han inducido
por el método de acuerdo con la reivindicacién 9 o dichas células dendriticas que se han inducido de acuerdo
con la reivindicacion 10.

12. Una composicién vacunal contra el cancer para personas positivas al HLA-A*0201, que comprenden el siguiente
péptido:

el péptido WT14s7P1F: Phe Leu Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 11),
el péptido WT14g7P2M: Ser Met Gly Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 16),
el péptido WT14g7P3M: Ser Leu Met Glu GIn GIn Tyr Ser Val (SEQ ID NO: 20),
el péptido WT1426P1F: Phe Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 34),
el péptido WT1426P2L: Arg Leu Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 39),
el péptido WT1126P3M: Arg Met Met Pro Asn Ala Pro Tyr Leu (SEQ ID NO: 46) o
el péptido WT1126P9V: Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Val (SEQ ID NO: 49).

13. El uso de una composicién de acuerdo con la reivindicacion 12 para la preparacion de un medicamento para el
tratamiento o prevencion del cancer en personas positivas al HLA-A*0201.

14. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 12 para su uso en el tratamiento o prevenciéon del cancer en
personas positivas al HLA-A*0201.
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