21.

4.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
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-00000-0000
Fecha 2011 ‘11 23 11 05 36 Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYH Eve: 378 FASENACIONALI
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(T PELIORIO
Industria y Comercio SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

SUPERINTENDENCI A llllllm!dllll.".'l_!alullz!.’lIII(IIIII"II"

- -00000-0000
Fecha: 2011-11.23 11:05:56 Dep 2020 DIR NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYI| Eve: 378 FASENACIONALL

Acl. 411 PRESENTACION Follos: 100

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
@ SOLICITUD DE:
[X] Patente de Invencion. [] Patente de Modelo de Utilidad.
(] Capitulo 1. | Capitulo 1.
Nombre: INTERNATIONAL INSTITUTE OF
CANCER IMMUNOLOQGY, INC.
SOLICITANTE az‘gsegsz:;g:“t”'da y existente bajo las IDENTIFICACION
(71) cc. ] NIT O
Direccién: 13-9, Enoki-cho,
Suita-shi, C.E. O Otro D
Osaka 564-0053, Cual
Japon .
Ndmero
Domicilio: Qsaka,
Japén
Nombre: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ IDENTIFICACION
Direccién: Carrera 4° No. 72-35 C.C. NIT d
Teléfono: 347 36 11
REPRESENTANTE| 211 86 50 CE. o oo [
O APODERADO E-mail; clientes@cavelier.com Cual
Domicilio: Bogota, Colombia. Niomero  35.456.344 T.P 23.555
@ 1. Haruo SUGIYAMA
2-19-30, Senbanishi,
Minoo-shi,
INVENTOR (ES) Osaka 562-00386,
(72) Japdn

@ PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/JP2010/057 149 Fecha: 22 de abril de 2010
Publicacion Internacional No. W002010/123065 A1 Fecha: 28 de octubre de 2010

Titulo (54)
@ PEPTIDO AUXILIAR DEL ANTIGENO DEL CANCER

Clasificacién Internacional (51) C12N 015/009

©|

o Prioridad | (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Namero de Solicitud
sil¥l no[d JP 23 de abril de 2009 2009-105286

Comprobante de pago No.: 11-108564 Fecha: 08 de noviembre de 2011
Comprobante de pago No.: 11-108619 Fecha: 08 de noviembre de 2011
Comprobante de pago No.: 11-108624 Fecha: 08 de noviembre de 2011
Comprobante de pago No.: 11-112863 Fecha: 21 de noviembre de 2011

©
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Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de fa solicitud por $ 571.000.c0.

Comprobante de pago por 7 reivindicaciones adicionales después de la décima reivindicacion
por $189.000.00.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poder, si fuere el caso de INTERNATIONAL INSTITUTE OF CANCER IMMUNOLOGY, INC.
Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante. |

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

Copia de la caratula de la Publicacion Internacional WO 2010/123065 A1.

Traduccion de la soficitud internacional al casteilano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por 1a IPEA.
Traduccion del examen preliminar efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material bioldgico.
Arte final 12x12

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS
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@ FIGURA CARACTERISTICA

@ Solicito la concesion de la patente,

NOMBRE: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

FIRMA era. Blan enas Jobhe

%%) C.C. 35.456.344 de Usaquén T.P. 23.555
S
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DOCUMENTOS ANEXOS

1. Publicacion internacional WO 2010/123065 A1

Descripcidn:
Paginas 51 en espafiol
Reivindicaciones: Namero (s) 17

Figuras: Numero (s) 18

2. E Forma PCT/ISA/210. Informe de Busqueda Internacional.
3. Listado de Secuencias.

4. Extracto de publicacion.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA FASE
INTERNACIONAL
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ABQOGADOS

EDIFICIO SISKI
CARRERA 4a N° 72.35
BOGOTA, B - COLOMBIA

Representation and Power-of- Attorney with
authentication and Apestille for patents, utility
industrial designs, {rademarks, commercial names, trade
emblems, domain names, slogans, licenses,

Representacién y Poder con autenticacién notarial y Apostille
para patentes, modelos de utilidad, disefios industriales,
marcas de fibrica, nombres comerciales, cnseflas, nombres
de dominio, lemas comerciales, licencias.

notarial
models,

REPRESENTACION Y PODER

REPRESENTATION AND POWER- OF- ATTORNEY

Yo (nosotros), abajo firmado (s)/ {we), the undersigned

Internationsl Institute of Cancer Immunglogy, Inc.

domiciliado (s) en/of

ki-cha, Suita-ghi

QOsaka 564-0053 JAPAN

por ¢l presente nombramos a LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555,
DANIEL PENA, tpa. 65620 y GERMAN MARIN, tpa 64239,
domiciliados en ia Carrera 4* N 72_35, Bogol4, Colombia, en
obedecimiento a lo dispuesto en el pardgrafo lo del Articulo 543 del
Cédigo de Comercie, el primero como principal y los demés como
suplentes, en su orden, como mis (nuestros) representantes cn todos los
asunios de propicdad industrial con facultad para recibir notificaciones y
nombrar apoderados judiciates o extrajudiciales. El primer representante
suplentc reemplazard al principal en caso de ausencia o impedimento
temp definitivo de aquél. La misma regla se aplicard cuando cl
segundo representante suplente haya de rcemplazar al primero, o el
tercero al segunde. En tales casos, el representante principal, o el
primero, ¢ scgundo suplente, ¢n su caso, o ambos, declararan su
intencién de no ejercer la representacion mediante  declaracién
autenticada por Notario Publico en Colombiz, o por Notario u otro
Funcionario Piablico, o Cénsul de Colombia, en el exiranjero; y si se
tratare de impedimento, con el certificado respectivo. Si alguno de los
nombrades faltare definitivameate, €l siguiente tomara su lugar. Cuando
cesare la ausencia ¢ impedimento del representante principal, o de su
primero o scgundo suplentcs, en su caso, podrin ejercer la
represeatacion, en su orden, uno u otros segin el caso, asumiéndola por
¢l sole hecho de cjercerla, cesando en ese momento el ejercicio de fa
representacion por el primero, segundo o tercer suplente en su caso.

Ademés, confiere (conferimos) poder a los abogados arriba nombrades,
para obtener la proteccidn de mi {nuestra) propicdad industrial y contra
la competencia desleal, a cuyo efecto autorizo (amos) a los dichos
apoderados para que me (nos) representen ante cualesquiera cntidades o
personas, ejerzan o no jurisdiccion, especialmente antc las del orden
admigeentive, contencioso_administrativo y judicial, asl como los
tribu de arbitramento, en todo lo conccrniente a los siguientes
asuntos: u} Obtencién de patentes de invencidn, modelos de utiiidad, ¥
disefios indusiriales; el registro de marcas de fibrica, colectivas,
defensivas, de servicio, lemas comercioles, nombres comerciales,
enscfias, nombres de dominio, variedades vegetales y denominaciones de
origen; su renovacitn, traspsso, cambie de nombre o domicilio,
cancelacién voluniaria; y el registro de licencias de uso de esos derechos;
b) Las acciones de competencia desleal, proteceién del consumidor,
oposiciones u observaciones, cancelacién administrativa y judicial,
nulidad, medidas cautelares, concesion dc licencias, la tutela, fa
proteccién de’ secretos industriales, y en general los juicios civiles,
penales, administrativos o contencioso_administrativos relacionados con
estos derechos, acciones y procesos que promovamos 0 S§¢ nos

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEO!-179 (MINUTA 12.1.1.2.5)

in due compliance with the terms of paragraph 1st. of article 543 of the
Commercial Code, do hereby appoint LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa
23555, DANIEL PENA, tpa. 65620 and GERMAN MARIN, tpa, 64239,
domiciled at Carrera 4* N° 72_35, Bogotd, Colombia, the first as principal
and the others as alternates, in the order of their appointment, as our
tepresentatives for all industrial property matters with faculty to receive
notifications and to appoint attorneys in and out of Court. The first
alternate shall replace the principat in case of his absence or of temporal
or definitive impediment. The same rule will apply when the second
altemate representative is {o replace the first one, or when the third is to
replace the first or second alternates in their turn, or both of them, second.
In such cases, the principal representative, or the first or second altemates
in their tumn, or both of them, shall state their intention not to act as
representatives through a declaration given before a Notary Public in
Colombia, or before a Notary or another Public Official or a Colombian
Consul abroad; and in case of impediment, the appropriate certificate
shall suffice. If any of the appointces werc to be definitely absent, the
following aiternate shall take his place. When the absence or impediment
of the principal representative, or of the first or second alternate in their
turn ccases, the represeatation can be taken again in their sequence, by the
principal, the first or second alternale depending on case, and the merc
fact or its exercise will suffice. The exercise of the representation by the
first, second or third alternates in their tuen shali end at such time,

In addition, we grant & Power of Attomey in favor of the above._named
attomeys_at _law so that they may obtain the protection of my {our)
industrial property and against the unfair competition, for which purpose |
(we} authorize the said attorneys to represent me (us) before any
authorities or persons, with or without jurisdiction, specially those
administrative, administrative contentious and judicial, as well as before
Arbitration Cour, in all matters concerning the following: a} Obtainment
of pateats, utility models and industria! designs; the registration of
trademarks, collective, defensive and service marks, siogans, commercial
names, trade emblems, domain names, vegeiat varieties and
denominalions of origin; its renewal, assignment, change of name or
domicile, voluntary canccllation; and the registration of licenses of use of
the above rights; b) Actions of unfair competition, protection to the
consummer, oppositions or observations, administrative or Court
cancelletion, nullity, infringement, granting of licenses, the action for writ
mandamus, the protection of trade secrets, and in general the civil, penal,
and administrative suits rc]ating to those rights- actions and suits
instituted by me (us) or a_.

they may substitute thls




evan. Y para que en todos los asuntos armiba determinados, puedan
sustituir este mandato, transigir, conciliar, admitir los hechos del proceso,

representatives without a pawer of attomey.
desistir, cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los actos de agentes
oficiosos.

the facts of the casc, desist. cancel, receive, resign, and rtify acts done by

Dada y firmado hoy/Given and signed this 14th day of May, 2008
eniin Osaka, Japan

poroy_1 @i TAKAHASHI, Representative Director and President

Intemational Institute of Cancer Immunclogy, Inc.

Firma Signatuge

OstkaLEcaL AFFaRSBUREAU

\ 'NOTARY, )

\ -2, HIRANO-MACHI, 2-CHOME,
CHUO-KU, OSAKA JAPAN

COMO MOTARIA SETE DELBIRELO BE S
2B0GOTA, 1.C. HAGO LONSTAR gég ?
£ FOTOCOPIA COINCIDE Con &1 o
QUE HE TENIDOA LA VIS
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/COMO NOTARIA SEXTA DEL CIRCLLO Bip
"BOGOTA, D.C. HAGO CONSTAR QUE LA
“FOTOCOSIA COINCIDE CON EL ORIGINAL’

SQUE HE TENIBOA LAVISTAZ 5

05 OCT 2011
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APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

Country: JAPAN
This public document
has been signed by

acting in the capacity of

Koichiro SHIGEYOSHI

Notary Public of the Osaka

Legal Affairs Bureau

bears the seal/stamp of

Koichiro SHIGEYOSHI, Notary Public

Certified

at Osaka
by the Ministry of Foreign Affairs

No.3%q 3

Seal/stamp:

“HAY. 21, 2009

10. Signature:

e KT

Noriko KAWAHITO

For the Minister for Foreign Affairs

- OHO NOTARTA SEXTAGEL CIRCULO DE
£ S0GOTA, D.C. HAGO CONSTAR QUE LaL
. FOTOCOPIA COINCIDE CoN &
QUEHETENIDOA LA VISTA?
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NOTARIAL ATTESTATION

REGISTER NUMBER: 33420009

This is to certify that Nobuko INAMOTO, an agent of Taiji
TAKAHASHI, has stated in my very presence that said Taiji
TAKAHASHI acknowledged himself to have signed the attached Power
of Attorney in compliance with the authority bestowed on him
as the Representative Director and President of International
Institute of Cancer Immunology, Inc., a corporation organized
and existing under the laws of Japan and having a principal place
of business at 13-9, Enoki-cho, Suita-shi, Osaka, JAPAN.

At the Office of Koichiro SHIGEYOSHI, Osaka, LERBMBETIT s
on the 21st day of May, 2009 :

U
Koichiro SHIGEYQOSHI
Notary attached to B
The Osaka Legal Affairs Bureau

c/0o Sawanotsuru Building
1-2, Hirano-machi 2-chome

Chuo-~ku, Osaka, Japan

 "NOTARY,

1-2, FIRANO-MACHI, 2-CHOME,
CHUO-KU, OSAKA JAPAN
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CERTIFICATE
This is to certify that the annexed Notarial Certificate has
been executed by Notary,duly authorized and practising in Osaka,

Japan, and that the Official Seal appearing on the same is genuine.

Date MAY 212009

Director of the Osaka Legal Affairs Bureau




TRADUCCION OFICIAL 154/2009 DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES
Y EN ESPANOL DE ACUERDO CON EL CUAL INTERNATIONAL INSTITUTE
OF CANCER- IMMUNOLOGY, INC., ENTIDAD DOMICILIADA EN 13-9,
ENOKI-CHO, SUITA-SHI, OSAKA 564-0053 JAP@N, OTORGA PODER A
LUZ CLEMENCIAZ DE PAEZ, TPA 23555, DANiEL PENA, TPA 65620, y A
GERMAN MARIN, TPA 64239.

EXPEDIDO Y FIRMADO HOY 14 DE MAYC DE 2009 EN OSAKA, JAP@NL
POR TAIJI TAKAHASHI, director representante y presidente del
INTERNATIONAL INSTITUTE OF CANCER IMMUNOLOGY, INC.

FIRMADO: TAIJI TAKAHASHI. SELLO: OFICINA DE ASUNTOS JURIDICOS
DE OSAKA. NOTARIO. 1-2, HIRANO-MACHI, 2-CHOME, CHUO-KU,
OSAKA, JAPON

CERTIFICACION NOTARIAL

NUMERO DE REGISTRO 334/2009

Por la presente se certifica que NOBUKO INAMOTO, agente de
TAIJI TAKAHASHI, ha afirmado en mi presencia que él ha

STAR QuE a8
Egquw--;

reconocido haber firmado el poder adjffﬁn

la autoridad a el dada como dif 3 Y
presidente de INTERNATIONAL INSTIT 0GY,
INC. una sociedad organizada de conf? ves de

Japén y con domicilio en 13-9, Enoki-cho, Suita-shi, Osaka,
Japén.

En la oficina de KOICHIRO SHIGEYOSHI, Osaka, Japdén hoy 21 de
mayo de 2009.

Firmado; KOICHIRb SHIGEYOSHI, notario adjunto a la Oficina de

Asuntos juridicos de Osaka.

Cnato Collade .

Behsardo (vt MNoguesa
TRADUCTOR OFICIAN
Inghés - Espafiol - Inglés
Res. 541 Febrero de 1976



C/o Sawanotsuru Building, 1-2, Hirano-machi, 2-chome, Chuo-
ku, Osaka, Japén.
SELLO: OFICINA DE ASUNTOS JURIDICOS DE OSAKA
NOTARIO, 1-2, HIRANO-MACHI, 2-CHOME, CHUO-KU, OSAKA, JAPON
CERTIFICACION
Por la presente se certifica que el certificado notarial
adjunto ha sido firmade por un notario debidamente autorizado
y practicante en OSAKA, JAPON, y que el sello oficial que
aparece sobre el mismo es genuino. 21 de mayo de 2009.
DIRECTOR DE LA OFIC;NA DE ASUNTOS JURIDICOS DE OSAKA.
APOSTILLA
(CONVENCION DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1961)

1. PAIS: JAPON

Este documento publico
2. ha sido firmado por KOICHIRO SHIGEYOSHI

3. quien actia en su calidad de NOTARIO' PUBLICO DE LA QOFICINA

-COMDNOTARIA SEXTA DEL CIRCULD BE
- BOGOTA, D.C. HAGO CONSTAR QUE LA
. FOTOCOPIA COINCIDE CON EL DRIGINAL:
QUE HE TEMIDOA_LAVISTA 7 :

DE ASUNTOS JURIDICOS DE QOSAKA

4, y lleva el sello/estampilla

NOTARIO PUBLICO.

CERTIFICADO

5. en OSAKA 6. el 21 de mayc de 2009

-]

por el MINISTERIO DE ASUNTOS EXTERIORES

8. 2793

9. Sello: MINISTERIO DE ASUNTCS EXTERIORES, JAPON
10. Firma: NORIKO KAWAHITO, a nombre del Ministro de Asuntos

Exteriores. ECN\ECN\ID-151720\WPCL0O02G

COLC-17075-841-001-4 Bogota, 9 de junio de Z009.

@Mo&o Calady

Bduarco Caeu 1vognari
TRADUCTOR OFICIAL
Ingkés - Espaiiol - Inglés
Res. 541 Bebrero de 1976

-~



EOUHE DO CALADO

. COMO NOTAR(R SEXTADEL CIRCULO DE ;

:BOGOTA, D.C. HAGO CONSTAR QUE LA

[ FOTOCOPIA COINCIDE CON EL. O’EIGII'AL
L QUE HE TENIDOA LAVISTA,

05 OCT 2011
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Q) FHERAZRPHIZE SO TABIN-ERHE

MB P T,
(1) B F 97 1 i A2 NS D 0 OO G
P BOMPYE (10) BB ARIES
( x /A B s
2010 £ 10 A 28 H(28.10.2010) PCT WO 2010/123065 Al

(51) BSR4 @) RER RTOGLWREY., 2TOREOENZ
C12N 15/69 (2006.01) CI2N 5/07 (2010.01) HEATTIRE): AE, AG, AL, AM, AO, AT, AU, AZ, BA,
AGLK 31/7088 (2006.01)  CI2Q 1/04 (2006.01) BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, CL, CN, CO,
AB1K 38/00 (2006.01) CI2Q 1/06 (2006.01) CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DO, DZ, EC, EE, EG, ES, FL,
AGIK 48/00 (2006.01) GOIN 33/68 (2006.01) GB, GD, GE, GH, GM, GT, HN, HR, HU, ID, I, IN, IS,
AG1P 35/00 (2006.01) GOIN 33/53 (2006.01) JP, KE, KG, KM, KN, KP, KR, KZ, LA, LC, LK, LR,
CO7K 14/82 (2006.01) LS, LT, LU, LY, MA, MD, ME, MG, MK, MN, MW,
= MY, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ, OM, PE, PG, PH,
(22) EIMRHEESE: 2010 £ 4 A 22 H(22.04.2010) \Sf\é % ‘l;fi’UZbgr\zleN TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ,

25) EIfFHERDEE: BAEE L '
@ == B oo BRE EROEVRY . 2TORBOLEE
26 BRRHOESE: SEN i FTRE): ARIPO (BW, GH, GM, KE, LR, LS, MW,
30 BREFT—4. MZ, NA, 8D, SL, 82, TZ, UG, ZM, ZW), 2 — 35 ¥ F
%38 2009-105286 2009 4F 4 [ 23 B(23.04.2009) P (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), 3— R /%
T (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FL, FR, GB,
1 WA CREZBR{2TOERERIZDVT): & GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV, MC, MK, MT, NL,
H, & 1145 K fE W 25 A (nternational Institute of Can- NOQ, PL, PT, RO, SE, 81, SK, SM, TR), OAPI (BF, BJ,
.cer Immunology, Inc.) [JP/JP]; T 5640053 < [R AT &L CF, CG, CL, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN,

BEHIOKRET1 3ESE Osaka (JP). D, TG). -
(72) EREF, B U R AREE:

(715 EPFMEEA CKBIZOWTOA): i) $BXk _ EREERE (2022 £0)

BrmaEs 1Bl 86 oo SRR amos@ons s LoELEENYR b

|
(74) REA: B e, SH(TANAKA, Mitsuo et al); (R 5.20)
T 5400001 KR ABRMTREREE 1 TEIH
75 1IMPENFWSTEFRFT Osaka (OP).

{54} Title: CANCER ANTIGEN HELPER PEPTIDE
) RADEH  BREALA—ATF K

(57) Abstract: Disclosed are: a WT1 peptide which comprises en amino acid sequence composed of contiguous amino acid
residues derived from a WT1 protein and can bind to an MHC class-IT molecule to induce a WTl-specific helper T cell; a pharma-
ceutical composition containing the peptide; and others.

EHEH: EXRBE WTI12VAA O BHEDERTI7I/ BIOLE7TI/ BEINEETAIWT 1
RTFFTHST, MHCHTRA I I BFEESLTWT 1 BEMNAL - THREERTIATF
F.GbUIiiho 23U EEMEYLRE2MET 5,
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PEPTIDO AUXILIAR DEL ANTIGENO DEL CANCER

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un péptido auxiliar de WT1, un
polinucledtido que codifica el péptido, células T auxiliares especificas de WT1
inducidas por el péptido, una composicion farmacéutica para el
tratamiento/prevencion de cancer que comprende los mismos y similares. La
presente solicitud reclama prioridad sobre la solicitud de patente japonesa N°
2009-105286 presentada el 23 de abril de 2009, cuya descripcion se incorpora

aqui por referencia.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El gen WT1 (gen de tumor de Wilms 1) es un gen identificado
como un gen causante de un tumor de Wilms, que es un cancer renal de los
ninos (documentos que no son patente 1y 2), y es un factor de transcripcion
que tiene una estructura de dedo de zinc. Al principio, se considerd que el gen
WT1 era un gen supresor de cancer. Sin embargo, la investigacion posterior
demostré que el gen WT1 mas bien funciona como un oncogén en tumores
hematopoyéticos y canceres sélidos (documentos que no son patente 3-6).

Debido al hecho de que el gen WT1 es altamente expresado en
muchos tumores malignos, se ha verificado si el producto del gen WT1 que es
una proteina autéloga sin mutacion tiene 0 no inmunogenicidad in vivo. El
resultado reveld que una proteina derivada del gen WT1 que es altamente
expresada en las células tumorales se fragmenta con el procesamiento
intracelular, los péptidos generados forman los complejos con las moléculas

de MHC clase | y se presentan en la superficie celular, y que las celulas T
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citotéxicas (de aqui en adelante denominadas como CTL) que reconocen
dichos complejos pueden ser inducidas por la vacunacion con el péptido de
WT1 (documentos que no son patente 7-9). Ademas, se ha demostrado que
las células tumorales del gen WT1 trasplantadas son rechazadas con una alta
probabilidad en los ratones inmunizados con un péptido de WT1 o ADNc de
WT1 (documentos que no son patente 7 y 10), mientras que los tejidos
normales que expresan fisiologicamente el gen WT1 no son dafados por las
CTL inducidas (documento que no es patente 7). En el pasado, se ha sugerido
fuertemente, que las CLT especificas de WT1 se pueden inducir no sélo en
ratén sino tambien en seres humanos, y que dichas CTL tienen una actividad
toxica contra las células tumorales que expresan altamente el gen WT1, pero
no fienen una actividad tdxica contra la éélula normal que expresa
fisiologicamente el gen WT1 (documentos que no son patente 7, 10-14).
Entretanto, se ha informado que la presencia de células T
auxiliares que son especificas para un antigeno del cancer es importante para
inducir las CTL en forma efectiva (documento que no es patente 15). Una
célula T auxiliar (células T positivas para CD4) reconoce un complejo
compuesto de una molécula de MHC clase |l y se induce, prolifera y activa un
péptido antigénico en una célula presentadora de antigeno. Una célula T
auxiliar activada produce citoquinas tales como IL-2, IL-4, IL-5, IL-6 e
interferon (IFN) para promover la proliferacion, diferenciacion y maduracion de
las células B y un subconjunto de ofras celulas T. Esto sugiere que un péptido
antigénico, que se une a las moléculas de MHC clase I, activa eficientemente
una CTL por medio de ia induccién de una célula T auxiliar para aumentar una
funcién inmunolégica {(documento que no es patente 16). Previamente, con
respecto a WT1, se ha informado sélo un péptido antigénico que se une a
HLA-DRB1°0401 y HLA-DRB1°0405 que perteriecen a una molécula de MHC

clase Il (documento que no es patente 17 y documento de patente 1). Se
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necesita hallar un péptide antigénico contra otros subtipos.

Documentos de la técnica anterior

Documento que no es de patente

Documento de patente 1: Publicacidn Internacional No. WO
2005/045027

Documento que no es patente:

Documento que no es de patente 1: Daniel A. Haber et al., Cell.
1990 Jun 29; 61 (7): 1257-69.

Documento que no es patente 2: Call KM et al., Cell. 1990 Feb 9
60 (3): 509-20.

Documento que no es patente 3: Menke AL et al., Int Rev Cytol.
1998; 181: 151-212. Review.

Documento que no es patente 4: Yamagami T et al., Blood. 1996
Apr 1; 87 (7). 2878-84.

Documento que no es patente 5: Inoue K et al., Blood. 1998 Apr
15; 91 (8): 2969-76.

Documento que no es patente 6: Tsuboi A et al., Leuk Res. 1999
May; 23 (5). 499-505.

Documento que no es patente 7: Oka Y et al., J Immunol. 2000
Feb 15; 164 (4): 1873-80.

Documento que no es patente 8: Melief CJ et al., Immunol Rev.
1995 Jun; 145: 167-77.

| Documento que no es patente 9: Ritz J, J Clin Oncol. 1994 Feb:

12 (2): 237-8.

Documento que no es patente 10: Tsuboi A et al, J Clin
Immunol. 2000 May; 20 (3): 195-202.

Documento que no es patente 11: Oka Y et al., Immunogenetics.
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2000 Feb; 51 (2): 99-107.

Documento que no es patente 12: Ohminami H et al., Blood.
2000 Jan 1; 95 (1): 286-93.

Documento que no es patente 13: Gao L et al., Blood. 2000 Apr
1; 95 (7): 2198-203.

Documento que no es patente 14: Ohminami H et al., Blood.
2000 Jan 1; 95 (1): 286-93.

Documento que no es patente 15: Cancer. Res. 62: 6438, 2002.

Documento que no es patente 16: J.Immunol. Immunother., 24:
195, 2001.

Documento que no es patente 17: Cancer. Immunoi.

Immunother. 51: 271, 2002.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Problemas que han de ser resueltos por la invencion

En consecuencia, un objeto que ha de ser logrado por la
presente invencion es proveer un péptido que se une a una variedad amplia
de molécuias de MHC clase |l para inducir las células T auxiliares especificas
de WT1, un polinucleétido que codifica el péptido, células T auxiliares de WT1
inducidas por el péptido, y unma composicion farmacéutica para el

tratamiento/prevencion de cancer que comprende [0s mismos.

Medios para resolver los problemas

Los inventores de la presente realizaron estudios serios para
lograr el objeto anterior. Posteriormente, los inventores de ia presente hallaron
que los péptidos que tienen una porcion de la secuencia de aminoacidos

contigua que codifica la proteina de WT1 tienen una funcién como péptido



10

15

20

25

auxiliar del antigeno del céancer, es decir, dichos péptidos se unen a una
molécula de MHC clase Il y se presentan en una célula presentadora de
antigeno para inducir una célula T auxiliar especifica de WT1. Y, los
inventores de la presente demostraron que éstos se podian usar como una

composicion farmacéutica para el tratamiento/prevencién de cancer.

La presente invencidn provee:

(1) Un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos que
consta de aminoacidos contiguos derivados de una proteina de WT1 e induce
células T auxiliares especificas de WT1 al unirse a una molécula de MHC de
clase Il, en donde la secuencia de aminoacidos se selecciona de! grupo que
consiste de:

(a) la secuencia de aminoacidos representada en SEQ ID NO: 3;

(b) la secuencia de aminoacidos representada en SEQ ID NO: 4;

(c) la secuencia de aminoéacidos representada en SEQ ID NO: 5;

(d) una secuencia de aminoacidos que tiene uno o varios
aminoacidos que han sido sustituidos, suprimidos o afiadidos en las
secuencias de aminoacidos indicadas en (a) a (c),

(2) El péptido de conformidad con (1), en donde la secuencia de
aminoacidos es la secuencia de aminoacidos representada en SEQ ID NO: 3;

(3) El péptido de conformidad con (1) o (2), en donde la molécula
de MHC clase Il se selecciona del grupo que consiste de DRB1*0101,
DRB1*0405, DRB1*0802, DRB1*0803, DRB1*0901, DRB1*1201, DRB1*1403,
DRB1*1501, DRB1*1502, DPB1*0201, DPB1*0202, DPB1*0402, DPB1*0501,
DPB1*0201, DQB1*0301, DQB1*0302, DQB1*0401, DQB1*0501,
DQB1*0601, DQB1*0602 y DRB5*0102;

(4) El péptido de conformidad con (1) o (2), en donde la molécula
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de MHC clase Il se selecciona del grupo que consiste de DRB1*0101,
DRB1*0405, DRB1*1502, DPB1*0201, DPB1*0202, y DQB1*0601,

(5) Un polinucledtido que codifica el péptido de conformidad con
cualquiera de (1) a (4);

(6) Un vector de expresion que comprende el polinucledtido de
conformidad con (5);

(7} Un anticuerpo contra el péptidc de conformidad con
cualquiera de (1) a (4) o el polinuclettido de conformidad con (5),

(8) Una composicién farmacéutica para tratar o prevenir un
cancer, que comprende el péptido de conformidad con cualquiera de (1) a (4},
el polinucledtido de conformidad con (5) o el vector de conformidad con (6),

(9) Un método para tratar o prevenir cancer, que comprende
administrar una dosis efectiva del péptido de conformidad con cualquiera de
(1) a (4), el polinucledtido de conformidad con (5), o el vector de conformidad
con (6), a un sujeto que tiene la molécula de MHC clase |l de conformidad con
(3} o (4),

(10) El uso del péptido de conformidad con cualquiera de (1) a
(4), el polinucleétido de conformidad con (5), o el vector de conformidad con
(6), para el tratamiento o prevencién del cancer,

(11) Ceélulas presentadoras de antigeno que despliegan el
peptido de conformidad con cualquiera de (1) a (4) por medio de la molécula
de MHC clase Il de conformidad con (3) o (4);

(12) Un método para inducir células presentadoras de antigeno,
que comprende cultivar células presentadoras de antigeno inmaduras en
presencia del péptido de conformidad con cualquiera de (1) a (4), e inducir
células presentadoras de antigeno que despliegan el péptido por medio de la
molécula de MHC clase Il de conformidad con (3) o (4) a partir de la célula

presentadora de antigeno inmadura.

g
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(13) Células T auxiliares especificas de WT1, inducidas por el
péptido de conformidad con cualquiera de (1) a (4);

(14) Un metodo para inducir células T auxiliares especificas de
WT1, que comprende cultivar células mononucleares de sangre periférica en
presencia del peptido de conformidad con cuaiquiera de (1) a (4), e inducir
celulas T auxiliares especificas de WT1 a partir de las células mononucleares
de sangre periférica;

(15) Un kit para inducir las células T auxiliares especificas de
WT1, que comprende, como ingrediente esencial, el péptido de conformidad
con cualquiera de (1) a (4);

(16) Un kit para prevenir o tratar un céncer, que comprende,
como ingrediente esencial, el péptido de conformidad con cualquiera de (1) a
(4), el polinucledtido de conformidad con (5), o el vector de conformidad con
(6);

(17) Un método para determinar la presencia o la cantidad de
ceélulas T auxiliares especificas de WT1 en un sujeto que tiene la molécula de
MHC clase Il de conformidad con (3) o {4); el método comprende las etapas
de:

(a) hacer reaccionar el péptido de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4 con una muestra derivada del sujeto, y después

(b) determinar la presencia o la cantidad de citoquina incluida en

la muestra.

Efectos de la_invencién

De conformidad con la presente invencion, se pueden obtener
los péptidos auxiliares de WT1 que se unen a varias clases de moiéculas de
MHC clase Ii, tales como DRB1*0101, DRB1*0405, DRB1*0802, DRB1*0803,

DRB1*0901, DRB1*1201, DRB1*1403, DRB1*1501, DRB1*1502, DPB1*0201,
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DPB170202, DPB1*0402, DPB1*0501, DPB1*0901, DQB1*0301, DQB1*0302,
DQB1*0401, DQB.1*0501, DQB1*0601, DQB1*0602 y DRB50102, y una
composicion farmacéutica para el tratamiento/prevencion de cancer que
comprende los mismos y similares. En consecuencia, es posible inducir
células T auxiliares especificas de WT1 in vivo e in vitro en una variedad
significativamente amplia de sujetos {en particular, una poblacién grande de
japoneses que tienen las moléculas mencionadas anteriormente). Puesto que
las células T auxiliares especificas e WT1 son inducidas por la presente
invencién, también es posible activar las células T y las células B

efectivamente en los canceres que expresan WT1 en niveles altos.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra los resultados de las mediciones de la
proliferacion celular después de que cada linea de células T especificas del
péptido generada por la pulsado de tres clases de péptidos (MWT 135, MWT1gs
y mWT124) se estimulé con cada péptido. En la figura, el simbolo -
representa sin estimulacién con el péptido.

La figura 2 muestran los resultados de las mediciones de la
proliferacion celular después de que cada linea de células T especificas del
péptido generada por la pulsado de tres clases de péptidos (MW T 135, mWT 1gg
y mWT1294) se estimuld con cada péptido corespondiente en presencia de un
anticuerpo anti-MHC clase | o Il. En la figura, el simbolo " representa sin
estimulacion con el péptido. El simbolo “cpm” en el eje vertical representa las
cuentas por minuto.

La figura 3 muestra los resultados de las mediciones de la
proliferacion celular de que cada linea de células T especificas del péptido

WT1 correspondiente en las células C1498, las células C1498 se pulsaron con
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las tres clases de péptidos (MWT135, mWT1gs y mWT1004), v las célutas
C1498 se forzaron a expresar la proteina de WT1. El simbolo “cpm” en el gje
vertical representa las cuentas por minuto.

La figura 4 muestra los resultados de las mediciones de la
capacidad de produccion de IFNy en cada linea de células T especificas del
péptido generada por la pulsado de tres clases de péptidos (MWT 135, mMWT 145
Y MWT12g4).

La figura 5 muestra los resultados de las mediciones de la
actividad citotoxica de CTL de tres clases de péptidos (mWT135, mWT1gs, ¥
mWT124). Un circulo negro indica los resultados de los experimentos que se
realizaron por el uso de células RMAS pulsadas con el péptido WT11
(péptido restringido de MHC clase 1). Un circulo blanco indica los resultados
de los experimentos que se realizaron por el uso de células RMAS de control.

La figura 6 muestra un diagrama de serie de tiempo en el que se
realizaron un trasplante de un tumor e inmunizacién en el experimento de
trasplante del tumor. Después del trasplante subcutdaneo de las células de
leucemia que expresan WT1 en los ratones, se realizé la inmunizacién con
péptido auxiliar mMWT135 en los dias 7, 14 y 21, y se llevd a cabo la diseccion
en el dia 29. Una flecha vacia blanca hacia abajo indica un punto de tiempo
cuando se administra control (PBS) en forma intradérmica (IFA/30 pl). Una
flecha negra hacia abajo indica un punto de tiempo cuando se administra
péptido auxiliar mMWT135 en forma intradérmica (50 uM/IFA/30ul).

La figura 7 muestra el tamafio de los tumores en ratones
inmunizados con péptidos auxiliares mWT135 v la tasa de poblacion de
ratones no enfermos. En los ratones inmunizados con el péptido auxiliar
mWT135, cuatro de diez no estaban enfermos, a la inversa, en los ratones
inmunizados con el control, no hubo ratones no enfermos entre los nueve

individuos.
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La figura 8 muestra la tasa de supervivencia libre de enfermedad
en los ratones inmunizados con el péptido auxiliar mWT13s.

La figura 9 muestra la actividad citotoxica de una CTL en los
ratones inmunizados con el péptido auxiliar mWT135. Un circulo negro indica
los resultados de los experimentos que se realizaron por el uso de células
RMAS pulsadas con el péptido W12, (péptido de MHCI). Un circulo blanco
indica los resultados de los experimentos que se realizaron por el uso de
células RMAS de control. Los nimeros entre paréntesis representan el
tamano del tumor (mm).

La figura 10 muestra la actividad citotdxica de CTL especifica de
mWT1 en ratones control. Un circulo negro indica los resultados de los
experimentos que se realizaron por el uso de células RMAS pulsadas con el
peptido WT112 péptidos péptido de MHCI). Un circulo blanco indica los
resultados de los experimentos que se realizaron por el uso de células RMAS
de control. Los nameros entre paréntesis representan el tamafio del tumor
(mm).

La figura 11 muestra la actividad citotdxica de CTL especifica del
peptido mWT142 (izquierda) y el porcentaje células T positivas al tetramero de
WT1426 (derecha) por la administracion del péptido de mWT13s.

La figura 12 muestra los resultados de las mediciones de la
proliferacion celular causada por la estimulacion del péptidoc de WT135 en las
células mononucleares de sangre periférica de sujetos sanos que tienen cada
molécula de MHC clase 1.

La figura 13 muestra los resultados de las mediciones de la
proliferacion celular cuando un receptor (PBMC derivados de sujetos sanos
positivos para DRB1*0101/0405, DPB1*0201/0402 y DQB1*0401/0501 (sujeto
sano A)) se tratd con un estimulador (PBMC derivados de sujetos sanos

positivos para DRB1*0405/0901, DPB1*0201/0501 y DQB1*0303/0401 (sujeto
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sano B)).E! eje vertical representa la cantidad de 3H-timidina incorporada
(cpm). El eje horizontal representa los tipos de diversos anticuerpos afiadidos
(sin anticuerpo, anticuerpo anti-HLA-DR, anticuerpo anti-HLA-DP, y anticuerpo
anti-HLA-DQ).

La figura 14 muestra los resultados de las mediciones de la
proliferacion celular cuando un receptor (PBMC derivados de sujetos sanos
positivos para DRB1*0101/0405, DPB1*0201/0402 y DQB1*0401/0501 (sujeto
sano A)) se traté con un estimulador (PBMC derivadas de sujetos sanos
positivos para DRB1*0405/0803, DPB1*0202/0501 y DQB1*0401/0601 (sujeto
sano G)). El eje vertical representa la cantidad de *H-timidina incorporada
{cpm). El eje horizontal representa los tipos de diversos anticuerpos afadidos
(sin anticuerpo, anticuerpo anti-HLLA-DR, anticuerpo anti-HLA-DP, y anticuerpo
anti-HLA-DQ).

La figura 15 muestra los resultados de las mediciones de la
proliferacion celular cuando un receptor (PBMC derivados de sujetos sanos
positivos para DRB1*0101/0405, DPB1*0201/0402 y DQB1*0401/0501 (sujeto
sano A)) se traté con un estimulador (PBMC derivados de sujetos sanos
positivos para DRB1*0101/0803, DPB1*0501/- y DQB1*0501/0601 (sujeto
sano H)). El eje vertical representa la cantidad de °H-timidina incorporada
(cpm). El eje horizontal representa los tipos de diversos anticuerpos anadidos
(sin anticuerpo, anticuerpo anti-HLA-DR, anticuerpo anti-HLA-DP, y anticuerpo
anti-HLA-DQ).

La figura 16 muestra los resultados de las mediciones de
capacidad de produccién de IFN-y cuando un receptor (PBMC derivados de
sujetos sanos positivos para DRB1*0405/0803, DPB1*0202/0501 vy
DQB1*0401/0601 (sujeto sano G)) se traté con un estimulador (gen de
DQB1*0601 introducido en célula L). El eje vertical representa el porcentaje de

la cantidad IFN-y. El eje horizontal representa la presencia o ausencia de

L
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pulso con el péptido WT1a5 (+ 0 -).

La figura 17 muestra los resultados de las mediciones de la
proliferacion celular cuando un receptor (PBMC derivados de sujetos sanos
positivos para DRB1*1502/1502, DPB1*0201/0901 y DQB1*0601/0601 (sujeto
sano D)) se traté con un estimulador (PBMC derivado del mismo sujeto sano
que el del receptor (es decir, el sujeto sano D)). El eje vertical representa la
cantidad de *H-timidina incorporada (cpm). E! eje horizontal representa los
tipos de diversos anticuerpos afiadidos (sin anticuerpo, anticuerpo anti-HLA-
DR, anticuerpo anti-HLA-DP, y anticuerpo anti-HLA-DQ).

La figura 18 muestra resultados de las mediciones de capacidad
de produccion de IFN-y cuando un receptor (PBMC derivados de sujetos
sanos positivos para DRB1*0101/1501, DPB1*0201/0402 y DQB1*0501/0602
(sujeto sano 1)) se traté con un estimulador (PBMC derivado del mismo sujeto
sano que el del receptor (es decir, el sujeto sano |)). El eje vertical representa
el porcentaje de la cantidad IFN-y. El eje horizontal representa la presencia o

ausencia de pulso con el péptido WT135 (+ 0 -).

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS MODALIDADES PREFERIDAS

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un péptido que
tiene una secuencia de aminoacidos que comprende aminoacidos derivados
de la proteina de WT1 de ratén o humana. El gen WT1 se expresa en alto
nivel, por ejemplo, en tumores de drganos hematopoyéticos tales como
leucemia, sindrome displasico de médula 6sea, mieloma multiple y linfoma
maligno, y en canceres sélidos tales como cancer de estdmago, cancer de
intestino grueso, cancer de pulmoén, cancer de mama, cancer de células
germinales, cancer de higado, cancer de piel, cAncer de vejiga, cancer de

glandula prostatica, cancer uterino, cancer cervical y cancer de ovario. De

07
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esta manera, el péptido de la presente invencion estd presente en grandes
cantidades en las células de cancer que expresan el gen WT1.

El péptido de la presente invencion se refiere a un péptido que
tiene una secuencia de aminoacidos que comprende aminoacidos contiguos
derivados de la proteina de WT1 humana representada en SEQ ID NO: 2, un
peptido que retiene una capacidad de unirse a una molécula de MHC de clase
Il y tiene la capacidad de inducir células T auxiliares especificas de WT1. El
péptido de la presente invencién no estad particularmente limitado con la
secuencia de aminoacidos y la longitud de los péptidos siempre que éstos
tengan |as caracteristicas anteriores. Sin embargo, si el péptido es demasiado
largo, es susceptible a una accidon de proteasa, y si el péptido es demasiado
corto, no se puede unir adecuadamente a un surco de union del péptido. En
consecuencia, la longitud del péptido de la presente invencién es con
preferencia 10-25 aminoécidos, con mas preferencia 15-21 aminoacidos, aun
con mas preferencia 16-20 aminoacidos, por ejemplo, 17 aminoacidos, 18
aminoacidos, o 19 aminoacidos. Ejemplos especificos del péptido de la
presente invencion incluyen un péptido que tiene la secuencia de aminoéacidos
representada en SEQ ID NO: 3; |la secuencia de aminoacidos representada en
SEQ ID NO: 4, la secuencia de aminoacidos representada en SEQ ID NO: 5.

Tambien, el péptido de la presente invencion incluye variantes
de los péptidos anteriores. Las variantes pueden incluir, por ejemplo, una
secuencia de aminoacidos que comprenden varios, por ejemplo, de 1 a 9, con
preferencia de 1 a 5, de 1 a 4, de 1 a 3, con mas preferencia de 1 a 2, y aln
con mas preferencia 1 aminoacido que ha sido sustituido, suprimido o afiadido
en una de las anteriores secuencias de aminoacidos. El aminoacido del
péptido de ta presente invencién puede estar sustituido con cualquier
aminoacido en cualquier posicion. Se prefiere la sustitucién conservadora de

aminoacidos. Por ejemplo, el residuc de Glu se puede sustituir con el residuo
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de Asp, el residuo de Phe se puede sustituir con el residuo de Tyr, el residuo
Leu se puede sustituir con el residuo de lie, el residuo Ala se puede sustituir
con el residuo de Set, el residuo His se puede sustituir con el residuo de Arg.
La adicion o supresion del aminoacido se realiza con preferencia en el
extremo N-terminal y C-terminal del péptido, pero se puede realizar dentro de
la secuencia de aminoacidos. Un ejemplo preferido del péptido de la presente
invencion es un péptido que tiene la SEQ ID NO: 3. Sin embargo, en algunos
casos, la condicion es que el péptido de la presente invencion retenga una
capacidad de unirse a una molécula de MHC de clase Il y tenga la capacidad
de inducir una célula T auxiliar especifica de WT1.

En conexion a esto, la moiécula de MHC de clase Il a la cual se
une el péptido de la presente invencién puede pertenecer a cualquiera de las
subciases de HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP. Con preferencia, la molécula de
MHC de clase |l es una molécula seleccionada del grupo que comprende
DRB1*0101, DRB1*0405, DRB1*0802, DRB1*0803, DRB1*0901, DRB1*1201,
DRB1*1403, DRB1*1501, DRB1*1502, DPB1*0201, DPB1*0202, DPB1*0402,
DPB1*0501, DPB1*0901, DQB1*0301, DQB1*0302, DQB1*0401, DQB1*0501,
DQB1*0601, DQB1*0602, y DRB5*(102. Con mas preferencia, la molécula de
MHC de clase Il es DRB1*0101, DRB1*0405, DRB1*1403, DRB1*1502,
DPB1*0201, DPB1*0202, DPB1*0901, DQB1*0301, DQB1*0601 o
DRB5*0102. Con maxima preferencia, es DRB1*0101, DRB1*0405,
DRB1*1502, DPB1*0201, DPB1*0202, 0 DQB1*0601. Como se describe en la
presente, un péptido que retiene su capacidad de unirse a una molécula de
MHC clase I y que tiene la capacidad de inducir las células T auxiliares
especificas de WT1 se denomina péptido auxiliar de WT1. Ademas, en los
siguientes ejemplos, un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos
representada en SEQ ID No: 3 se denomina péptido WT135, péptido auxiliar o

péptido WT1 a5.
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También, el péptido de la presente invencién es un péptido que
tiene una secuencia de aminoacidos que comprende aminoacidos contiguos
derivados de la proteina de WT1 de raton representada en SEQ ID NO: 1, yla
secuencia de aminoacidos anterior puede ser un péptido (SEQ ID NO: 6) en el
cual un residuo de aminoacido en la posicion 9 de la secuencia de
aminoacidos representada en SEQ ID NO: 4 ha sido sustituido con una
leucina; o a péptido (SEQ ID NO: 7) en el cual el residuo de aminoacido en la
posicion 11 de la secuencia de amino4cidos representada en SEQ ID NO: 5
ha sido sustituido con una serina. Ademas, el péptido de la presente invencion
puede incluir un péptido seleccionado del grupo de las secuencias de
aminoacidos que comprenden varios, por ejemplo, de 1 a 9, con preferencia
de 1 a5, de 1ad4 de1a 3, con mas preferencia de 1 a 2, y con mas
preferencia 1 aminoacido que ha sido sustituido, suprimido o afiadido en la
secuencia de aminoacidos representada en SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 7.
En los siguientes ejemplos, un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos
representada en SEQ ID NO: 6 también se denomina péptido mWT1g 0
peptido auxiliar mWT1g. Y, un péptido que tiene la secuencia de aminoéacidos
representada en SEQ ID NO: 7 también se denomina péptido mWT1294 0
péptido auxiliar mWT1 4.

El péptido de la presente invencién deriva de la proteina de WT1
y puede comprender las anteriores secuencias de aminoécidos contiguas o
puede incluir las mismas. En consecuencia, el péptido de la presente
invencion, por ejemplo, puede ser un péptido que comprende la secuencia de
aminoacidos mencionada anteriormente per se, o una proteina de WT1 que
comprende la secuencia de aminoacidos mencionada anteriormente o una
porcion de esta. También, el péptido de la presente invencién puede ser un
peptido modificado de la secuencia de aminoacidos anterior. Los residuos de

aminoacidos de la secuencia de aminoacidos anterior se puede modificar
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usando métodos conocidos. Dicho péptido modificado puede ser, por ejemplo,
esterificado, alquilado, halogenado, fosforilado, suifonado, amidado en un
grupo funcional de la cadena lateral del residuo de aminoacido. Ademas, el
péptido de la presente invencion se puede ligar a una variedad de sustancias
en el extremo N-terminal y/o C-terminal del péptido que comprende la
secuencia de aminoacidos anterior. Por ejemplo, un amino4cido, un péptido,
un analogo de este y similares se pueden ligar al péptido. Cuando estas
sustancias se ligan al péptido de la presente invencién, las sustancias se
procesan, por ejemplo, con una enzima in vivo, o similares, o por un proceso
tal como procesamiento intracelular. Posteriormente, un péptido que
comprende la secuencia de aminoacidos anterior puede finalmente ser
generado y presenta en la superficie celular como un complejo con una
molécula de MHC clase Il. De este modo, se puede obtener un efecto inductor
de las células T auxiliares. Las sustancias pueden modular la solubilidad del
péptido de la presente invencion. Las sustancias pueden aumentar su
estabilidad tal como la resistencia a la accion de la proteasa. Las sustancias
tambien pueden administrar el péptido de la presente invencién, por ejemplo,
a un tejido/érganc especifico. Ademas, las sustancias pueden tener la
actividad de mejorar la eficiencia de la absorcion de la célula presentadora de
antigeno. También, estas sustancias pueden aumentar la capacidad de
induccion de CTL, y por ejemplo, las sustancias pueden ser un péptido auxiliar
diferente del péptido de la presente invencion.

El péptido de la presente invencion se puede modificar en el
grupo amino del aminoacido N-terminal o el grupo carboxilo del aminoacido C-
terminal. Los ejemplos de un grupo que se pueden usar en [a modificacién del
grupo amino del aminodcido N-terminal incluyen 1 a 3 grupos seleccionados
del grupo alquilo C1, grupo fenilo, grupo cicloalquilo y grupo acilo. Ejemplos

especificos de los grupos acilo incluyen grupo alcanoilo Cys, grupo alcanoilo
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Ci6 sustituido con grupo fenilo, grupo carbonilo sustituido con grupo
cicloalquilo Cs7, grupo alquilsulfonilo Cis, grupo fenilsulfonilo, grupo
alcoxicarbonilo C», grupo alcoxicarbonilo sustituido con grupo fenilo, grupo
carbonilo sustituido con grupo cicloalcoxi Cs.z, grupo fenoxicarbonilo y
similares. Los ejemplos de los péptidos modificados en el grupo carboxilo del
aminoacido C-terminal incluyen ésteres y amidas. Los ejemplos de los ésteres
incluyen ésteres de alquilo Ci.6, ésteres de alquilo Cq.s sustituidos con grupo
fenilo, ésteres de cicloalquilo Cs7 y similares, y ejemplos especificos de las
amidas incluyen amidas, amidas sustituidas con uno o tres grupo alquilo Ci.,
amidas sustituidas con uno o dos grupos alquilo Cqg que estan sustituidos con
grupo fenilo, amidas que forman azacicloalcano de 5 a 7 miembros que
incluyen el atomo de nitrégeno del grupo amida y similares.

También, el péptido modificado de la presente invencién se
puede unir entre los residuos de aminoacidos por enlaces diferentes del
enlace peptidico tal como un enlace carbono-carbono, carbono-nitrégeno o
carbono-azufre. Mas aln, el péptido de la presente invencién puede incluir
uno ¢ mas D-aminoacidos.

Los péptidos modificados y las variantes de la presente
invencion son solo ilustrativos, y los expertos en la técnica pueden suponer,
preparar y emplear facilmente su variacion.

El péptido de la presente invencién se puede sintetizar por un
meétodo generalmente usado en la técnica o un método modificado del mismo.
Dicho metodo de sintesis se describe, por ejemplo, en Peptide Synthesis,
Interscience, New York, 1966; The Proteins, Vol 2, Academic Press Inc., New
York, 1976; Peptide Synthesis, Maruzen Co., Ltd, 1975; Basis and
Experiments of Peptide Synthesis, Maruzen Co., Ltd., 1985; Development of
Medicines (continuacién), Volumen 14, Peptide Synthesis, Hirokawa Shoten,

1991 y similares. . Ademas, el péptido de la presente invencién también se



10

15

20

25

18

puede preparar usando técnicas de ingenieria genética basadas en la
informacion acerca de la secuencia de nucledtidos que codifica el péptido de
la presente invencion. Dichas técnicas de ingenietia genética son bien
conocidas por los expertos en la técnica. Estos métodos se pueden
determinar de conformidad con, por ejemplo, un método descrito en la
bibliografia [Molecular Cloning, T. Maniatis et al., CSH Laboratory (1983), DNA
Cloning, DM. Glover, IRL PRESS (1985)], o que se describe de aqui en
adelante en la presente.

Se puede examinar si el péptido o el péptido candidato de
presente invencion se une o no a la molécula de MHC de clase Il anterior e
induce las células T auxiliares usando, por ejemplo, un método descrito en
Cancer Immunol. Immunother. 51: 271 (2002), o el método descrito en los
ejemplos de esta memoria descriptiva, y otros métodos.

El péptido de la presente invencion es Util para tratar o prevenir
de modo eficiente un cancer, porque el péptido puede activar las células T
auxiliares (células T positivas para CD4) para demostrar la induccion de
diferenciacion y mantenimiento de CTL y la accién de activacion de las células
efectoras tales como macrofagos Por consiguiente, es posible usar el péptido
de la presente invencion para tratamiento o prevencién efectiva de cancer

En ofro aspecto, la presente invencion se refiere a un
polinucledtido que codifica el péptido auxiliar de WT1 (de aqui en adelante
tambien denominado polinucledtido de WT1). El polinucleétido de la presente
invencion puede ser un ADN o ARN. La secuencia base del polinucleétido de
la presente invencidn se puede determinar sobre la base de la secuencia de
aminoacidos del péptido auxiliar de WT1. El polinucledtido se puede preparar,
por ejemplo, por el método de sintesis de ADN o ARN, método de PCR y
similares.

El polinucledtido que codifica el péptido de la presente invencion
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abarca los polinucleétidos que se pueden hibridar con la secuencia
complementaria de dicho polinucleétido en las condiciones rigurosas y que
codifican péptidos que tienen actividades equivalentes al péptido de la
presente invencion. En relacién con "hibrida en la condicion rigurosa’, la
“hibridacién” usada en la presente se puede llevar a cabo de conformidad con
los métodos convencionales descritos en, por ejemplo, Molecular Cloning 22,
edicion, Sambrook J., Frisch E. F., Maniatis T., Cold Spring Harbor Laboratory
press y similares. El término "condiciones rigurosas" significa que la
hibridacion se realiza en una solucién que contiene 6xSSC (10 x SSC = 1.5 M
de NaCl, 1,5 M de citrato trisddico), 50% de formamida a 45°C, seguido por el
lavado en una solucion de 2xSSC a 50°C (Molecular Biology, John Wiley &
Sons, N. Y. (1989), 6.3.1-6.3.6)), o similares.

En otro aspecto mas, la presente invencion se refiere a un vector
de expresién que comprende el polinucledtido anterior {de aqui en adelante
también denominado vector de expresién de WT1). E! tipo de vector de
expresion, la secuencia incluida en la secuencia de polinucledtidos anteriory
similares, se pueden seleccionar apropiadamente de conformidad con el tipo
de huésped en que se introduce el vector de expresion, el propdsito, etc. El
vector de expresion descrito en la presente incluye plasmidos, vectores de
fago, vectores de virus, y similares. Cuando el huésped es Escherichia coli,
los ejemplos de vector incluyen vectores de plasmido tales como pUC118,
pUC119, pBR322, pCR3, y similares; y vectores de fago tales como AZAPI!,
Agt11, y similares. Cuando el huésped es levadura, los ejemplos de vector
incluyen pYES2, pYEUra3, y similares. Cuando el huésped es células de
insecto, los ejemplos de vectores incluyen pAcSGHisNT-A, y similares.
Cuando el huésped es células de animales, los ejemplos de vector incluyen
vectores de plasmido tales como pKCR, pCDM8, pGL2, pcDNA3.1, pRc/RSVY,

pRc/CMV, y similares; y los vectores de virus tales como vector de retrovirus,
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vector de adenovirus, vector de virus adeno-asociado, y similares. El vector de
expresion puede contener opcionalmente un factor tal como un promotor
capaz de inducir la expresion, un gen que codifica una secuencia sefial, un
gen marcador para la seleccién, terminador y similares. Ademas, el vector de
expresion puede contener una secuencia adicional para permitir que el
péptido exprese una proteina de fusién con tiorredoxina, marcador His, GST
(giutation S-transferasa), o similares, de modo de facilitar el aislamiento y la
purificacion. Los vectores que se pueden usar en tal caso incluyen vectores de
proteina de fusién de GST que contienen un promotor apropiado (lac, tac, trc,
trp, CMV, promotor temprano SV40, etc) que actia en las células hospederas
tales como pGEXA4T; vectores que contiene la secuencia Tag (Myc, His, etc)
tales como pcDNA3.1/Myc-His; y vectores capaces de expresar una proteina
de fusion entre tiorredoxina y marcador His tal como (pET32a).

Al administrar el vector de expresién de la presente invencion a
un sujeto, el péptido auxiliar de WT1 se produce in vivo. Posteriormente, el
péptido resultante induce células T auxiliares especificas de WT1, y las
células T auxiliares especificas de WT1 producen varias citoquinas (por
ejemplo, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6 o interferon (IFN} y similares) y promueven la
proliferacion, diferenciacién y maduracion de las células B y otras células T.
En consecuencia, al usar el vector de expresién de WT1 de la presente
invencion, es posible dafiar especificamente las células tumorales que tienen
moléculas de MHC clase | y que expresan WT1 a alto nivel.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un anticuerpo
contra el péptido auxiliar de WT1 o un polinucleétido que codifica el péptido
(de aquf en adelante también denominado anticuerpo WT1). El anticuerpo de
la presente invencidn puede se un anticuerpo policlonal o un anticuerpo
monoclonal. Los métodos para la preparacion de los anticuerpos son bien

conocidos en la técnica y los anticuerpos de la presente invencion se pueden
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preparar de conformidad con cualquiera de los métodos convencionales
(Current protocols in Molecular Biology, Ausubel et al. (ed.) (1987) John Wiley
y Sons. {pub.), seccién 11.12-11.13, Antibodies: A Laboratory Manual, Lane,
H, D. et al,, ed., Cold Spring Harber Laboratory Press, New York 1989).

La presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica
para fratar o prevenir un cancer, que comprende el péptido auxiliar de WT1,
polinucledtido de WT1 o vector de expresién de WT1 descritos anteriormente.
El gen WT1 se expresa a niveles altos, por ejemplo, en tumores del érgano
hematopoyético tales como leucemia, sindrome displasico de médula 6sea,
mieloma multiple. y linfoma maligno, y canceres sélidos tales como cancer de
estomago, cancer de intestino grueso, cancer de pulmoén, cancer de mama,
cancer de células germinales, cancer de higado, cancer de piel, cancer de
vejiga, cancer de glandula prostética, cancer uterino, cancer cervical y cancer
de ovario. En consecuencia, la composicion farmacéutica de la presente
invencion se puede usar para el tratamiento o prevencion de los canceres que
expresan el gen WT1. Cuando la composicion farmacéutica de la presente
invencion se administra a un sujeto que tiene una molécula de MHC clase I,
células T auxiliares especificas de WT1 inducidas por el péptido auxiliar de
WT1 incluido en la composicién farmacéutica producen varias citoquinas (por

ejemplo, IL-2, IL-4, [L-5, IL-6 o interferon (IFN) y similares) y promueven la

- proliferacion, diferenciacion y maduracién de las células B y subconjuntos de

otras celulas T. En consecuencia, al usar el péptido de la presente invencion,
es posible dafar especificamente las células tumorales que tienen moléculas
de MHC clase | y que expresan WT1 en un nivel alto.

Ademas del péptido auxiliar de WT1, el poiinucledtido de WT1 o
vector de expresién de WT1 como ingrediente activo, la composicion
farmacéutica de la presente invencion puede inciuir, por ejemplo, un portador,

un diluyente y similares. El péptido auxiliar de WT1 incluido en la composicion
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farmacéutica de la presente invencién induce las células T auxiliares
especificas de WT1. En consecuencia, a fin de aumentar la eficiencia de la
induccion de las células T auxiliares especificas de WT1, la composicion
farmaceéutica de la presente invencion puede incluir un adyuvante adecuado, o
se puede administrar junto con un adyuvante adecuado. Los adyuvantes
preferidos incluyen, pero sin limitacion, por ejemplo, adyuvante de Freund
completo o incompleto, hidréxido de aluminio y similares. Ademds, la
composicién farmacéutica de la presente invencion puede incluir como
ingrediente activo un péptido antigénico del cancer conocido diferente del
péptido auxiliar de WT1 mencionado anteriormente, por ejemplo, péptido
WT1426 que induce CTL especificas de WT1, o similares (Oka et al, “Cancer
immunotherapy targeting Wilms' tumor gene WT1 product’. Journal of
Immunclogy, 164: 1873-1880, 2000 y Oka et al. “Human cytotoxic T-
lymphocyte responses specific for peptides of the wild-type Wilms' tumor gene
(WT1) product”. Immunogenetics, 51: 99-107, 2000).

Mas aun, la composicién farmacéutica de la presente invencion
se puede administrar en combinacion con un péptido antigénico de cancer
conocido. Por ejemplo, es posible administrar un péptido antigénico de cancer
conocido, por ejemplo, péptido WT1426, antes o después de la administracion
de la composicién farmacéutica de la presente invencién. La composicion
farmacéutica de la presente invencion tiene la caracteristica de activar las
celulas B y otras células T por induccidn de las células T auxiliares especificas
de WT1. En consecuencia, es posible mejorar adicionalmente la actividad de
las CTL inducidas por la administracion de un péptido antigénico de cancer
conocido, y aumentar marcadamente los efectos del tratamiento.

Un método de administracion para la composicién farmacéutica
de la presente invencion se puede seleccionar apropiadamente de

conformidad con condiciones tales como el tipo de enfermedad, el estado del
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sujeto y el sitio especifico. Los métodos de administracién incluyen, pero sin
limitacién, por ejemplo, administracion intradérmica, administracion
subcutanea, administracion intramuscular, administracién intravenosa,
administracién nasal, administracion oral y similares. Ademas, los métodos de
administracién pueden ser terapia de células linfoides o terapia DC (células
dendriticas). Las cantidades de péptido incluido en la composicion
farmacéutica de la presente invencion, la forma de dosis de la composicion
farmacéutica, la frecuencia de administracién y similares se pueden
seleccionar apropiadamente de conformidad con condiciones tales como el
tipo de enfermedad, el estado del sujeto y el sitio especifico. En general, la
cantidad de peptido por administracion es 0.0001 mg a 1000 mg y con
preferencia 0.001 mg a 10000 mg.

En otro aspecto, la presente invencidon se refiere a un método
para tratar o prevenir un cancer, que comprende administrar una dosis
efectiva de la composicion farmacéutica a un sujeto que tiene la molécula de
MHC clase Il descripta anteriormente. Cualquiera de los canceres se puede
tratar o prevenir con la presente invencidén, siempre que los canceres
expresen el gen WT1. Los canceres incluyen, por ejemplo, tumores de 6rgano
hematopoyético tales como leucemia, sindrome displasico de médula osea,
mieloma multiple y linfoma maligno, y canceres solidos tales como cancer de
estbmago, cancer de intestino grueso, cancer de pulmén, cancer de mama,
cancer de células germinales, cancer de higado, cancer de piel, cancer de
vejiga, cancer de glandula prostética, cancer uterino, cancer cervical y cancer
de ovario. |

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

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere al uso



10

15

20

25

24

de un péptido auxiliar de WT1 para la preparacion de una composicién
farmacéutica para tratar o prevenir a cancer.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere al uso
de un polinucleétido de WT1 o un vector de expresion de WT1 para la
preparacion de una composicién farmacéutica que comprende el
polinucledtido de WT1 o vector de expresion de WTH.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a células que
comprenden el péptido auxiliar de WT1, polinucleétido de WT1 o vector de
expresion de WT1. Las células de la presente invencién se pueden preparar
por la transformaciéon de células hospederas tales como Escherichia coli,
levadura, células de insecto o células de animales con el vector de expresién
anterior. El método para introducir un vector de expresion en células
hospederas se puede usar por la seleccidon apropiada de varios métodos. El
péptido de la presente invencién también se puede preparar por el cultivo de
las células transformadas y recuperacion/purificacién del péptido auxiliar de
WT1 producido.

En otro aspecto adicional, la presente invencién se refiere a
células presentadoras de antigeno (por ejemplo, células dendriticas, céluias
linfoides B, macréfagos, etc.), que despliegan el péptido auxiliar de WT1 por
medio de la molecula de MHC clase II. Las células presentadoras de antigeno
de la presente invencion son inducidas por el péptido auxiliar de WT1. Por
medio de [as células presentadoras de antigeno de la presente invencion, se
inducen eficientemente las células T auxiliares especificas de WT1.

En otro aspecto adicional, la presente invencién se refiere a un
método para inducir células presentadoras de antigeno que despliegan un
peéptido auxiliar de WT1 por medio de una molécula de MHC clase I, que
comprende cultivar las células presentadoras de antigeno inmaduras en

presencia de a péptido auxiliar de WT1 para inducir a células presentadoras
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de antigeno que presenten un péptido auxiliar de WT1 por medio de la
molécula de MHC clase Il a partir de células presentadoras de antigeno
inmadura. Como se describe en la presente especificacion, las células
presentadoras de antigeno inmadura significan células que pueden madurar
en células presentadoras de antigeno, tales como células dendriticas, células
linfoides B y macréfagos. Las células presentadoras de antigeno inmaduras
pueden derivar de cualquier sujeto siempre que el sujeto tenga 'a molécula de
MHC clase Il. Las células presentadoras de antigeno inmaduras se incluyen
en, por ejemplo, las células mononucleares de sangre periférica y similares.
En consecuencia, dichas céiulas se pueden cultivar en presencia del péptido
auxiliar de WT1 mencionado anteriormente.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método
para ftratar o prevenir un cancer que comprende administrar células
presentadoras de antigeno que despliegan un péptido auxiliar de WT1 por
medio de la molécula de MHC clase Il a un sujeto que tiene la misma
molécula que la molécula de MHC clase Il. El método de administracién para
las celulas presentadoras de antigeno se puede seleccionar apropiadamente
de conformidad con condiciones tales como el tipo de enfermedad, el estado
del sujeto y el sitio blanco. Los métodos incluyen, pero sin limitacion, por
ejemplo,  administracion  intravenosa,  administracion  intradérmica,
administracién subcutanea, administracion intramuscular, administracion
nasal, administracion oral y similares.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método
para prevenir o tratar cancer, que comprende inducir células presentadoras de
antigeno que despliegan un péptido auxiliar de WT1 por medio de la molécula
de MHC clase I, que es un método que comprende las etapas de

(a) hacer reaccionar un acido nucleico que tiene la secuencia de

nucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos de la proteina de WT1
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(SEQ ID NO: 2) o una secuencia parcial de esta, o con el péptido auxiliar de
WT1 mencionado anteriormente con una muestra,

(b) obtener células presentadoras de antigeno que despliegan el
peptido auxiliar de WT1 por medio de la molécula de MHC clase Il de la
muestra, y

(c) administrar las células presentadoras de antigeno a un sujeto
que tiene la misma molécula que la molécula de MHC clase .

Se puede usar cualquiera de las muestras del método siempre
que exista la posibilidad de que incluya una célula linfoide o una célula
dendritica. Por ejemplo, las muestras incluyen la muestra derivada del sujeto
tal como sangre, soluciones de cultivo celular y similares. La reaccion del
método anterior se puede llevar a cabo mediante medios convencionales y
con preferencia, se puede llevar a cabo usando electroporacion. Las células
presentadoras de antigeno se puede obtener usando métodos conocidos por
los expertos en la técnica. Las condiciones de cultivo de las células de la
muestra en cada etapa pueden ser determinadas apropiadamente por los
expertos en la técnica. El método de administracion de células presentadoras
de antigeno puede ser el que se describié anteriormente.

En un aspecto adicional, la presente invenciéon se refiere a
células T auxiliares especificas de WT1 inducidas por el anterior péptido
auxiliar de WT1. Las células T auxiliares de la presente invencion reconocen
el complejo compuesto de un péptido auxiliar de WT1 y una molécula de MHC
clase I, y experimenta induccion, broliferacién y activacion. Las células T
auxiliares especificas de WT1 activadas producen citoquinas tales como iL-2,
IL-4, IL-5, IL-6 o interferén (IFN) y promueven la proliferacién, diferenciacion y
maduracién de las células B y un subconjunto de otras células T. En
consecuencia, por medio de las celulas T auxiliares de la presente invencion,

es posibie dafar especificamente una célula tumoral que tiene una molécuia
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de MHC clase | y que expresa WT1 en un nivel alto.

En ofro aspecto, la presente invencion se refiere a un método
para inducir células T auxiliares especificas de WT1, que comprende cultivar
células mononucleares de sangre periférica en presencia de a péptido auxiliar
de WT1 para inducir células T auxiliares especificas de WT1 a partir de las
células mononucleares de sangre periférica. Las células mononucleares de
sangre periférica pueden derivar de cualquier sujeto siempre que el sujeto
tenga la molécula de MHC clase II. Al cultivar las células mononucleares de
sangre periférica en presencia de un péptido auxiliar de WT1, se inducen las
celulas T auxiliares especificas de WT1 a partir de una célula precursora de la
célula T auxiliar precursor en las células mononucleares de sangre periférica.
Al administrar las células T auxiliares especificas de WT1 obtenidas de
conformidad con la presente invencion a un sujeto que tiene la molécula de
MHC clase Hl, se puede tratar o prevenir un tumor de 6rgano hematopoyético o
un cancer solido en el sujeto. Como se describe en la presente, las células
mononucleares de sangre periférica incluyen células presentadoras de
antigenos inmaduras que son precursoras de las células presentadoras de
antigeno (por ejemplo, precursores de célula dendritica, célula linfoide B,
macrofago y similares). Las células presentadoras de antigeno inmaduras se
incluyen en, por ejemplo, células mononucleares de sangre periférica y
similares. Dichas células se pueden cultivar en presencia del péptido auxiliar
de WT1.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un kit para
inducir células T auxiliares especificas de WT1, que comprende el péptido
auxiliar de WT1 como ingrediente esencial. Con preferencia, el kit se usa en el
metodo para inducir las células T auxiliares especificas de WT1. Ademas del
peptido auxiliar de WT1, el kit de la presente invencion puede contener, por

ejemplo, un medio para obtener las células mononucleares de sangre
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periférica, un adyuvante, un recipiente de reaccién, y similares. En general, se
adjunta un manual del usuario con el kit. Al usar el kit de la presente
invencion, se puede inducir eficientemente las células T auxiliares especificas
de WT1.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método
para tratar o prevenir un cancer, que comprende administrar las células T
auxiliares especificas de WT1 a un sujeto que tiene la molécula de MHC clase
Il. El método de administracion para las células T auxiliares especificas de
WT1 se puede seleccionar adecuadamente de conformidad con condiciones
tales como el tipo de enfermedad, el estado del sujeto y el sitic especifico. El
metodo de administracién incluye, pero sin limitacion, por ejemplo,
administracién intravenosa, administraciéon intradérmica, administracion
subcutanea, administracion intramuscular, administracién nasal,
administracion oral y similares.

Ademas, la presente invencion se refiere a un kit para prevenir o
tratar un cancer, que comprende el péptido auxiliar de WT1, el polinuclestido
de WT1 o el vector de expresion de WT1 como ingrediente esencial. El kit
induce células presentadoras de antigeno que despliegan el péptido auxiliar
de WT1 por medio de la molécula de MHC clase !l. Ademas del ingrediente
esencial descrito anteriormente, el kit de la presente invencién puede
contener, por ejemplo, medios para obtener una muestra, recipiente de
reaccion y similares. En general, se adjunta un manual del usuario con el kit.
Al usar el kit de la presente invencion, se puedes obtener eficientemente
células presentadoras de antigeno que despliegan el péptido auxiliar de WT1
por medio de la molécula de MHC clase Il. Ademas, al administrar las células
presentadoras de antigeno, se puede prevenir o tratar un cancer.

En otro aspecto, la presente invencidn se refiere a un método

para determinar la presencia o las cantidades de células T auxiliares
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especificas de WT1 en un sujeto que tiene la molécula de MHC clase I, que
es un metodo que comprende las etapas de

(a) hacer reaccionar un complejo compuesto del péptido auxiliar
de WT1y la molécula de MHC clase Il con una muestra derivada del sujeto; y

(b) examinar la presencia o las cantidades de células T
auxiliares que reconocen el complejo incluido en la muestra.

Se puede usar cualquiera de las muestras derivadas del sujeto
siempre que tengan la posibilidad de incluir células linfoides y, por ejemplo,
pueden incluir fluidos corporales tales como sangre y linfa, tejido y similares.
El complejo compuesto de la célula T auxiliar de WT1 y la molécula de MHC
clase Il puede formar, por ejemplo, un tetrdmero, un pentamero y similares por
medio de los métodos conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo,
el método de biotina-estreptavidina, etc. La presencia o las cantidades de
celulas T auxiliares que reconocen dichos complejos se determinar con
métodos que son conocidos por los expertos en la técnica. En este aspecto de
la presente invencién, los complejos se pueden marcar. Se puede usar como
marcador, marcadores bien conocidos tales como marcadores fluorescentes y
marcadores radioactivos. Por la marcacién de los complejos, se determina en
forma sencilla e inmediata la presencia o las cantidades de células T
auxiliares. Por medio de los métodos de este aspecto de la presente
invencion, se hace posible el diagndstico, pronéstico y similares de los
canceres.

Por consiguiente, la presente invencidon también provee una
composicion que comprende un complejo compuesto del péptido auxiliar de
WT1 y la molécula de MHC clase Il, para determinar la presencia o las
cantidades de células T auxiliares especificas de WT1 en un sujeto que tiene
la molécula de MHC clase 1l anterior.

También, la presente invencién provee un kit para determinar la
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presencia o las cantidades de células T auxiliares especificas de WT1 en un
sujeto que tiene la molécula de MHC clase Il, que comprende un complejo
compuesto del péptido auxiliar de WT1 y la molécula de MHC clase |I.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un
método para determinar la presencia o las cantidades de células T auxiliares
especificas de WT1 en un sujeto que tiene la molécula de MHC clase Il, que
es un método que comprende las etapas de

(a) hacer reaccionar el péptido auxiliar de WT1 con una muestra
extraida del sujeto; v,

(b) examinar la presencia o las cantidades de citoquinas incluida
en la muestra.

Se puede usar cualquiera de las muestras extraidas del sujeto
siempre que tengan la posibilidad de que comprendan células linfoides, e
incluyen, por ejemplo, células mononucleares de sangre periférica, sangre,
fluidos corporales, tejidos y otros, con preferencia a células mononucleares de
sangre periférica. La reaccién de la etapa anterior (a) se puede llevar a cabo
en la muestra extraida del sujeto usando un método general para el péptido
auxiliar de WT1 anterior. Las condiciones de cultivo de las células de las
muestras en cada etapa pueden ser determinadas adecuadamente por los
expertos en la técnica. La presencia o las cantidades de citoquina incluidas en
la muestra se pueden medir por métodos que son conocidos por los expertos
en la técnica. Las citoquinas pueden haber sido extraidas de las células T
auxiliares, tales como interferon v e interleuquina 10. En este modo de la
presente invencion, se pueden marcar las citoquinas. Como un marcador, se
pueden usar marcadores conocidos tales como marcadores fluorescentes y
marcadores radioactivos. Al usar la presencia o las cantidades de citoquinas
como un indice, se puede examinar en forma facil y rapida la presencia o las

cantidades de células T auxiliares especificas de WT1.
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En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a un
meétodo para obtener células T auxiliares especificas de WT1 usando un
complejo compuesto de un péptido auxiliar de WT1 y la molécula de MHC
clase ll, que es un método que comprende las etapas de:

(a) hacer reaccionar el complejo con una muestra,

(b) obtener una célula T auxiliar que reconoce el complejo
incluido en la muestra.

El complejo compuesto de un péptido auxiliar de WT1 y la
molecula de MHC clase Il es el que se describid antes. Se puede usar
cualquier muestra siempre que existe la posibilidad de que incluya una célula
linfoide. Las muestras pueden incluir, por ejemplo, una muestra extraida de un
sujeto tal como sangre, soluciones de cultivo de células y similares. Las
células T auxiliares que reconocen el complejo se pueden obtener usando
meétodos conocidos por los expertos en la técnica tales como FACS y MACS.
Las células T auxiliares especificas de WT1 obtenidas se cultivan y se pueden
usar para el tratamiento o la prevencion de varios canceres.

En consecuencia, la presente invencion se refiere
adicionalmente a células T auxiliares especificas de WT1 que se pueden
obtener por el método para obtener células T auxiliares especificas de WT1
usando un complejo compuesto de un péptido auxiliar de WT1 y la molécula
de MHC clase |I.

Mas aun, la presente invencion se refiere a un kit para obtener
celulas T auxiliares especificas de WT1 que comprenden un complejo
compuesto de un péptido auxiliar de WT1 y la molécula de MHC clase |I.

En otro aspecto adicional, la presente invencidn se refiere a un
método para diagnosticar un cancer usando células T auxiliares especificas
de WT1, células presentadoras de antigeno que presentan un péptido auxiliar

de WT1 por medio de la molécula de MHC clase I, o el anticuerpo WT1. Con
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preferencia, se usan céiulas T auxiliares especificas de WT1 en el método de
la presente invencién. Es posible diagnosticar céncer, por ejemplo, por la
incubacion de células T auxiliares, células presentadoras de antigeno o el
anticuerpo con una muestra extraida de un sujeto que tiene la molécula de
MHC clase Il, o por la administracién de células T auxiliares, células
presentadoras de antigeno o el anticuerpo a un sujeto que tiene la molécula
de MHC clase Il, y la posterior determinacién, por ejemplo, de la ubicacion,
sitio, cantidad y similares de las células T auxiliares, las células presentadoras
de antigeno o el anticuerpo. Las células T auxiliares, células presentadoras de
antigeno o anticuerpo se pueden marcar. Por la marcacion de estos, se puede
realizar eficientemente el método de la presente invencién.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un kit para
diagnosticar cancer que comprende las células T auxiliares especificas de
WT1, las células presentadoras de antigeno que despliegan un péptido
auxiliar de WT1 por medio de la molécula de MHC clase Il, o un anticuerpo
contra el péptido auxiliar de WT1 o un anticuerpo contra el polinucleétido que
codifica el péptido como ingrediente esencial.

La presente invencion se describirda de manera especifica y se
describira en detaile a continuacion por medio de ejemplos, pero éstos no

deben interpretarse como limitantes de |la presente invencion.

EJEMPLO 1

Seleccion del péptido WT1 candidato de unién a moléculas de MHC

clase Il

A fin de seleccionar las secuencias de péptidos que se unen a
una molécula de MHC clase I, se usé un método mostrado por Rammensee

et al. (Rammensee et al, Immunogenetics 41: 178-228,1995). En forma
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especifica, se realizé la seleccidon por medio de los programas dados en la
columna derecha del cuadro en combinacion con las reglas por Rammensee
et al. Por este método, los péptidos WT135 se limitaron a las secuencias de
peptidos como se muestra en los cuadros 1 y 2, los péptidos WT1s5 a las
secuencias de péptido mostradas en los cuadros 3 y 4, y los péptidos WT 1,44,
a las secuencias de péptido mostradas en los cuadros 5 y 6. En los cuadros 1
a 6, la columna izquierda muestra la "adecuacién" como una secuencia de
péptidos candidatos. El gran nimero de circulos indica la mayor adecuacion a
las reglas por Rammensee et al. Ninguna marca muestra mala adecuacion.
También, el grupo de aminoécidos entre paréntesis en la columna "secuencias
de péptidos candidatos de unién a la molécula de MHC clase II" en los
cuadros 1 a 6 indica que se puede seleccionar cualquiera de los aminoacidos
del grupo de aminoacidos listados en el paréntesis. Por ejemplo, la
descripcién [FLM] significa cualquiera de los aminoacidos F, L y M. También,
la descripcion [VY| (AL)] significa que tanto alguno de los aminoacidos V, Y e |
como algunos de los aminoacidos A y L. x indica que puede ser cualquier
aminoacido. El "nombre del programa” en la columna derecha significa el

programa usado para listar secuencias de péptidos candidatos.



CUADRO 1

Secuencias de péptidos candidatos de unién a varias moléculas de MHC de clase Il (péptidos

AdeCuscin Especie de molcula de MHCclase It Secuencia de péntitios candidatos de unioh a molécula de MHC clase It — nomkre del programa 3
OO0 DPAT02/DPBI*0201 [FLMVWYToexEFUMY Jax (AMV] SYFPEITHI -
DPA1+0103/DPB1+0201 DYLVFKIx[DSQTIx[YPWVIxx[LvI] . o Marsh2000,Chicx1997
Q  DPAIXN03/DPBI+0201 [FLMIxexfFLBx{IA] . Marsh2000,Rotzschko1994
O DPA1+0201/DPB1+0401 (FLYMUVA oo [FLY(MVIA) Jax[VYKAL)Y Marsh2000°
O DPA140201/DPB1+040i (FLYMIVA]xxxxx[FLYMVIA]xx[VYIAL] SYFPEITHI
DPA1+201/0PB1+0901 [RIQoxxxlAGLELV] : - ’ Marsh2000
DPB140301 *{RTxsoixonx Marsh2060
DQAT#0101/0QB1£0501 [UxxLYFW] . Marsh2000
©  DOAI*0102/DQB1+0602 oo [LIVIAPSTI(AGSTILIVP)) - Marsh2000
O ' DOAI+0301/DQBI+0301 lAGSTIx[AVLE . Marsh2000
DGAT+0301/DAB1+0301 [OEWIx[AGSTIACLM) . . SYFPEITHL
DOAI+0301/DQBI+0202 [RKIxxxx[AGIxENED] : © Marsh2000
Q  DOAI*0301/DQ [YSW]: [RE] i - SYFPEITHI
QOO DQAI*0501/D0B1%0201 [FWYILVIx[DELVIH]x[PDE(MIEDIEYWVILM) . : Marsh2000 |
QOO DGAI*1501/DQBI*0201 [FWYILVIx[DELVIR]x[PDEHPA]DEIMFWYILYM] SYFPEITHI
OO0 DGAI*0501/D0B1#0301 [FYIMLV DV LIMY e [YEMLVI) . . MarshZOUO
O DQAI*0501/DOB 10301 WYAYMBAITAIVTSTox[QN] - YFPETTHI
000 DaB1+0602 . [AFGILMNQSTVWYDE]X[AFGILMNQSTVW’YCDE][AFG[LMNQSTVWY]xB_NAPST]n[ASTGLlVP] SYFPEITHE
O0Q DREI1*1101 : . IYFWLIMVALxx[LMAIVNI [AGSTCPIxx [LAIVNFYMW] Marsh2000
00O DRE14010} CrVEFIAMWI [LAIVMNOAGSTCPIxx [LAIVMFY} . : SYFPEITH
DRB1+0102 VMl fALMIMAGSTCPLxEILAMYW] Marsh2000 -
DRB1+0102 (HLVMIxxfALMIXIAGS TPhex[ILAMYW] SYFPEITHL
DRB1+0301 TLIFMV ) (DIx{KREEGN))x[LITYLF} Marsh2000 Mateherok 1993
DRBI+0301 (LIFMV] e DIAKREGN)x[YLF) . SYFPEITH!
DRB1+0301 o  DRB3+0201 [FILVY}x[DNGT] * o . Marsh2000,Chicz1992
DRBI%0401 [FLVIxeooxx[NQST) Marsh2600
QOO DRBI#0401 o  DRB4 [FYWILVM]xx FWKLVAOE]xlNSTQHR]xx[K] . . Marsh2000.Friede 1996
O DRBIS0M01 ‘o  DRB4+0101 [Fywxxixxxx[ST] Marshi2000,Verreck] 995
QGO DRB120401 o  DRB4+0101 [FYWILVMxx{ PMLVADE]x[NsToHR][DEHKNQRSTVACILMV]x[DEHKNonsTYACILMV] SYFPEITH!
DRB120402 o DRB4 (VILM] oY FWILMRNHIXINS TORK)x[RKHNG P}«(H] Marsh2000
DRBI#0402 © DRB¢ (VlLM]xx[YFWlLMRN]x[NOSTK][RKHNOP]x[DEHLNQRSWCII..MVHA] SYFPEITHI
QO DRBis0404 o  DRB4 VILMIxx[FYWILVMADE){INTSQR] (K] Marsh2000
OO DRB1H0404 o DRB4 IVILMIxx[FYWILVMADELNTSQR]xx{K) SYFPEITHL
QOO DRBI*0405 o DRB4 EFYWVILM]xx[VILMDE]«[NSTQKD)xxx{DEQ] Marsh2000
QOO DRBI*0405 o DRB4 EFYWVILM [ VILMDE]«[NSTQKD)xxx{DEQ) SYFPEITHI
DRB1#0405 o  DRB4+0101 EYJuox[VidodD) Marsh2000
OOO DRB1#0407 o ORB4 [PYwhoAVTKIXINTDSIxux{QN] Marsh2000
OO0 DRBI#407 ©

DRB4 [FewlxAVKIxINTDS Jxxx[QN] SYFPEITHI

e



CUADRO 2

Secuencias de péptidos candidatos de unién a varias moléculas de MHC de clase !l (péptidos

WT155)

Adecuacién _Especles de molécula MHC clase I

DRB1+070¢
- O DRBI*070}
DRB1 080}
O  DRBI1+0907
OOQ ORBI*090f

OO0 DRBI*1101°

OO0 DRBI*H10T
. DRBI*1101
QOQ DRBI*t104
OO0 DRBI*1104
DRB1#1201
DRBI*120)
DRB 11367
DRB1¥1301

PRB1#1302
DRB1#1302
DRB1#1302
DRB1*1501
. DREI*1501
DRE1#1501
DRB3#0202
DRB3%0202
DRB_S#OSO’I
DRBI#0301
OO DRBS*OLOL
OO DRB5*101

QOO0 0O 00 oo .

DRB1%¥1301-

o o

DRB4*0101

DRBA+0101

[FILVYLexxxINST)
[FYWILV]xx[DEHKNQRS TYIXINS T]xx[VILYF)
[FILVY]xooe[HKR]

[YFWL}xx[AS)

IWYFLIxx[AVS] ;

PYF Il VMAFY Ix(RKHIxx[AGSP?
[WYFIxx(LYMAFY 3xRKH]xx [AGSP]

DRB3#0202 [YFIxxxx{RKIx[RK]

ORB3
DRE3

DRB3+010t

DRB3+#1301

DRB3*¥0101

[ILVIxelLYMAFYIx{RKH]xx[ AGSP?

[ILVhod L VMAFYIAIRKH] X {AGSP} .
{LFYOVDIXENMVAY VY (FING Jiox Y EMOV
[LFYVIXEMNVA [ VYFINATRKEYFMIV)
AVFIx{YWLVAM]xHKI%x[YFAST].

DLV IRLVMAWY)x[RK]xx[YFAST]

QLW o [RK]xx{Y
LYFVAIL[YWLYAM]x[RK)xx[YFAST]
LYFVAxx[LVMAWY]X[RK]xx[YFAST]
(LFYDxxxx[RKIxxl Y]

LV FYTxxULVMF]
ILVOxx[FYDexQLYMF] -

DLV Dxixos o HKR]
LYFILIxx[N)x[ASPDE] xx[ LVISG]
LYFILIod N [ASPDE x| LVISG]

ELVixx NIx[ASPDE]xx{ILV]

(L Vx| N]x[ASPOE]xILV]

 [FYLMIx QVIM)xxxx[RK]

[FYLM]XX[GWM]xxxx[RK]

Secuencla de péptidos candidatos de urisn a. molécula de MHC clase Il

nombre de programa

Marsh2600
SYFPEITHI
Marsh2000
Marsh2000
SYFPEITH)
Marsh2000
SYFPEITHI
Marsh2600
Marsh2000
SYFPEFHI
Marsh2000
SYFPEITHL
Marsh 2600
SYFPEITHI
Marsh2000
Marsh2000
SYFPEITHI
Marsh2000
Marsh2000
SYFPEITHI
Marah2000
Marsh2000
SYFPEITHI
MarshZ000
SYFPEITH)
Marsh2000
SYFPEITHI

Se

R



CUADRO 3

Secuencias de péptidos candidatos de union a varias moléculas de MHC de clase [l

«cuacion Especies de moté

00

000

000
jelele]
o}
[eléle}
Ccoo
o
efels]
QO
ee]e]
000
000

[ale]

o0
000
000

" nombre de programa

DPA1+0102, #0201 N Meo' shZGn0
DPA140102/DPB1 #0201 ~x=xELMY] -x-x [LAMV) SYFPE(T=E
DPA|+0103/ DPB1~0201 DPw2  {FLM -x-x-*—{FL}-c-x-{14] Marsh2400
DPA1+0103/DPB$<0201 DPW2  IYLVFK)x x-DSQT] =~ (YFWV]x——L\V M sh2000
DPA1+0103/DPR1+0201 DPW2  unkmown : SYFPEITHI
DPA1+0103/DPRI20201 0Pw?  uaknown SYFPEITHE
DPA1+0201/0PRY-0401 idarsh2isdn
DPA14020) /DI’ B 140401 % -4~ {FLYMVIA]- SYEPEITHS
LIPAT+D201,/DPB10AN % [AGL)-x-%—{LV] Marsh2i3DD
brPa1+03a1 DPw8  s-iRfex wax xoa-x March200D
DPE1+030+ DPw3  desconocido SYFPEITHL
DOAIX)101/DGR 40501 DOS) {Ll=x-xe e YFW] Marsh2000
DOAIXOMIDOBI*SHT  DAE)  desconocido SYFPEITIY
DOAIX0102/D0OE140602 boslrs IVAPST) x-x |AGS TILIVP) Mars5h2000
DOAIF0301; 008140301 DR 3) Tx={avol MarshiZ000
DOAI+03C1/DORI*03A1 DO {AGTT = (A SYFPEITH
DOAIYO3I/DGRI¥0302 DR Massh 2300
DOAIY0301/DGE 140302 DQBLA) coxe SYFPEITHI
0QMI*501/D0B140201  DOZ ELVIH)-x~[PDRM, -[FYmvILM Y Marsh2000
SOAIA0501/008 140241 D02 OELVIH]-«-[PDEHPAI-DE]-x~[FWYILVI] SYFPEITRE
DQAI#0531/008 #0301 DO73) [FYIMLVI- 2 -x- x VL IMY % -(YFMLV(? Marsh2000
LQA #0501 /DB 140301 Y (WY AVM]- xoe- TA-x-[AVTS]-x-x-%~[QN] SYFPEITHE
DQB1+0602 LAFCILMNOSTYWYDE]-x—{AFGILMNGS TYWY CDE]- AFGILMNQS FVWY - -|LIVAPS Thx- xTASTGLIVD, SYFPLITHE
DRB1+010Y LYFWLIMVA)- x- L MAIVN]~x- {ACGS TOR b= x=x—{LAIVNIYMY: Marsh2300
DRAT+010§ LYVLFIAMWE~x=x TLAIVMNOT -x fAGS T G f-x- 1~ [LAIVNFY) SYFPEITH
CRE #0102 (LM} -x -2 ALMI-x-[AGS TCR- HMarsh2000
DRA1+0102 *—[AGSTP)-x SYFPEITIL
LRE1+0301 Marsh2000
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CUADRO 4
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Enseguida, se seleccionaron los péptidos de WT1 candidatos de
los cuadros 1 a 6 por observacion visual. Los péptidos que se muestran en el
siguiente cuadro 7 se identificaron como péptidos candidatos deseables para
las moléculas de MHC clase Il. Como se describe a continuacién, se

analizaron las funciones reales para estos péptidos.

CUADRO 7

Identificacion del candidato de péptido de la molécula de MHC clase Il de

raton

WT13s WAPVLDFAPPGASAYGSL {SEQ IDNO:3) 18 mer PM 1819.01
WT1ee EQCLSAFTLHFSGQFTC (SEQ'ID NO: §): 17 mer PM 1944.01

WT1294. FRGIQDVRRVEGVAPTLVR [SEQ IDNO:7) 19 mer PM 2126.48

Preparacion de iineas celulares especificas del péptido WT1 vy

medicion de la capacidad de proliferacién celular

En primer lugar, los péptidos WT1 se emulsionaron con
adyuvante de Freund incompleto (Montanide ISA51) y posteriormente, 100
ug/raton de cada péptido WT1 se inyectaron por via intradérmica a ratones. La
inmunizacidn se realizé tres veces por semana, una semana después de la
ultima inmunizaciéon se extirpd el bazo y se prepararon las células del bazo.
Las células del bazo se estimularon con el mismo péptido WT1 que se usd en
la inmunizacién de cada ratén tres veces en intervalos de 10 dias usando las
células del bazo de ratones irradiados y no inmunizados como estimuladores.
Después, la cuarta estimulacion se llevé a cabo usando células del bazo de
ratones no inmunizados, que se pulsaron con cada péptido {péptido WT13s,
WT1gs 0 WT1204) como se muestra en el cuadro 7 y posteriormente, se

determiné la respuesta proiiferativa para cada estimulador con experimentos

S
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de la incorporacion de *H usando las células de bazo de los ratones irradiados
y no inmunizados como estimuladores. El péptido de OVA (ovoalbdmina), que
es irrelevante para los péptidos WT1, se usé6 como péptido control. Como
resultado, las células del bazo del raton inmunizadas con un péptido WT13s,
péptido WT1gs y péptido WT124 respondieron cada una al estimulador
pulsado con un péptido WT135, un péptido WT1g © un péptido WT1,qs,
respectivamente, y proliferaron (figura 1A a 1C).

Como se describié anteriormente, las células del bazo se
pulsaron con cada péptido de WT1 tres veces con intervalos de 10 dias in
vitro usando las células del bazo de ratones irradiados y no inmunizados como
estimuladores. En [a cuarta estimulacion, las células del bazo se pulsaron con
el peptido anterior. Cuando se determind la respuesta proliferativa a cada
estimulador con experimentos de incorporacién de *H usando las células del
bazo de los ratones irradiados y no inmunizados como estimuladores, se
afadi6 anticuerpo de MHC clase | (anticuerpo D®) o anticuerpo de MHC clase
Il (anticuerpo A°) a la solucién de cultivo para medir la incorporacién del *H.
Como resultado, 1as respuestas de proliferacion a los estimuladores pulsados
con el peptido WT135, el péptido WT1gs y el péptido WT1,94 respectivos se
suprimieron por la adicion del anticuerpo de MHC clase Il (figuras 2A a 2C).

Como se describié antes, las células del bazo se pulsaron con
cada péptido de WT1 in vifro tres veces con intervalos de 10 dias usando las
células del bazo de los ratones irradiados y no inmunizados como
estimuladores. Las células C1498 irradiadas que no expresan la proteina de
WT1, las células C1498 se pulsaron con cada péptidc de WT1 que se
describié anteriormente, o las células C1498 obtenidas para expresar la
proteina de WT1 por la introduccion del gen WT1, se usaron como
estimuladores para medir la respuesta de proliferacién por la incorporacién de

®H. Como resultado, las respuestas de proliferacion se produjeron en las



10

15

20

25

42

celulas C1498 pulsadas con el mismo péptido de WT1 que el péptido de WT1
inmunizado in vivo y las células C1498 obtenidas para expresar la proteina de
WT1 por la introduccion del gen WT1 (figura 3). Esto reveld que el péptido
WT135, el péptido WT1gs y el péptido WT1a4 se generaron por el
procesamiento intracelular de |a proteina de WT1 enddgena y se presentaron
en las moléculas de MHC clase Il. En consecuencia, esto indica que las tres
clases de péptidos de WT1 son péptidos de WT1 restringidos para MHC de

clase Il.

Medicién de |a capacidad de produccion de IFNy

Como se describid anteriormente, las células del bazo se
pulsaron con cada péptido de WT1 tres veces con intervalos de 10 dias in
vitro usando las células del bazo de los ratones irradiados y no inmunizados
como estimuladores. Posteriormente, se midieron las concentraciones de IFN-
v € IL-4 en le sobrenadante del cultivo usando un kit de ELISA (BIOSOURCE
Immunoassay Kit, Invitrogen). Como resultado, las células del bazo de dos
ratones separados respondieron a las células del bazo de los ratones
iradiados y no inmunizados que se pulsaron con cada péptido de WT1.
Posteriormente, las células del bazo produjeron interferén y, pero no
produjeron interleuquina 4 (figura 4). Esto indica que las tres clases de
peptidos de WT1 inducen una actividad de las células T auxiliares especificas

de WT1 que pertenecen al tipo Th1.

EJEMPLO 2

Medicion de células T citotoxicas especificas de WT1 (CTL)

Los ratones se inmunizaron tres veces con el péptido WT1426

(MHC clase I) solo, el péptido WT1425 (MHC clase 1) + el péptido WT135 (MHC

Y
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clase II), el péptido WT125 (MHC clase 1) + el péptido WT1gs (MHC clase I}, o
el péptido WT1126 (MHC clase ) + el péptido WT1,94 (MHC clase ), y se
prepararon las celulas del bazo de los ratones. A los seis dias después de
estimular las células de bazo con el péptido WT156 (MHC clase |) una vez in
vitro, se ensaya la actividad citotoxica usando las células de RMAS pulsadas
con el peptido WT1426 (MHC clase 1) como célula blanco. Como control, se
usaron las células de RMAS no pulsadas con el péptido WT 1426 (MHC clase [).
Como resultado, las células del bazo del ratén inmunizade con el péptido
WT1426 (MHC clase I) + el péptido auxiliar de WT1 (MHC clase 1) indujeron
celulas T citotoxicas especificas de WT1 mas fuertemente en comparacion
con las celulas del bazo del ratén inmunizado con el péptido WT 142 (MHC
clase 1) solo (figura 5). Esto ilustra que las tres clases de péptidos de WT1

(MHC clase II) son péptidos auxiliares especificos de WT1.

EJEMPLO 3

Experimento de implante del tumor

Células de leucemia C1498 que expresan WT1 se implantaron
en forma subcutanea a ratones en una proporcion de 2,5 x 10° células por
raton. Una semana después, se administrd por via intradérmica una vez por
semana un total de tres veces, 50 ug/ratdén del péptido auxiliar WT135 con
adyuvante de Freund incompleto (figura 6). Como control, se administré por
via intradérmica solucion fisiolégica en vez del péptido auxiliar WT135 con
adyuvante de Freund incompleto. Mediante mediciones sucesivas del
diametro del tumor subcutdneo, se calculd |la tasa de supervivencia sin
enfermedad hasta 29 dias después del implante subcutaneo. Como resultado,
en el grupo control, los tumores se expandieron en todos los animales. A la

inversa, en el grupo inmunizado con el péptido auxiliar WT135 {MHC clase II),
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el crecimiento del tumor se suprimid por completo en cuatro de diez animales
(figura 7). Se observé una diferencia significativa (p < 0,05) entre el grupo
inmunizado con el péptido auxiliar WT 135 y el grupo control (figura 8). Esto
indica que el péptido auxiliar WT135 (MHC clase [1) es un péptido de WT1 que
tiene una capacidad de inducir inmunidad tumoral in vivo.

A continuacion, se disecaron ratones 29 dias después de que
comenzo el experimento anterior. Se extirpo el bazo, y las células del bazo se
usaron para analizar la respuesta inmune especifica de WT1. En breves
palabras, en la diseccién de ratones del grupo inmunizado con el péptido
auxiliar WT135 (MHC clase Il) y el grupo control, se extirpé el bazo para
preparar las células del bazo. Las células del bazo se estimularon una vez con
el peptido WT142s (MHC clase ). A 6 dias a partir de este momento, se midio
la actividad citotéiica de las células del bazo usando las células de RMAS
pulsadas con el péptido de WT145 (MHC clase 1) como una célula blanco.
Como control, se usaron células de RMAS para medir la actividad citotoxica
de las células de bazo. Como resultado, en los ratones del grupo inmunizado
con el péptido auxiliar WT13s (MHC clase Hl), se indujeron las células T
citotoxicas especificas de WT1 en los cuatro animales (figura 9). Mientras
tanto, en tres ratones del grupo control, las células T citotdxicas especificas de
WT1 se indujeron en forma extremadamente débiles (figura 10). En un animal,
no se observaron celulas citotdxicas especificas de WT1. En efecto, la
induccion de las células citotéxicas especificas de WT1 en los ratones del
grupo control fue menor que en el grupo inmunizado con el péptido auxiliar
WT135 (MHC clase II) (figuras 9 y 10). Esto muestra que las células T
auxiliares especificas de WT1 inducidas con la administracion del péptido
auxiliar de clase Il WT135, y que las células T citotoxicas especificas de WT1,
que fueron inducidas en la respuesta inmune a la proteina de WT1 expresada

por las células tumorales trasplantadas, proliferaron fuertemente in vivo por
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dichas células T auxiliares especificas de WT1. Este resultado indica la
utilidad del péptido auxiliar WT13s.

Enseguida, se analiz6 la citdlisis especifica en los ratones
anteriores del grupo inmunizado con péptido auxiliar WT135 (MHC clase 1} y el
grupo control. En pocas palabras, se definié la lisis especifica (%) como el
grado de citolisis (%) obtenido al sustraer la tasa de citélisis (%) cuando las
células de RMAS actuaron como célula bianco a partir de la tasa de citdlisis
(%) cuando las células de RMAS pulsadas con el péptido WT125 (MHC clase
I} actud como célula blanco en el experimento anterior (figura 11, izquierda).
Ademas, las células del bazo preparadas anteriormente y el tetramero de WT1
marcado con fluorescencia (H-2Db WT1 Tetramer-RFMPNAPYL-PE) se
incubaron a 4°C durante 20 minutos, se lavaron, luego se tiferon con
anticuerpo CD3 marcado con fluorescencia y anticuerpo CD8, se lavaron
nuevamente, y analizaron por FACS, Las células positivas a CD3, positivas a
CD8, positivas al tetrdmero WT1 se definieron como células citotoxicas
especificas de WT1 (figura 11, derecha). Como resultado, la lisis especifica de
las celulas del bazo del grupo de inmunizado con el péptido auxiliar WT135
(MHC clase II) fue significativamente mayor que la de un ratén del grupo
control (p<0,05). Esto indica que se indujeron las células T citotoxicas

especificas de WT1 (figura 11).
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EJEMPLO 4

Medicion de la capacidad de proliferacién de las células T citotoxicas

especificas de WT1 (CTL) en seres humanos

Las células mononucleares de sangre periférica se prepararon a
partir de seis sujetos sanos que tenian moléculas de la subclase DRB1,
DPB1, DQB1 o DRB5 como se muestra en la figura 12. El péptido auxiliar
WT135 se afadié a las células mononucleares de sangre periférica, que se
cultivaron durante una semana. Posteriormente, las células mononucleares de
sangre periférica se pulsaron con el péptido auxiliar WT135. Las células se
estimularon en forma semanal durante un total de cuatro veces usando
células mononucleares de sangre periférica irradiadas de la persona idéntica
como estimuladores. A los 6 dias, se analiza la incorporacién de °H. Las
células mononucleares de sangre periférica respondieron al péptido auxiliar
WT135 y proliferaron en los seis sujetos sanos (figura 12). Esto demostré que
el péptido auxiliar WT13s tiene la funcidn de unidn a la molécula HLA de clase
Il e induccién de una respuesta de proliferacion. Ademas, como se muestra en
el cuadro 8, el péptido WT1g y el péptido WT 1294 de raton difieren del péptido
WT1gs (SEQ ID NO: 4) y el péptido WT1,g4 (SEQ ID NO: 5) humanos en una
secuencia de aminoacidos en la ubicacién de los péptidos encerrados en el

rectangulo.
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CUADRO 8

Diferencias en secuencias entre los péptidos WT135, WT155 ¥ WT 1294 €n

seres humanos v ratones

mWT135 raton  WAPVLDFAPPGASAYGSL (SEQIDNO :3) 18- mer
hWT 135  humano WAPVLDFAPPGASAYGSL ( SEQIDNO :3 )

MWT186  ratén EQCLSAFTFSGGFI’G(SEQIDNO:B) 17 - mer
hWT188 humano EQCLSAFTIVHFSGQFTG (SEQIDNO 4 )

mWT1294 raton FRGQJVRRVGVAPTLVR (SEQIDNO 7 )19 - mer
hWT 1284 humano FRGIQDVRRV|P|GVAPTLVR (SEQIDNO 5)

EJEMPLO 5

La molécula de HLA de clase Il restrictiva del péptido WT13s

Para determinar las moléculas de HLA de clase |l restrictiva del
péptido WT135, los inventores realizaron los siguientes experimentos usando
métodos bien conocidos en la técnica, como se describe a continuacion. En
primer lugar, las células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
derivadas de un sujeto sano [sujeto sano positivo para DRB1*0101/0405,
DPB1*0201/0402 y DQB1*0401/0501 (de aqui en adelante denominado
"sujeto sano A")] se estimuié con péptido WT1;5 cinco veces para preparar un
receptor. Luego, los PBMC derivados de otro sujeto sano [sujeto sano positivo
para DRB1*0405/0901, DPB1*0201/0501 y DQB1*0303/0401 (de aqui en
adelante denominado "sujeto sano B")] que tiene diferente tipo de MHC clase
Il del sujeto sano A se pulsé con el péptido WT135 para obtener un
estimulador. Y, se determind la proliferacién celular [la cantidad de *H-timidina
incorporada (cpm)). La determinacién se realizé en {a condicién de la ausencia
de un anticuerpo, una adicién de un anticuerpo anti-HLA-DR (+a-DR), una

adicion de un anticuerpo anti-HLA-DP (+a-DP), o una adicién de un anticuerpo
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anti-HLA-DQ (+a-DQ). Si el receptor y el estimulador son positivos a tipo HLA
clase Il y tienen tipo HLA clase Il com(n, se considera al péptido WT135 como
péptido restringido de la molécula de HLA clase Il comun. El resultado
experimental mostrd que la proliferacién celular se suprimié con ia adicién de
un anticuerpo anti-HLA-DR, como se muestra en la figura 13, en forma
adicional, el sujeto sano A y el B tienen en comin que son positivos para
DRB1*0405. En consecuencia, el experimento anterior indica que el péptido
WT135 es restringido para DRB1*0405.

Enseguida, con la excepcién del derivado de PBMC dé un sujeto
sano diferente [sujeto sano positivo para DRB1*0405/0803, DPB1*0202/0501
y DQB1*0401/0601 (de aqui en adelante en la presente, denominado "sujeto
sano G")] del sujeto sano A que se usé como un estimulador, el experimento
se realizd en las mismas condiciones que el experimento anterior. El resultado
experimental mostrd que la proliferacion celular se suprimié en la condicién de
una adicion de un anticuerpo anti-HLA-DR o un anticuerpo anti-HLA-DP, como
se muestra en la figura 14 en forma adicional, los sujetos sanos A y G tienen
en comun que son positivos para DRB1*0405, DPB1*0201 y DPB1*0202
(DPB1°0201 y DPB1°0202 tienen altas semejanzas y muestran una reaccion
cruzada). En consecuencia, el anterior experimento indica que el péptido
WT135 esta restringido en DRB1*0405-, DPB1*0201-, y DPB1*0202.

Enseguida, con la excepcion de que los PBMC derivados de un
sujeto sano diferente [sujetos sanos positivos para DRB1*0101/0803,
DPB1*0501/- y DQB1*0501/0601 (de aqui en adelante, denominado "sujeto
sano H")] del sujeto sano A se usdé como un estimulador, el exﬁerimento se
realizé en las mismas condiciones que el experimento anterior. El resultado
experimental mostro que la proliferacién celular se suprimié en la condicion de
una adicién de un anticuerpe anti-HLA-DR, como se muestra en la fig. 15 en

forma adicional, los sujetos sanos A y H tienen en comun que son positivos
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para DRB1*0101. En consecuencia, el anterior experimento indica el péptido
WT135 es restringido para DRB1°0101.

Mas aln, para determinar la molécula de MHC de clase I
restrictiva del péptido de WT135, los PBMC derivados del sujeto sano G se
usaron como receptor y las células L con el gen de DQB1*0601 introducido se
us6é como un estimulador. Se midio la diferencia de la cantidad de IFN-y en
presencia y ausencia del pulso con el péptido de WT135 en la célula L. Se
midié el porcentaje de produccion de IFN-y intracelular usando FACS que es
conocido en la tecnica. El resultado mostré que el receptor se activd por
pulsado de ia célula L con el péptido WT135, como se muestra en la figura 16
esto indica que el péptido WT135 es restringido para DQB1*0601.

Enseguida, el anterior experimento se realizd usando el mismo
sujeto sano como un receptor y un estimulador. El siguiente cuadro 9 se
sintetiza para los tipos de moléculas de HLA de clase Il de los sujetos sanos

usados en el presente experimento.

CUADRO 9

Tipos de moléculas de HLA de clase |l de sujetos sanos usados en el

presente experimento

No desujetos  DRaf DPB1 DQB1
A ‘010110405  -0201/0402 040110501
B ‘0406/0901  *0201/0601  “0303/0401
C ‘080211201 020110501  *0301/0302
D *150211502  *020110501 060110601
E -0405/0901 020200601 030310401
F 140311502  *0201/0901 030110601
G “0406I0B03  *020200601  *0401/0604
H *010110RN3 =0s01! - *0sM1in6n1

bk



10

15

20

25

50

Como resultado, cuando se realizé el experimento anterior
usando los PBMC derivados de los sujetos sanos A-E, disminuy6 la cantidad
de *H-timidina incorporada (com) en la condicion de una adicion de un
anticuerpo anti-HLA-DR o un anticuerpo anti-HLA-DP. Esto indica que se
suprimié la proliferacion celular. Ademas, cuando se usaron los PBMC
derivados del sujeto sano F, la proliferacién celular se suprimié en la condicién
de una adicidon de un anticuerpo anti-HLA-DR. Ademas, cuando se usaron los
PBMC derivados del sujeto sano G, la proliferacion celular se suprimid en la
condicién de una adicién de un anticuerpo anti-HLA-DP. Por medio del
experimento que usa el sujeto sano A, se indica que el péptido WT135 esta
restringido para DRB1*0101- o DRB1*0405 vy restringido para DPB1*0201- o
DPB170402. Por medio del experimento que usa el sujeto sano B, se indica
que el péptido WT13s esta restringido para DRB1*0405- o DRB1*0901 vy
restringido para DPB1*0201 o DPB1*0501. Por medio del experimento que
usa el sujeto sano C, se indica que el péptido WT135 esta restringido
DRB1*0802 o DRB1*1201 y restringido para DPB1*0201 o DPB1*0501. Por
medio del experimento que usa el sujeto sano D, se indica que el péptido
WT13 esta restringido para DRB1*1502 porque el gen de DRB1*1502 es
homocigota (fig. 17). En forma adicional, se indica que el péptido WT135 esta
restringido para DPB1*0201 o DPB1*0901. Por medio del experimento que
usa el sujeto sano E, se indica que el péptido WT135 esta restringido para
DRB1*0405 o DRB1*0901 y restringido DPB1*0202 o DPB1*0505. Por medio

del experimento que usa el sujeto sano F, se indica que el péptido WT135 esta
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restringido para DRB1*1403 o restringido para DRB1*1502. Por medio dei
experimento que usa el sujeto sano G, se indica que el péptido WT135 esta
restringido para DPB1*0202- o0 DPB1*0501.

También, se midio la diferencia de la cantidad de IFN-y en
presencia y ausencia del pulsc con el péptido WT135 usando las PBMC
derivadas del sujeto sano | como un receptor y un estimulador Se midio el
porcentaje de produccién de IFN-y intracelular usando el FACS que es
conocido en la técnica. El resultado mostré que el porcentaje de la cantidad de
IFN-y estaba significativamente aumentado por el pulsado con el péptido
WT135, como se muestra en la figura 18. Se indica que el péptido WT135 esta
restringido para DRB1*0101-, DRB1*1501-, DPB1*0201-, DPB1*0402-,

DQB1*0501-, o DQB1*0602

Aplicabilidad industrial

La presente invencion provee un péptido WT1 que es restringido
a muchos tipos de péptidos WT1 de moléculas de MHC clase I, un
polinucledtido que codifica el péptido, una composicion farmacéutica que
comprende las mismos y similares. En consecuencia, las presentes
invenciones se pueden usar en el campo de farmacia, por ejemplo, en el
campo de desarrollo y preparacién de farmacos profilacticos o terapéuticos
para una variedad de tumores de drgano hematopoyético y tumores sélidos
que expresan el gen WT1 en niveles altos.

[Texto libre de listado de secuencias)

’
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NOVEDAD DE LA INVENCION

REIVINDICACIONES

1.- Un peptido que tiene una secuencia de aminoacidos que
consiste de amino&cidos contiguos derivados de una proteina de WT1 e para
induce células T auxiliares especificas de WT1 por unién a una molécula de
MHC clase I, en donde la secuencia de aminoacidos se selecciona del grupo
que consiste de: (a) la secuencia de aminoacidos representada en SEQ ID
NO: 3; (b) la secuencia de aminoacidos representada en SEQ ID NO: 4; (c) la
secuencia de aminoacidos representada en SEQ ID NO: 5; y (d) una
secuencia de aminoacidos que tiene uno o varios aminoacidos que son
sustituidos, suprimidos o adicionados en las secuencias de aminoacidos
indicadas en (a) a (c).

2.- El péptido de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizado ademas porque la secuencia de aminoacidos es la secuencia de
aminodcidos representada en SEQ ID NO: 3.

3.- El péptido de conformidad con la reivindicacion 1 & 2,
caracterizado ademas porque la molécula de MHC clase Il se selecciona del
grupo que consiste de DRB1*0101, DRB1*0405, DRB1*0802, DRB1*0803,
DRB1*0901, DRB1*1201, DRB1*1403, DRB1*1501, DRB1*1502, DPB1*0201,
DPB1*0202, DPB1*0402, DPB1*0501, DPB1*0901, DQB1*0301, DQB1*0302,
DQB1*0401, DQB1*0501, DQB1*0601, DQB1*0602, y DRB5*0102.

4.- El péptido de conformidad con la reivindicacion 1 6 2,
caracterizado ademas porque la molécula de MHC de clase |l se selecciona
del grupo que consiste de DRB1*0101, DRB1*0405, DRB1*1502, DPB1*0201,
DPB1*0202, y DQB1*0601.

5. - Un polinucleétido que codifica el péptido de cualquiera de las

b7
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reivindicaciones 1 a 4.

6.- Un vector de expresidn que comprende el polinucledtido de la
reivindicacion 5.

7.- Un anticuerpo contra el péptido de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 o el polinucleétido de la reivindicacion 5.

8.- Una composicion farmacéutica para tratar o prevenir un
cancer, que comprende el péptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
el polinucledtido de la reivindicacion 5 o el vector de la reivindicacion 6.

9.- Un método para tratar o prevenir un cancer, que comprende
administrar una dosis efectiva del péptido de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, el polinucledtido de la reivindicacion 5 o el vector de la
reivindicacién 6, a un sujeto que tiene ia molécula de MHC de clase Il de la
reivindicacion 3 6 4.

10.- El uso del péptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a
4, el polinuclestido de la reivindicacion 5 o el vector de la reivindicacion 6,
para el tratamiento o prevencion de cancer.

11.- Celulas presentadoras de antigeno que despliegan el
peptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 por medio de la molécula
de MHC de clase Il de las reivindicaciones 3 6 4.

12.- Un método para inducir células presentadoras de antigeno,
que comprende: cultivar células presentadoras de antigeno inmaduras en
presencia del péptido de cualquiera de [as reivindicaciones 1 a 4, e inducir
celulas presentadoras de antigeno que despliegan el péptido por medio de la
molécula de MHC de clase Il de las reivindicaciones 3 6 4, a partir de las
células presentadoras de antigeno inmaduras.

13.- Células T auxiliares especificas de WT1 que son inducidas
por el péptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

14.- Un método para inducir células T auxiliares especificas de



10

15

54

WT1, que comprende: cultivar células mononucleares de sangre periférica en
presencia del péptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, e inducir las
células T auxiliares especificas de WT1 a partir de las células mononucleares
de sangre periférica.

15.- Un kit para inducir células T auxiliares especificas de WT1,
que comprende, como ingrediente esencial, el péptido de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.

16.- Un kit para prevenir o tratar cancer, el kit comprendiendo,
como un ingrediente esencial, el péptido de cualquiera de las reivindicaciones
1 a 4, el polinucledtido de Ia reivindicacion 5, o el vector de la reivindicacion 6.

17.- Un método para determinar la presencia o la cantidad de
células T auxiliares especificas de WT1 en un sujeto que tiene la molécula de
MHC clase Il de las reivindicaciones 3 6 4, el método comprendiendo las
etapas: (a) hacer reaccionar el péptido de cualquiera de las reivindicaciones 1
a 4 con una muestra derivada del sujeto, y después (b) examinar la presencia

0 la cantidad de citoquina incluida en la muestra.

2
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RESUMEN DE LA INVENCION
La presente invencion se refiere a un péptido de WT1 que tiene
una secuencia de aminoacidos que consiste de aminoacidos contiguos
5 derivados de una proteina WT1 e induce células T auxiliares especificas de

WT1 por la unién de una molécula de MHC clase 1, una composicion

farmacéutica que comprende las mismas y similares.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12

cpm

200000 -
[ Estimutacién det péptido W T135 ()

150000 -
Bl Estimulacion det peptido WT135 (#)

L

DRB1 1403 0405 0405 0802 0405 1602
1902 0803 0801 1201 0901 1502

DPB1 0201 0202 0201 0201 6202 0201
0s01 0501 0501 0501 0501 0801

DQB1 0301 0401 0301 0601
0601 0601 0302 0601
DRBS 0102

0102




13

Figura 13

J000
2000 —
1000

0

WI i +aDR +aDP +3-DQ

F -
[=]
[=]
[=-]

3. timidina incorporada (cpm)

14

T
G
c
-t
o

3000

2500

2000

1500

1000

500

3Y- timidina incorporada (cpm)

WIr13% +-DR +a-DP +a-DQ



14

Figura 15
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Solicitante: International Institute of Cancer Immunclogy, Inc.

<120> Titulo de la invencidn: Péptido auxiliar del antigenc del céncer
<130> Nimero de referencia: 669667
<150> Namerc de solicitud previa: JP 2009-105286
<151> Fecha de presentacidén de la solicitud previa: 2009-04-23
<160> Numeros de secuencias: 8
<170> Software: PatentlIn vergién 3.2
<«210> SEQ ID NO: 1
<211> Longitud: 449
<212> Tipo: PRT
«213> Organismo: Mus musculusg
<400> Secuencia: 1
Met Gly Ser Asp Val Arg Asp Leu Asn Ala Leu Leu Pro Ala Val Ser
1 5 10 15
Ser Leu Gly Gly Gly Gly Gly Gly Cys Gly Leu Pro Val Ser Gly Ala
20 25 30
Arg Gln Trp Ala Pro Val Leu Asp Phe Ala Pro Pro Gly Ala Ser Ala
35 40 ' 45
Tyr Gly Ser Leu Gly Gly Pro Ala Pro Pro Pro Ala Pro Pro Pro Pro
50 55 60
Pro Pro Pro Pro His Ser Phe Ile Lys Gln Glu Pro Ser Trp Gly Gly
65 70 75 80
Ala Glu Pro His Glu Glu Gln Cys Leu Ser Ala Phe Thr Leu His Phe
85 90 85
Ser Gly Gln Phe Thr Gly Thr Ala Gly Ala Cys Arg Tyr Gly Pro Phe
100 105 110
Gly Pro Pro Pro Pro Ser Gln Ala Ser Ser Gly Gln Ala Arg Met Phe
115 120 125
Pro Asn Ala Pro Tyr Leu Pro Ser Cys Leu Glu Ser Gln Pro Thr Ile
130 135 140
Arg Asn Gln Gly Tyr Ser Thr Val Thr Phe Asp Gly Ala Pro Sexr Tyr
145 150 155 160

Gly His Thr Pro Ser His His Ala Ala Gln Phe Pro Asn His Ser Phe



Lys

Tyr

Cys

Asn

225

Met

Ser

Ser

His

Gly

305

Arg

Leu

Tyr

Gln

Cys

3185

His

Arg

Arg

His

Ser

Thr

210

Len

Asn

Val

Glu

Thr

290

val

Pro

Ser

Gln

Leu

370

Lys

Thr

Trp

His

Glu

val

185

Gly

Tyr

Leu

Lys

Asn

275

Hisg

Ala

Phe

His

Cys

355

Lys

Thr

Arg

His

His

435

Asp

180

Pro

Ser

Gln

Gly

Trp

260

Hig

Gly

Pro

Met

Leu

340

Asp

Arg

Cys

Thr

Ser

420

Asn

165

Pro

Pro

Gln

Met

Ala

245

Thr

Thr

Val

Thr

Cys

325

Gln

Phe

His

Gln

His

405

Cys

Met

Met

Pro

Ala

Thr

230

Thr

Glu

Ala

Fhe

Leu

310

Ala

Met

Lys

Gln

Arg

390

Thr

Gln

His

Gly

val

Leu

215

Ser

Leu

Gly

Pro

Arg

295

val

Tyr

His

Asp

Arg

375

Lys

Gly

Lys

Gln

Gln

TYyr

200

Leu

Gln

Lys

Gln

Ile

280

Gly

Arg

Pro

Ser

Cys

360

Arg

Phe

Lys

Lys

Arg

440

Gln

185

Gly

Leu

Leu

Gly

Ser

265

Leu

Ile

Ser

Gly

Arg

345

Glu

Ser

Thr

Phe

425

Asn

170

Gly

Cys

Arg

Glu

Met

250

Asn

Cys

Gln

Ala

Cys

330

Lys

Arg

Thr

Arg

Ser

410

Ala

Met

Ser

His

Thr

Cys

235

Ala

His

Gly

Asp

Ser

315

Asn

His

Arg

Gly

Ser

395

Glu

Arg

Thr

Leu

Thr

Pro

220

Met

Ala

Gly

Ala

Val

300

Glu

Lys

Thr

Phe

Val

380

Asp

Lys

Ser

Lys

Gly

Pro

205

Tyr

Thr

Gly

Ile

Gln

285

Arg

Thr

Arg

Gly

Ser

365

Lys

His

Pro

Asp

Leu

445

Glu

150

Thr

Ser

Trp

Ser

Gly

270

Tyr

Arg

Ser

Tyr

Glu

350

Arg

Pro

Leu

Phe

Glu

430

His

175

Gln

Asp

Ser

Asn

Ser

255

Tyr

Arg

Val

Glu

Phe

335

Lys

Ser

Phe

Lys

Ser

415

Leu

vVal

Gln

Ser

Asp

Gln

240

Sexr

Glu

Ile

Ser

Lys

320

Lys

Pro

AsSp

Gln

Thr

400

Cys

Val

Ala



Leu

<210>

<211l>

<212>

<213 >

<400>

Tipo:

Longitud:

SEQ ID NO: 2

449

PRT

Organismo:

Secuencia:

Met Gly Ser Asp

1

Ser

Gln

Gly

Pro

65

Ala

Ser

Gly

Pro

Arg

145

Gly

Lys

Tyr

Cys

Leu

Txp

Ser

50

Pro

Glu

Gly

Pro

Asn

130

Asn

Hisg

His

Ser

Thr

210

Gly

Ala

35

Leu

Pro

Pro

Gln

Pro

115

Ala

Gln

Thr

Glu

Val

195

Gly

Gly

20

Pro

Gly

Pro

His

Phe

100

Pro

Pro

Gly

Pro

Asp

180

Pro

Ser

Homo sapiens

2

Val

Gly

vVal

Gly

His

Glu

85

Thr

Pro

Tyr

Tvr

Ser

165

Pro

Pro

Gln

Arg

Gly

Leu

Pro

Ser

70

Glu

Gly

Ser

Leu

Ser

150

His

Met

Preoc

Ala

ASp

Gly

Asp

Ala

55

Phe

Gln

Thr

Gln

Pro

135

Thr

His

Gly

Val

Leu

215

Leu

Cys

Phe

40

Pro

Ile

Cys

Ala

Ala

120

Ser

Val

Ala

Gln

Tyr
200

Leu

Asn

Ala

25

Ala

Pro

Lys

Leu

Gly

105

Ser

Cys

Thr

Ala

Gln

185

Gly

Leu

Ala

10

Leu

Pro

Pro

Gln

Ser

90

Ala

Ser

Leu

Phe

Gln

170

Gly

Cys

Arg

Leu

Pro

Pro

Ala

Glu

75

Ala

Cys

Gly

Glu

Asp

155

Phe

Ser

His

Thr

Leu

Val

Gly

Pro

60

Pro

Phe

Arg

Gln

Ser

140

Gly

Pro

Leu

Thr

Pro

220

Pro

Ser

Ala

45

Pro

Ser

Thr

Tyr

Ala

125

Gln

Thyr

Asn

Gly

Pro

205

Tyr

Ala

Gly

30

Ser

Pro

Trp

Val

Gly

110

Arg

Pro

Pro

His

Glu

190

Thr

Ser

Val

15

Ala

Ala

Pro

Gly

His

95

Pro

Met

Ala

Ser

Ser

175

Gln

Asp

Ser

Pro

Ala

Tyr

Pro

Gly

80

Phe

Phe

Phe

Ile

Tyr

160

Phe

Gln

Ser

Asp



Asn

225

Met

Ser

Ser

His

Gly

305

Arg

Leu

Tyr

Gln

Cys

385

His

Arg

Arg

Leu

<210>

<21l>

<212>

<213>

<400>

Leu

Asn

val

Asp

Thr

290

val

Pro

Ser

Gln

Leu

370

Lys

Thr

Trp

His

Tyr

Leu

Lys

Asn

275

His

Ala

Phe

His

Cys

355

Lys

Thr

Arg

Pro

His

435

Tipo:

Gln

Gly

Trp

260

His

Gly

Pro

Met

Leu

340

Asp

Arg

Cys

Thr

Ser

420

Asn

SEQ ID NO:

Longitud:

Met

Ala

245

Thr

Thr

Val

Thr

Cys

325

Gln

Phe

His

Gln

His

405

Cys

Met

3

18

PRT

Organismo:

Secuencia:

Thr

230

Thr

Glu

Thr

Phe

Leu

310

Ala

Met

Lys

Gln

Arg

390

Thr

Gln

His

Ser

Leu

Gly

Pro

Arg

295

Val

Tyx

His

Asp

Arg

375

Lys

Gly

Lys

Gln

Gln

Lys

Gln

Ile

280

Gly

Arg

Pro

Ser

Cys

360

Arg

Phe

Lys

Lys

Arg

440

Homo sapiens

3

Leu

Gly

Ser

265

Leu

ile

Ser

Gly

Arg

345

Glu

His

Ser

Thr

Phe

425

Asn

Glu

Val

250

Asn

Cys

Gln

Ala

Cys

330

Lys

Arg

Thr

Axg

Ser

410

Ala

Met

Cys

235

Ala

His

Gly

Asp

Ser

315

Asn

His

Arg

Gly

Ser

3s8s

Glu

Arg

Thr

Met

Ala

Ser

Ala

val

300

Glu

Lys

Thr

Phe

Val

380

Asp

Lys

Ser

Lys

Thr

Gly

Thr

Gln

285

Arg

Thr

Arg

Gly

Ser

365

Lys

His

Pro

Asp

Leu

445

Trp

Ser

Gly

270

Tyr

Arg

Ser

Tyr

Glu

350

Lxg

Pro

Leu

Phe

Glu

430

Gln

Asn

Ser

255

Tyr

Arg

Val

Glu

Phe

335

Lys

Ser

Phe

Lys

Ser

415

Leu

Leu

Gln

240

Ser

Glu

Ile

Pro

Lys

320

Lys

Pro

Asp

Gln

Thr

400

Cys

Val

Ala



Trp Ala Pro Val Leu Asp Phe Ala Pro Pro Gly Ala Ser Ala Tyr Gly
1 5 10 15

Ser Leu

<210> SEQ ID NO: 4

<211> Longitud: 17

«212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Homo sapieng

<400> Secuencia: 4

Glu Gln Cys Leu Ser Ala Phe Thr Val His Phe Ser Gly Gln Phe Thr
1 5 10 15

Gly

<210> SEQ ID NO: 5

<211> Longitud: 19

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Homo sapiens

<400> Secuencia: 5

Phe Arg Gly Ile Gln Asp Val Arg Arg Val Pro Gly Val Ala Pro Thr
1 5 10 15

Leu Val Arg

«210> SEQ ID NO: 6

<211> Longitud: 17

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Mus musculus

<400> Secuencia: &

Glu Gln Cys Leu Ser Ala Phe 'Thr Leu His Phe Ser Gly Gln Phe Thr
1 5 10 15

Gly

<210> 5EQ ID NO: 7
<211> Longitud: 19
<212s Tipo: PRT

<213> QOrganismo: Mus musculus



<400> Secuencia: 7
Phe Arg Gly Ile Gln Asp Val Axrg Arg Val Ser @Gly Val Ala Pro Thr
1 5 10 15

Leu Val Arg

<210> SEQ ID NO: 8

<211> Longitud: 29

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Mus musculus
<400> Secuencia: 8

Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu

1 5
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1 50005-01-08 OTRQOS SERVICIOS DE PROPIEDAD 99 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS 5.000.00 5.000.00
INOUSTRIAL $5.000.00
SON: *CINCO MIL PESOS MONEDA CORRIENTE**"
es*gonsab e: (j
S - f—
UPERIN FI:NDENCIA DE INDUS TRIAY COMERCJO

. -R*ecibo de Caja Aplicade al Expediente No. I
F
Foch 2"; :’1-_ ;'11 2; 311).1 37- .(!(!0'0'(’]'.!!,(!0' "
811 PATENTEY)j 0 009 2020 DIR NUEVASCR

Act 411 PRESENTACION — fome 14 SENACIONAL]

(ols 95— UG03R0

Sade Centro! Carrera 13 No. 27 - 00 Plsos 3.4,5 y 10 Bogotd, 0.C.- Colombia
Wob: www.sic.gov.co o.mal: info@sic.gov.co Conmutador: (571) SB70000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-810165 Call Cenler: {571) 6513240

. Noviembre B de 2011 - 07:35:55




/1
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

NIT : 800.176.089-2

-f-

oy RECIBO DE CAJA No. 11 - 108624
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Naviembre 08 de 2011 - 07:35:41

RECIBIDC DE : CAVELIER ABOGADOS NI 860.041.367

*** Soporte de! Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUENTA No. PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387

FECHA PAGQO VR.PAGO
4305659172 04/11/2011 43.527.000.00

*** Conceptos Pagados ***
CONCEPTO

92 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS

CANT. RENTISTICO VEUNDITARIO Ve CONCEPTO

1 .50005-01-09 QTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD
INDUSTRIAL

5.000.00 5.000.00
================:===::$:5=.g0:0:£2:::
SON: L PESOS MONEDA CORRIENTE*™*
R*esp ] : : : SUPERINTENDENCIA OE kNDUISTRiA ¥ COMERCIO
. ;?:ecibo de Caja Apligado al Expediente No. |“||“|IL'(!I!!I1'5}'!!!'!!1!!!}'!!!!!“
Fecha: 2011-11-23 11:05.:56  Dap. 2020 DIR NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYN Eve: 378 FASENACIONALI

Act. 411 PRESENTACION Folics: 100

(o Bers— §4-002-O

Sede Contro: Carvera 13 No. 27 - DG Pisos 3,45 y 10 Bogola, D.C.- Calombia

Waob: www.sic.gov.ca e-mal: info@sic.gov.co Conmutadar: (571) 5870000 Fax: (571} 5870264 Linoa: 018000-810165 Call Canter: (571) 6513240
. Noviembre 8 de 2019 - 07:35:55




A0
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO lL
NIT : 800.176.089-2

-/-

PRt

. ECIBOD
R RECIBO DE CAJA No. 11 - 112863
Industria y Comercio
SUPERINTENDEMNCIA Bogota 0.C., Noviembre 21 de 2011 - 07:19:59
RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADQS NI 860.041.367

*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGO EECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 186849692 18/11/2011 292.317.000.00
*** Conceptos Pagados *™*

CANT. RENTISTICO CONCERTO _ Ve UNDITARIO Ve CONCEPTO |
i 50005-01-01 SOLICITUDES 93 TASA ANUAL MANTENIMIENTQ MODELO 180.000.00 180.00C.00

DE UTILIDAD

$180.000.00

SON: **CIENTO OCHENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Respons bﬁ QUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA ¥ GOMERCIO

Recibo d EgjafA/plicado al Expediente No. ‘“I‘“‘I!!l‘li“lI“lll“ll“lll!olll

1-160137- -00000-00 ASoR
:05:56 UE
-9011-11-23 11:0556 Dep. 2020 DIR.N
?:?:h?‘l Z%ATENTE'.YH Eve: 3_78 FASENAGIONALS
Act. 411 PRESENTACION Folios: 100

o, . L

Lo oS — 9400270

Sede Contro: Carrera 13 Na. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai; infe@si¢.0ov.co Conmutadar: {571) 5870000 Fax: {571) 5870284 Linea: t18000-310165 Call Canter: (571) 6513240

. Noviembre 21 de 2011 -47:15:57




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

LT T

.1 0137- -00000-0000

Industria y Comercio Fecha: 2011-11-23 11:05:56 _ Dep. 2020 DIR NUEVASCR
SUPERINTENDENC Tra. 11 PATENTEIVI] Gve: 378 FASENACIONAL]

PATENTE DE INVENCION [ | MODELO DE UTILIDAD [ |

Act. 411 PRESENTACION Folios: 100

Art 33 Decision 486/00

EEENE

Indicacién que se solicita una patente.

Datos de identificacion del salicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcién de la invencién

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de tas tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)

Completa EI Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT D MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decisién 486/00, Circular Unica

HEREEN

Indicacién que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa D Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decision 486/00)

L]
L]

L]
[ ]

Indicacién que se solicita Disefio industrial

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacion grafica y fotografica del Disefic industrial o muestra del material que incorpora el
disenio

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa |:| Incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO [_| (Art. 92 Decision 486/00)

HANREEN

Indicacidn que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa l:l Incompleta D

PINZ-FNR 120N0-14-18)




