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17 | ANEXOS

Documentacion Técnica
Solicitud Internacional en castellano

[l Descripcion N° de folios: 62
Xl Reivindicaciones N° Reivindicaciones: 17

[X] Dibujos y/o figuras N° folios: 13

%] Resumen.

O Certificado de depésito de material bioldgico si
fuera el caso.

6. [XI Listado de secuencias de nucleétidos ylo
aminoécidos en forma digital si fuera el caso.

7. O Arte final 12 x 12.
8. [ Anexo formato digital.

o 8N

[X] Formas PCT/IB/306 sobre la anotacion del cambio
de solicitante de Osaka University a International
Institute of Cancer Immunology, Inc. y en relacién
con el cambio de direccion del inventor Haruo
Sugiyama.

Documentacion Juridica
9. [Xl Poderes de INTERNATIONAL INSTITUTE OF CANCER
IMMUNOLOGY, INC. y OTSUKA PHARMACEUTICAL CO.,
LTD.
10. [J Documento que legalmente pruebe la cesion del inventor
al solicitante o a su causante.

11. O Copia del contrato de acceso de recursos genéticos o
productos derivados, certificado o nimero de registro, si
fuera el caso.

12. [0 Copia de la licencia o autorizacion de Conocimientos
Tradicionales, certificado o numero de registro, si fuera el
caso.

13. Reduccidn de tasas

Micro, pequefias o medianas empresas

O Copia simple de la declaracién de renta del afio
inmediatamente anterior, o en su defecto prueba documental
idénea.
O Documento de constancia de cumplimiento con lo
establecido en la ley 905 de 2004.

Universidades pliblicas o privadas

[ Copia acto de reconocimiento institucional emitido por el
Ministerio de Educacion
Entidades sin animo de lucro

[ Copia de registro vigente en Camara de comercio.
[X] Hoja de informacion complementaria.
O Otros, especificar

14. X] Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la
solicitud por $500.000.

15. [J Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad.

16. [0 Comprobante de pago de la tasa por concepto de
excedente de palabras en la publicacion.

17. [X] Comprobante de pago por 7 reivindicacion adicional a 10
por $210.000.
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MZ, NA, RW, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), 1— 5
7 (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, T™M), 3 —
B w/\ (AL, AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE,
ES, FL, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV,
MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, RS, SE, SI, SK,
SM, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CL, CM, GA, GN, GQ,
GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

NEAERR:
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(54) Title: METHOD FOR ACTIVATING HELPER T CELL
(54 REDEH - AL/~ T HIOE L K

(57) Abstract: The present invention relates to: a method for activating a helper T cell, which comprises a step wherein a helper T
cell is activated by adding a WT1 peptide to an antigen presenting cell; and the like. The WT1 peptide is capable of binding to one
MHC class IT molecule, which is HLA-DRB1*0101 molecule, HLA-DRB1*0401 molecule, HLA-DRB1*0403 molecule, HLA-
DRB1*0406 molecule, HLA-DRB1*0803 molecule, HLA-DRB1*0901 molecule, HLA-DRB1*1101 molecule, HLA-DRB3*0202
molecule, HLA-DRB4*0101 molecule, HLA-DPB1#0201 molecule or HLA-DPB1*0301 molecule.
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F. HLA— DRB1‘O4019?~HLA—DRB1*O403ﬁ¥~HLA—DRB1*O406ﬁ
¥, HLA—DRB1*0803%%. HLA—DRB1*0901%%. HLA—-DRB1*1101%
F¥. HLA—-DRB3*0202%%, HLA-DRB4*0101%¥, HLA-DPB1*0201%
FELIZHLA-DPB1* oso1ﬁ%®55®ufﬂb MHCH SR 1 RFICEET HREHESR
TH5HLDTHIFELEICETHEDTHS
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METODO PARA ACTIVAR CELULAS T AUXILIARES

CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a un método para activar células
T auxiliares, que incluye el paso de activar las células T auxiliares agregando
un péptido WT1 a las células que presentan antigenos, en donde el péeptido
WT1 tiene la capacidad de unirse a cualquier molécula MHC Clase |l de una
molécula HLA-DRB1 0101, una molécula HLA-DRB1 0401, una molécula
HLA-DRB1 0403, una molécula HLA-DRB1 0408, una molécula HLA-
DRB1°0803, una molécula HLA-DRB1° 0901, una molécula HLA-DRB1 1101,
una molécula HLA-DRB3 0202, una molécula HLA-DRB4 0101, una molécula
HLA-DRB1 1501, una molécula HLA-DRB1 0405, una molécula HLA-
DRBA1" 1502, una molécula HLA-DPB1 0501, una molécula HLA-DPBA1' 0901,
una molécula HLA-DPB1 0201, o una molécula HLA-DPB1 0301, una
composicion del mismo, un método para activar células T citotoxicas, un
inductor de activacion de las células T citotdxicas (CTL), una composicion
farmacéutica para tratar y/o prevenir un cancer activando las células T

auxiliares y/o las células T citotoxicas, y similares.

TECNICA ANTERIOR

El gen WT1 (Gen-1 del tumor de Wilms) se identific6 como el
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gen que causa el tumor de Wilms el cual es un cancer de rifién en la nifiez, y
el gen codifica un factor de transcripcion que tiene una estructura del dedo de
zinc (Documentos no patentes 1 y 2). Los estudios subsiguientes mostraron
que el gen anterior sirve como gen del cancer en tumores de &rganos
hematopoyéticos o canceres solidos (Documentos no Patentes 3 a 6).

Se mostré que las células T citotoxicas (CTLs) especificas al
péptido se inducen estimulando células mononucleares periféricas in vitro
utilizando un péptido que tiene una porcién de la secuencia de aminoacidos
que codifica la proteina WT1, y estas CTLs lesionan las células cancerosas de
los tumores de érganos hematopoyéticos o canceres sélidos que expresan la
WT1 en forma enddgena. Las CTLs reconocen el péptido anterior en la forma
de un complejo unido a una molécula MHC clase |, y de este modo el péptido
difiere dependiendo de los subtipos de la MHC Clase | (Documentos de
patentes 1 a 4, Documento no patente 7).

Por otro lado, la presencia de células T auxiliares especificas a
un antigeno contra el cancer es importante para inducir las CTLs en forma
efectiva (Documento no patente 8). Las células T auxiliares son inducidas y
activadas por el reconocimiento de un complejo de una molécula MHC Clase‘
Il con un péptido antigénico sobre las células que presentan antigenos. Las
celulas T auxiliares activadas ayudan a la proliferacion, diferenciaciéon y
maduracion de las células B produciendo citoquinas tales como IL-2, IL-4, IL-
5, |L-6; o interferones. Dado que estas células T auxiliares cumplen la funcién

de activar un sistema inmune promoviendo la proliferacion y la activaciéon de
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las células By las células T, se sugiere que es util la mejora de una funciéon de
las células T auxiliares a través de un péptido antigénico que se une a una
MHC clase Il en la inmunoterapia contra el cancer para mejorar los efectos de
una vacuna contra el cancer. (Documento no patenté 9).

Se ha demostrado recientemente que un péptido auxiliar
promiscuo que puede unirse a las moléculas MHC Clase Il multiples y activar
las células T auxiliares esta presente entre los péptidos particulares que
tienen una porcion de una secuencia de aminoacidos que codifica una
proteina WT1 (en adelante, también denominados péptidos WT1 en la
presente memoria descriptiva) (documentos de patente 5 y 6). Sin embargo,
fue muy dificil verificar si los péptidos WT1 tienen o no efectos sobre otras
moléculas MHC Clase Il, debido a la existencia de muchas clases de

moléculas MHC Clase II.

Documentos de la técnica anterior

Documentos de patentes

Documento de patente 1: Publicacion Internacional No. WO
2003/106682

Documento de patente 2: Publicaciéon Internacional No. WO
2005/095598

Documento de patente 3: Publicaciéon Internacional No. WO

2007/0973587
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Documento de patente 4: Solicitud Internacional No.

PCT/JP2007/074146

Documento de patente 5: Publicacion Internacional No. WO
2005/0045027

Documento de patente 6: Publicacion Internacional No. WO

2008/105462

Documentos no patentes

[0007]

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

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

Documento no patente 3: Menke AL et al., Int Rev Cytol. 1998;

181:151-212. Revisién

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

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

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

Documento no patente 7: Oka Y et al.,, Immunogenetics. 2000

Feb; 51(2):99-107
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Documento no patente 8: Gao FG et al., Cancer Res. 2002 Nov
15; 62(22):6438-41
Documento no patente 9: Zeng G, J Immunother. 2001 May;

24(3):195-204

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Problemas a ser resueltos por la invencién

En consecuencia, el objetivo a ser obtenido por la presente
invencion consiste en proporcionar un método para activar las células T
auxiliares, un método para activar las células T citotdxicas, aplicando un
péptido WT1 particular a una amplia gama de sujetos positivos a la molécula
MHC clase Il, un inductor de activacion de células T citotoxicas, una

composicion farmacéutica para tratar/prevenir un cancer, y similares.

Medios para resolver los problemas

En estas circunstancias, los actuales inventores han estudiado
intensamente y hallado que un péptido tiene la secuencia de aminoacidos: Lys
Arg Tyr Phe Lys Leu Ser His Leu GIn Met His Ser Arg Lys His se une a una
molécula HLA-DRB1 0101, una molécula HLA-DRB1 0401, una molécula
HLA-DRB1° 0403, una molécula HLA-DRB1 0406, una molécula HLA-
DRB1 0803, una molécula HLA-DRB1" 0901, una molécula HLA-DRB1 1101,

una molécula HLA-DRB3’ 0202, una molécula HLA—DRB4'0101, una molécula

{0
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HLA-DRB1" 1501, una molécula HLA-DRB1 0405, una molécula HLA-
DRB1" 1502, una molécula HLA-DPB1° 0501, una molécula HLA-DPB1 0901,
una molécula HLA-DPB1 0201, o una molécula HLA-DPB1° 0301, y activa las
células T auxiliares y/o las células T citotdxicas. De este modo, la presente
invencién se ha completado.

La presente invencion proporciona:

(1) Un método para activar las células T auxiliares, que incluye el
paso de activar las células T auxiliares agregando un péptido WT1 a las
células que presentan antigenos, en donde el péptido WT1 tiene la capacidad
de unirse a cualquier moléculas MHC Clase 1l de una molécula HLA-
DRB1° 0101, una molécula HLA-DRB1" 0401, una molécula HLA-DRB1" 0403,
una molécula HLA-DRB1" 0406, una molécula HLA-DRB1 0803, una molécula
HLA-DRB1'0901, una molécula HLA-DRB1 1101, una molécula HLA-
DRB3 0202, una molécula HLA-DRB4 0101, una molééula HLA-DPB1" 0201,
o una molécula HLA-DPB1" 0301;

(2) El método de acuerdo con (1), en donde el péptido WT1 tiene
la capacidad de unirse al menos a dos moléculas MHC Ciase |l de una HLA-
DRB1°0101, una molécula HLA-DRB1" 0401, una molécula HLA-DRB1" 0403,
una molécula HLA-DRB1® 0406, una molécula HLA-DRB1’ 0803, una molécula
HLA-DRB1° 0901, una molécula HLA-DRB1 1101, una molécula HLA-
DRB3 0202, una molécula HLA-DRB4 0101, una molécula HLA-DPB1" 0201,
y una molécula HLA-DPB1 0301;

(3) El método de acuerdo con (1) o (2), en donde el péptido WT1

11
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ademas tiene la capacidad de unirse a una molécula HLA-DRB1 0405, una
molécula HLA-DRB1 1501, una molécula DRB1 1502, una molécula HLA-
DPB1” 0501, y/o una molécula HLA-DPB1 0901;

(4) El método de acuerdo con cualquiera de (1) a (3), en donde
la adicion de un péptido WT1 a las células que presentan antigenos se lleva a
cabo agregando un péptido WT1, un polinucleétido que codifica el péptido
WT1, un vector de expresidon que contiene el polipéptido, o células que
contienen el vector de expresion;

(5) El método de acuerdo con cualquiera de (1) a (4), en donde
el péptido WT1 es un péptido que contiene la secuencia de aminoacidos: Lys
Arg Tyr Phe Lys Leu Ser His Leu GIn Met His Ser Arg Lys His (SEQ ID NO: 2),
una variante o una modificacion de la misma;

(6) Una composicion que contiene un péptido WT1 para activar
las células T auxiliares, agregando un péptido WT1 a las células que
presentan antigenos, en donde el péptido WT1 tiene la capacidad de unirse a
Cualquier molécula MHC Clase Il de una molécula HLA-DRB1 0101, una
molécula HLA-DRB1*O401_, una molécula HLA-DRB1 0403, una molécula
HLA-DRB1 0406, una molécula HLA-DRB1 0803, una molécula HLA-
DRB1 0901, una molécula HLA-DRB1 1101, una. molécula HLA-DRBB* 0202,
una molécula HLA-DRB4 0101, una molécula HLA-DPB1°0201, o una
molécula HLA-DPB1" 0301;

(7) La composicion de acuerdo con (6), en donde el péptido WT1

tiene la capacidad de unirse al menos a dos moléculas MHC Clase Il de una
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molécula HLA-DRB1 0101, una molécula HLA-DRB1 0401, una molécula
HLA-DRB1° 0403, una molécula HLA-DRB1°0406, una molécula HLA-
DRB1" 0803, una molécula HLA-DRB1" 0901, una molécula HLA-DRB1" 1101,
una molécula HLA-DRB3' 0202, una molécula HLA-DRB4 0101, una molécula
HLA-DPB1° 0201, y una molécula HLA-DPB1 0301;

(8) La composicion de acuerdo con (6) o (7), en donde el péptido
WT1 ademas tiene la capacidad de unirse a una molécula HLA-DRB1 0405,
una molécula HLA-DRB1 1501, una molécula DRB1 1502, una molécula
HLA-DPB1" 0501, y/o una molécula HLA-DPB1 0901;

(9) La composicion de acuerdo con cualquiera de (6) a (8), en
donde la adicién de un péptido WT1 a las células que presentan antigenos se
lleva a cébo agregando un péptido WT1, un polinucledtido que codifica el
péptido WT1, un vector de expresidn que contiene el polipéptido, o célulaé
que contienen el vector de expresion;

(10) La composicion de acuerdo con cualquiera de (6) a (9), en
donde el péptido WT1 es un péptido que contiene la secuencia de
aminoacidos: Lys Arg Tyr Phe Lys Leu Ser His Leu GIn Met His Ser Arg Lys
His (SEQ ID NO: 2), una variante o una modificacion de la misma;

(11) Las células que presentan antigenos las cuales presentan
un complejo de un péptido antigénico que contiene un péptido WT1 con una
molécula MHC clase 1, en donde la molécula MCH Clase Il es cualquier
molécula MHC Clase Il de una molécula HLA-DRB1 0101, una molécula HLA-

DRB1'O401, una moléecula HLA-DRB1*O403, una molécula HLA—DRB1'0406,
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una molécula HLA-DRB1" 0803, una molécula HLA-DRB1 0901, una molécula
HLA-DRB1 1101, una molécula HLA-DRB3 0202, una molécula HLA-
DRB4 0101, una molécula HLA-DPB1°0201, o ‘una molécula HLA-
DPB1 0301;

(12) Las células T auxiliarés las cuales reconocen un complejo
de un péptido antigénico que contiene un péptido WT1 con una molécula MHC
clase Il, en donde la molécula MCH Clase Il es cualquier molécula MHC Clase
Il de una molécula HLA-DRB1 0101, una molécula HLA-DRB1 0401, una
molécula HLA-DRB1 0403, una molécula HLA-DRB1 0406, una molécula
HLA-DRB1 0803, una molécula HLA-DRB1°0901, una molécula HLA-
DRB1" 1101, una molécula HLA-DRB3' 0202, una molécula HLA-DRB4 0101,
una molécula HLA-DPB1” 0201, o una molécula HLA-DPB1" 0301;

(13) Las células T citotdxicas las cuales son activadas por las
células T auxiliares de acuerdo con (11);

(14) Una composicién farmacéutica para tratar o prevenir un
cancer, que incluye, como ingrediente activo, cualquiera de la composicion de
acuerdo con (6) a (10), las células que presentan antigenos de acuerdo con
(11), las células T auxiliares de acuerdo con (12), o las células T citotdxicas de
acuerdo con (13);

(15) Una composicién farmacéutica para activar las células T
citotéxicas, que incluye, como ingrediente activo un péptido WT1, un
polinucleétido que codifica el péptido WT1, un vector de expresidon que

contiene el polinucledtido, o células que contienen el vector de expresion, y la
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cual se administra a un sujeto que tiene cualquier molécula MHC Clase |l de .

una molécula HLA-DPB1 0501, una molécula HLA-DPB1" 0901, una molécula
HLA-DPB1°0201, una molécula HLA-DPB1 0301, una molécula HLA-
DRB1" 1501, una molécula HLA-DRB1" 1502, una molécula HLA-DRB1 0405,
una molécula HLA-DRB1" 0101, una molécula HLA-DRB1 0401, una molécula
HLA-DRB1 0403, una molécula HLA-DRB1 0406, una molécula HLA-
DRB1’ 0803, una molécula HLA-DRB1" 0901, una molécula HLA-DRB1" 1101,
una molécula HLA-DRB3' 0202, una molécula HLA-DRB4 0101;

(16) Un anticuerpo que se une especificamente a un péptido
WT1, en donde el péptido WT1 tiene la capacidad de unirse cualquier
molécula MHC Clase Il de una molécula HLA-DRB1" 0101, una molécula HLA-
DRB1° 0401, una molécula HLA-DRB1" 0403, una molécula HLA-DRB1 0408,
una molécula HLA-DRB1" 0803, una molécula HLA-DRB1" 0901, una molécula
HLA-DRB1 1101, una molécula HLA-DRB3 0202, una molécula HLA-
DRB4 0101, una molécula HLA-DPB1° 0201, y una molécula HLA-
DPB1°0301;

(17) Un método para determinar la presencia o la cantidad de
células T auxiliares especificas de WT1 en un sujeto positivo con respecto a
cualquier molécula MHC Clase I de molécula HLA-DRB1 0101, HLA-
DRB1 0401, HLA-DRB1° 0403, HLA-DRB1 0406, HLA-DRB1 0803, HLA-
DRB1°0901, HLA-DRB1 1101, HLA-DRB3 0202, HLA-DRB4 0101, HLA-
DPB1 0201, o una molécula HLA-DPB1 0301, el método incluye los pasos

de:
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(a) estimular una muestra que se obtiene del sujeto utilizando un
péptido WT1,y

(b) determinar la presencia o la cantidad de citoquinas o células
T auxiliares, en donde el aumento de la presencia o cantidad de citoquinas o
células T auleiares muestra la presencia o cantidad de las células T auxiliares

especificas del WT1.

Efectos de la invencién

De acuerdo con la presente invencion, un método para activar
las células T auxiliares, una composiciéon para el mismo, un método para
activar las células T citotdxicas, una composicion para las mismas, un inductor
de activacion de las células T citotoxicas, una composicion farmacéutica para
tratar y/o prevenir un cancer activando las células T auxiliares y las células T
citotoxicas, y similares se obtienen aplicando un péptido WT1 a una amplia
gama de sujetos que tienen cualquier molécula MHC Clase |l de una molécula
HLA-DRB1°0101, una molécula HLA-DRB1° 0401, una molécula HLA-
DRB1" 0403, una molécula HLA-DRB1 0406, una molécula HLA-DRB1 0803,
una molécula HLA-DRB1 0901, una molécula HLA-DRB1" 1101, una molécula
HLA-DRB3' 0202, una molécula HLA-DRB4 0101, una molécula HLA-
DRB1" 1501, una molécula HLA-DRB1" 0405, una molécula HLA-DRB1 1502,
una molécula HLA-DPB1 0501, una molécula HLA-DPB1 0901, una molécula
HLA-DPB1 0201, o una molécula HLA-DPB1 0301, permitiendo de este modo

la activacion de las células T auxiliares y las células T citotoxicas e in vitro en
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sujetos que tienen esta molécula MHC Clase II, y el tratamiento y prevencion

de un cancer, y similar.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra los resultados que se obtienen midiendo la
cantidad de IFN-y después de co-cultivar las células T inducidas a partir de
PBMCs que derivan del donante 1 (HLA-DRB1 0406/1201-, DRB3 0101-, vy
DRB4 0103-positivo) con los PBMCs que derivan de varios donantes
impulsados con WT1-332. En el dibujo, la ordenada denota la cantidad de
[FN-y (pg/ml) en un liquido sobrenadante después del co-cultivo. En el dibujo,
la abscisa denota los tipos de moléculas HLA-DRB1, 3 y 4 las cuales son
positivas en los diversos donantes.

La figura 2 muestra los resultados que se obtienen midiendo la
cantidad de IFN-y después de co-cultivar las células T inducidas a partir de
PBMCs que derivan del donante 2 (HLA-DRB1*v0901/1101-, DRB3 0202-, y
DRB4 0103-positivo) con los PBMCs que derivan de varios donantes
impulsados con WT1-332. En el dibujo, la ordenada denota la cantidad de
IFN-y (pg/ml) en un liquido sobrenadante después del co-cultivo. La abscisa
denota los tipos de moléculas HLA-DRB1, 3 y 4 las cuales son positivas en los
diversos donantes.

La figura 3 muestra los resultados que se obtienen midiendo la

cantidad de IFN-y después de co-cultivar las células T inducidas a partir de
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PBMCs que derivan del donante 3 (HLA-DRB1°0401/0405-, y
DRB3 0102,0103-positivo) con los PBMCs que derivan de varios donantes
impulsados con WT1-332. En el dibujo, la ordenada denota la cantidad de
IFN-y (pg/ml) en un liquido sobrenadante después del co-cultivo. La abscisa
denota los tipos de moléculas HLA-DRB1 y 4 las cuales son positivas en los
diversos donantes positivos.

La figura 4 muestra los resultados que se obtienen midiendo la
cantidad de IFN-y después de co-cultivar las células T inducidas a partir de
PBMCs que derivan del donante 4 (HLA-DRB1 0901/1101-, DRB3 0202-, y
DRB4 0103-positivo) con los PBMCs que derivan de varios donantes
impulsados con WT1-332. En el dibujo, la ordenada denota la cantidad de
IFN-y (pg/ml) en un liquido sobrenadante después del co-cultivo. La abscisa
denota los tipos de moléculas HLA-DRB1, 3 y 4 las cuales son positivas en los
diversos donantes positivos.

La figura 5 muestra que las proteinas mondémeras HLC Clase i
(DRB1°0101, DRB10405, DRB1 1501, DRB1 1502, DRB1 0803,
DRB1° 0901 y DRB4 0101) estuvieron asociadas especificamente con varios
péptidos. En el dibujo, la ordenada denota el grado de cambio del tiempo de
retencion (minutos). La abscisa denota los tipos de proteinas monémeras HLC
Clase Il. Ademas, los graficos de barra muestran los tipos de péptidos que se
agregan [desde la izquierda, control negativo (o), control positivo (] ), y WT1-
332 (o sombreado)].

La figura 6 muestra que la proporcion de Th1 especifica de WT1-
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332 (la proporcion de células‘ CD4 positivas/células IFN-y positivas
intracelulares) aumenta dependiendo del tiempo y significativamente cﬁando
las células T inducidas de los PBMCs que derivan de donantes sanguineos
saludables (en total 42 donantes que tienen al menos una de HLA-
DRB1 1501, 1502, 0405, HLA-DPB1 0501, y 0901) se estimularon con WT1-
332. En el dibujo, la ordenada denota la proporcion (%) del numero de células
CD4 positivas /el namero de células IFN-y positivas intracelulares en células
vivas, y la abscisa denota los dias de cultivo (dias). Ademas, el simbolo “e”
denota la proporcion en muestras inducidas por la adicion de WT1-332 (grupo
de induccion WT1-332), y el simbolo “O” denota la proporcién en muestras
inducidas por la adicion de un solvente (control) (grupo de induccion de
solvente).

La figura 7 muestra el numero de células CTL especificas de
WT1-332 (la proporcion de células CD8 positivas/células IFN-y positivas)
aumenta dependiendo del tiempo y significativamente cuando las células T
inducidas de los PBMCs que derivan de donantes sanguineos saludables (en
total 42 donantes que tienen al menos una de HLA-DRB1 1501, 1502, 0405,
HLA-DPB1° 0501, y 0901) se estimularon con WT1-332. En el dibujo, la
ordenada denota la proporciéon (%) del nuamero de células CD8 positivas /el
namero de células IFN-y positivas intracelulares en células vivas, y la abscisa
denota los dias de cultivo (dias). Ademas, el simbolo “e” denota la proporcion
en muestras inducidas por la adicion de WT1-332 (grupo de induccién WT1-

332), y el simbolo “O” denota la proporcién en muestras inducidas por la
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adicién de un solvente (control) (gfupo de induccion de solvente).

La figura 8 muestra la restricciéﬁ de HLA-DR de 17 muestras
(donantes 21 a 37) en las cuales la Th1 especifica de WT1-332 estuvo
inducida en la figura 6 y la figura 7. En cada muestra, una produccion de IFN-Q
especifica de WT1-332 se reconocié cuando las células T el dia 14 después
de la induccién por la adicién de WT1-332 se estimularon con WT1-332, y la
produccion de IFN-y se inhibié cuando las células se cultivaron con la adicién
de un anticuerpo anti-HLA-DR. Esto muestra que las células T inducidas por
WT1-332 se restringen por HLA-DR. En el dibujo, la ordenada denota el
numero de donante (donantes 21 a 37), y la abscisa denota la cantidad de
IFN-y producida (pg/ml). Ademas, el simbolo “| ” denota la cantidad de IFN-y
producida después de la estimulacion del WT1-332, el simbolo “0 sombreado”
denota la cantidad de IFN-y producida después de la estimulacion del WT1-
332 +anticuerpo anti-HLA-DR, y el simbolo “0” denota la cantidad de IFN-y
producida después de la estimulacion del solvente (control).

La figura 9 muestra que la proporcién del nimero de células Th1
especificas del WT1-332 (células CD4 positivas/ células IFN-y positivas
intracelulares) aumenta cuando las células T el dia 14 después de la
induccién por la adicién de WT1-332 son estimuladas con WT1-332 en cada
una de las 17 muestras (donantes 21 a 37) que tiene Th1 especifica de WT1-
332 restringida por HLA-DR inducida en la figura 6 y la figura 7. En el dibujo,
la ordenada denota el numero de donantes (donantes 21 a 37), y la abscisa

denota la proporcion (%) del nimero de células CD4 positivas/el numero de
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células IFN-y positivas intracelulares en células vivas. Ademas, el simbolo “|
denota la proporcion después de la estimulacion del WT1-332, y el simbolo “o”
denota la proporcion después de la estimulacién del solvente (control).

La figura 10 muestra que la proporcion del numero de células
CTL especificas del WT1-332 (células CD8 positivas/ células [FN-y positivas
intracelulares) aumenta éuando las células T el dia 14 después de la
induccién por la adicién de WT1-332 son estimuladas con WT1-332 en cada
una de Iés 17 muestras (donantes 21 a 37) que tiene Th1 especifica de WT1-
332 restringida por HLA-DR inducida en la figura 6 y la figura 7. En el dibujo,
la ordenada denota el nimero de donantes (donantes 21 a 37), y la abscisa
denota la proporcion (%) del namero de células CD8 poSitivas/eI numero de
células IFN-y positivas intracelulares en células vivas. Ademas, el simbolo “}”
denota la proporcion después de la estimulacioén del WT1-332, y el simbolo “o”
denota la proporcién después de la estimulacion del solvente (control).

La figura 11 muestra la restricc}i()n de HLA-DP de 9 muestras
(donantes 38 a 46) en las cuales la Th1 especifica de WT1-332 estuvo
inducida en la figura 6 y la figura 7. En cada muestra, una produccién de IFN-y
especifica de WT1-332 se reconocié cuando las células T el dia 14 después
de la induccion por la adicion de WT1-332 se estimularon con WT1-332, y la
produccion de IFN-y se inhibié cuando las células se cultivaron con la adicién
de un anticuerpo anti-HLA-DR, y ademas cuando las células se cultivaron con

la adicidon de un anticuerpo anti-HLA-DQ. Esto muestra que las células T

inducidas por WT1-332 se restringen por HLA-DP. En el dibujo, la ordenada
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denota el nimero de donante (donantes 38 a 46), y la abscisa denota la

cantidad de IFN-y producida (pg/ml). Ademas, el simbolo “|” denota la
cantidad de IFN-y producida después de la estimulacion del WT1-332, el

simbolo “o sombreado” denota la cantidad de IFN-y producida después de la

estimulaciéon del WT1-332 +anticuerpo anti-HLA-DR, y el simbolo “o

- sombreado” denota la cantidad de IFN-y producida después de la estimulacion

del WT1-332 + anticuerpo anti-HLA-DQ, y el simbolo “0” denota la cantidad de
IFN-y producida después de la estimulacién del solvente (control).

La figura 12 muestra que la proporcion del numero de células
Th1 especificas del WT1-332 (células CD4 positivas/ células IFN-y positivas
intracelulares) aumenta cuando las ceélulas T el dia 14 después de la
induccién por la adiciéon de WT1-332 son estimuladas con WT1-332 en cada
una de las 9 muestras (donantes 38 a 46) que tiene Th1 especifica de WT1-
332 restringida por HLA-DP inducida en la figura 6 y la figura 7. En el dibujo, la
ordenada denota el numero de donantes (donantes 38 a 46), y la abscisa
denota la proporcion (%) del numero de células CD4 positivas/el numero de
células IFN-y pqsitivas intracelulares en células vivas. Ademas, el simbolo “}”
denota la proporcion después de la estimulaciéon del WT1-332, y el simbolo “0”
denota la proporcion después de la estimulacion del solvente (control).

La figura 13 muestra que la proporcion del numero de células
CTL especificas del WT1-332 (células CD8 positivas/ células IFN-y positivas

intracelulares) aumenta cuando las células T el dia 14 después de la

induccién por la adicion de WT1-332 son estimuladas con WT1-332 en cada
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una de las 9 muestras (donantes 38 a 46) que tiene Th1 especifica de WT1-
332 restringida por HLA-DP inducida en la figura 6 y la figura 7. En el dibujo, la
ordenada denota el nUmefo de donantes (donantes 38 a 46), y la abscisa
denota la proporcion (%) del nimero de células CD8 positivas/el nimero de
células IFN-y positivas intraceluléres en células vivas. Ademas, el simbolo “”

denota la proporcion después de la estimulacion del WT1-332, y el simbolo “o0”

denota la proporcién después de la estimulacion del solvente (control).

Modos para llevar a cabo la invencién

En un aspecto, la presente invencion proporciona un método
para activar las células T auxiliares o las células T citotoxicas, que incluye el
paso de activar las células T auxiliares o las células T citotoxicas agregando
un péptido WT1 a las células que presentan antigenos, en donde el péptido
WT1 tiene la capacidad de unirse a una molécula MHC Clase ll. En la
presente invencion, el paso de activar las células T citotoxicas puede llevarse
a cabo pasando a través del paso de activar las células T auxiliares. Ademas,
el péptido WT1 que se utiliza en la presente invencic’)n'es uno que tiene la
capacidad de unirse a cualquier molécula MHC clase || de una molécula MHC
Clase Il de una molécula HLA-DRB1 0101, una molécula HLA-DRB1" 0401,
una molécula HLA-DRB1" 0403, una molécula HLA-DRB1" 0406, una molécula
HLA-DRB1° 0803, una molécula HLA-DRB1 0901, una molécula HLA-
DRB1 1101, una molécula HLA-DRB3' 0202, una molécula HLA-DRB4 0101,

una molécula HLA-DRB1 1501, una molécula HLA-DRB1'O405, una molécula
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HLA-DRB1°1502, una molécula HLA-DPB1 0501, una molécula HLA-
DPB1°0901, una molécula HLA-DPB1°0201, o una molécula HLA-
DPB1 0301. Ademas, el péptido WT1 que se utiliza en la presente invencion
puede ser uno que tiene la capacidad de unirse al menos a dos o mas
moléculas MHC clase Il de las moléculas MHC clase 1l anteriores. Ademas, el
péptido.WT1 que se utiliza en la presente invencion puede tener la capacidad
de unirse a cualquier molécula MHC clase I, por ejemplo de las moléculas
HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP.

En la presente invencion, el péptido WT1 puede ser un péptido
que tiene una porciéon de una secuencia de aminoacidos de una proteina WT1
humana que se describe en la SEQ ID NO: 1. El péptido de acuerdo con la
presente invencion no tiene limitacion particular en su secuencia de
aminoacidos y en la longitud en la medida que tenga la caracteristica anterior.
Sin embargo, un péptido demasiado largo es susceptible a una accion de
proteasa, y un péptido demasiado corto no puede unirse bien a un surco que
acomoda al péptido. La longitud del péptido de acuerdo con la presente
invenciéon es con preferencia una de 10 a 25 aminoacidos, con mayor
preferencia 15 a 21 aminoacidos, con mayor preferencia 16 a 20 aminoacidos,
por ejemplo, de 16 aminoacidos, 17 aminoacidos, 18 aminoacidos, o 19
aminoacidos. Los ejemplos especificos del péptido de acuerdo con la presente
invencion son aquéllos que contienen la secuencia de aminoacidos. Lys Arg
Tyr Phe Lys Leu Ser His Leu GIn Met His Ser Arg Lys .His (SEQ ID NO: 2).

Ademas, el péptido WT1 que se utiliza en la presente invencion
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incluye las variantes del péptido anterior. Las variantes pueden contener, por
ejemplo, un péptido seleccionado el grupo integrado por péptidos que tienen
una secuencia de aminoacidos en la cual varios aminoacidos, por ejemplo 1 a
9, con preferencia 1 a 5, 1 a 4, 1 a 3, con mayor preferencia 1 a 2
aminoacidos, con maxima preferencia un aminoacido en la secuencia de
aminoacidos que se describe en la SEQ ID NO: 2 esta/estan sustituidos,
suprimidos o agregados. La sustitucién de aminoacidos en los péptidos se
puede llevar a cabo en cualquier posicion y con cualquier tipo de aminoacidos,
y se prefiere la sustitucion de aminoacidos conservadores. Los ejemplbs de la
sustitucion de aminoacidos conservadores incluyen la sustitucion de un
residuo Glu con un residuo Asp, un residuo Phe con un residuo Tyr, un
residuo Leu con un residuo lle, un residuo Ala con un residuo Ser, un residuo
His con un residuo Arg y similares. Con preferencia, la adicién o la supresion
de aminoacidos se pueden llevar a cabo en el terminal N y el terminal C en los
péptidos, pero se puede llevar a cabo en una secuencia interior. Los ejemplos
especificos preferidos de los péptidos de acuerdo con la presente invencion
son aquéllos que tienen la SEQ ID NO: 2. En esta conexidn, cualquiera de los
péptidos puede tener la capacidad de unirse a cualquier molécula MHC clase
Il de una cualquier molécula MHC Clase i de una molécula HLA-DRB1 0101,
una molécula HLA-DRB1 0401, una molécula HLA-DRB1 0403, una molécula
HLA-DRB1° 0406, una molécula HLA-DRB1 0803, una molécula HLA-
DRB1° 0901, una molécula HLA-DRB1" 1101, una molécula HLA-DRB3' 0202,

una molécula HLA-DRB4'0101, una mblécula HLA-DRB1" 1501, una molécula
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HLA-DRB1'0405, una molécula HLA-DRB1 1502, una molécula HLA-
DPB1° 0501, una molécula HLA-DPB1 0901, una molécula HLA-DPB1° 0201,
o una molécula HLA-DPB1 030, y debe activar las células T auxiliares o las
células T citotoxicas (en la presente, también denominadas CTL). En la
presente memoria descriptiva, el péptido WT1 anterior también se denomina
“WT1-332". Ademas, las moléculas MHC humanas se denominan en general
moléculas HLA, y por lo tanto, la MHC se utiliza como sinénimo de HLA en la
presente memoria descriptiva.

Ademas, los péptidos de acuerdo con la presente invencion
pueden ser aquéllos que se obtienen por la modificacién de la secuencia de
aminoacidos anterior. Los residuos de aminoacidos en la secuencia de
aminoacidos anterior se pueden modificar mediante un método conocido. Esta

modificaciéon puede ser, por ejemplo, la esterificacién, alquilacion,

~ halogenacion, fosforilacion y similar sobre un grupo funcional en una cadena

lateral de un residuo de aminoacidos. Ademas, es posible unir varias
sustancias al terminal N y/o terminal C de un péptido que contiene la

secuencia de aminoacidos anterior. Por ejemplo, un aminoacido, un péptido,

un analogo del mismo y similar puede unirse al péptido. Por ejemplo, se

puede agregar una marca de histidina, o se puede formar una proteina de
fusidn junto con una proteina tal como tioredoxina. En forma alternativa, una
etiqueta detectable se puede unir al péptido WT1. En caso de que estas
sustancias se unan al péptido de acuerdo con la presente invencion, éstas se

pueden tratar, por ejemplo, mediante una enzima in vivo y similar, o mediante
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un procedimiento tal como un procesamiento intracelular para generar
finalmente un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos anterior,
la cual esta presente sobre la superficie celular en forma de un complejo con
una molécula MHC clase I, pudiendo de este modo obtener un efecto de
induccion de las células T auxiliares y/o células T citotoxicas. Estas sustancias
pueden las que regulan la solubilidad del péptido de acuerdo con la presente
invencion, las que mejoran la estabilidad del péptido tal como la resistencia de
la proteasa, las que permiten la entrega especifica del péptido de la presente
invencion, por ejemplo, a un tejido u 6rgano dado, o las que tienen una accion
mejoradota de la eficiencia de recaptacion de las células que presentan
antigenos y otra accion. Ademas, estas sustancias pueden ser las que
aumentan la capacidad de inducir las CTL, por ejemplo, los péptidos auxiliares
que no son el péptido de acuerdo con la presente invencion.

El pépﬁdo WT1 que se utiliza en la presente invencion se puede
sintetizar utilizando un método que se utiliza usualmente en la técnica o un
método modificado del mismo. Este tipo de método de sintesis se divulga, 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), Vol. 14, Peptide
Synthesis, Hirokawa Shoten Co., 1991, y similares. Ademas, el péptido que se
utiliza en la presente invencion sebpuede preparar utilizando una técnica de

ingenieria genética sobre la base de la informacién de una secuencia
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nucleotidica que codifica el péptido. Este tipo de técnica de ingenieria
genética es bien conocida por los expertos en la técnica. Esta técnica se
puede conducir de acuerdo con los métodos tales como los que se describen
en las literaturas (Molecular Cloning, T. Maniatis et al., CSH Laboratory
(1983); DNA Cloning, DM. Glover, IRL PRESS (1985)).

Ademas, la presente invencién se refiere a un secuencia
polinucleotidica que codifica el péptido WT1 que se describié anteriormente.
La secuencia polinucleotidica que codifica el péptido FWT1 puede ser una
secuencia de ADN o una secuencia ARN. En la presente invencion, esta
secuencia polinucleotidica se puede utilizar en lugar del péptido WT1. Esta
secuencia polinucleotidica se puede utilizar integrandola a un vector
adecuado. El vector incluye plasmidos, vectores fago, vectores virus y
similares, por ejemplo, pUC118, pUC119, pBR322, pCR3, pYESZ2, pYEUra3,
pKCR, pCDM8, pGL2, pcDNA3.1, pRc/RSV, pRc/CMV, pAcSGHIisNT-A,
AZAPIl, Agt11 y similares. El vector puede contener, segun sea necesario,
factores tales como un promotor que induce de expresion, un gen que codifica
una secuencia de sefal, un gen marcador para seleccién, y un terminador. Un
método para introducir estos genes en células o cuerpos vivos, un método
para expresarlos y similares son conocidos por los expertos en la técnica.

Las células que presentan antigenos que se utilizan en la
presente invencidén son aquéllas que pueden presentar un péptido antigénico
que contiene el péptido WT1 anterior junto con una molécula MHC Clase Il a

las células T auxiliares, y significan, por ejemplo, células dendriticas, células
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mononucleares de sangre periférica y similares. En consecuencia, los sujetos
de los cuales derivan las células que presentan antigenos en la presente
invencion deben tener la misma molécula que una molécula MHC clase Il a la
cual el péptido WT1 agregado puede unirse (por ejemplo, cualquiera o mas
moléculas MHC Clase Il de una molécula HLA-DRB1 0101, una molécula
HLA-DRB1°0401, una molécula HLA-DRB1°0403, una molécula HLA-
DRB1" 0406, una molécula HLA-DRB1" 0803, una molécula HLA-DRB1 0901,
una molécula HLA-DRB1" 1101, una molécula HLA-DRB3' 0202, una molécula

HLA—DRB4*O10‘I, una molécula HLA-DRB1 1501, una molécula HLA-

DRB’1*0405, una molécula HLA-DRB1 1502, una molécula HLA-DPB1*0501,

una molécula HLA-DPB1 0901, una molécula HLA-DPB1’ 0201, una molécula
HLA-DPB1 0301, etc.).

En la presente invencién, la adicidon del péptido WT1 a las
células que presentan antigenos puede llevarse a cabo directamente por la
adicién del péptido WT1, o indirectamente por la adicion de un polinucleétido
que codifica el péptido WT1 o de un vector de expresion que contiene un
polinucleétido que codifica el péptido WT1 o por la adicién de células que
contienen el vector de expresion. La adicion anterior se puede llevar a cabo
mediante un método conocido en la técnica. El polinucleétido anterior que
codifica el péptido WT1, el vector de expresién que contiene un polinucleétido
que codifica el péptido WT1, y las celulas que contienen el vector de
expresidn se puede obtener mediante una técnica bien conocida por los

expertos en la técnica. Especificamente, el polinucleétido que se utiliza en la
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presente invencion se puede determinar sobre la base de una secuencia de
aminoacidos del péptido WT1 anterior (por ejemplo, la secuencia de
aminoacidos que se describe en la SEQ ID NO: 2). El polinucleétido anterior
se puede preparar, por ejemplo, mediante una sintes‘is de ADN o ARN, un
método PCR y similar. Ademas, los tipos de vectores de expresion que
contienen el polinucleétido anterior, las secuencias contenidas ademas de la
secuencia polinucleotidica anterior y similar se pueden seleccionar en forma
apropiada dependiendo de los fines, los tipos y similares de anfitriones dentro
de los cuales se introducen los vectores de expresion. Los vectores de
expresion incluyen plasmidos, vectores fago, vectores virus y similares. Las
células que contienen un vector de expresion se pueden preparar, por
ejemplo, transformando las células anfitrionas. Las células anfitrionas incluyen
células de Escherichia coli, células de levadura, células de insectos, células
de animales, y similares. Un método para transformar las células anfitrionas
puede ser un método convencional, y es posible utilizar, por ejemplo, un

método de fosfato de calcio, un método de DEAE-dextrano, un método de

“electroporacién, y un lipido para transferencia génica.

En general, las células T auxiliares se activan cuando un
complejo TCR-CD3 sobre una superficie de la célula T reconoce un péptido
antigénico a través de una molécula MHC clase Il sobre una superficie de
células que presentan antigenos, y la integrina sobre una superficie de células
T se estimula mediante un ligando de integrina sobre una superficie de células

que presentan antigenos. La activacion de las células T auxiliares en la

pad
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presente memoria descriptiva incluye no soélo la activacion de las células T
auxiliares sino ademas la inducciéon y la proliferaciéon de las células T
auxiliares. Ademas, las células T auxiliares que se activan en la presente
invencién pueden ser células T no diferendiadas (por ejemplo, células T
intactas) y similares. Las células T auxiliares activadas tienen una funcion que
activa un sistema inmune promoviendo la induccion, la proliferacién y la
activacion de las células B y las células T citotdéxicas. En consecuencia, el
método de la presente invencion se puede utilizar en forma de terapia
adyuvante para tratar un cancer y similar. Ademas, las células T anfitrionas
que se activan in vitro utilizando el método de la presente invencion se pueden
utilizar para tratar o prevenir un cancer y similar, o en forma de un agente
adyuvante para el mismo. La activacion de las células T aukiliares se puede
evaluar, por ejemplo, midiendo la produccién o la secrecion de citoquinas tales
como interferones (por ejemplo, interferdn-y, etc.) e interleuquinas.

En otro aspecto, la presente invencidn proporciona una
bomposicién para activar las células T auxiliares o las células T citotdxicas
agregando un péptido WT1 a las células que presentan antigenos. En la
presente invencidn, la activacién de las células T citotdxicas puede llevarse a
cabo pasando a través de la activacidon de las células T auxiliares. Si bien un
péptido WT1, un polinucleétido que codifica el péptido WT1, un vector que
contiene el polinucleétido, y las células que contienen el vector se pueden
ejemplificar en la composicion de la presente invencion, se puede utilizar

cualquier molécula siempre que sean factores capaces de presentar un

31



10

15

20

27

péptido WT1 en forma de péptido antigénico sobre una superficie de células
que presentan antigenos. Estos factores se pueden obtener mediante un
método bien conocido por los expertos en la técnica como se describié
anteriormente.

El péptido WT1 que se utiliza en la presente invencién tiene la
capacidad de unirse a cualquier molécula MHC clase Il de una molécula MHC
Clase Il de una molécula HLA-DRB1 0101, una molécula HLA-DRB1 0401,
una molécula HLA-DRB1 0403, una molécula HLA-DRB1" 0406, una molécula
HLA-DRB1°0803, una molécula HLA-DRB1 0901, una molécula HLA-
DRB1 1101, una molécula HLA-DRB3 0202, una molécula HLA-DRB4 0101,
una molécula HLA-DRB1" 1501, una molécula HLA-DRB1" 0405, una molécula
HLA-DRB1 1502, una molécula HLA-DPB1 0501, una molécula HLA-
DPB1°0901, una molécula HLA-DPB1 0201, o una molécula HLA-
DPB1° 0301, como se describié anteriormente. Ademas, el péptido WT1 que
se utiliza en la presente invencion puede tener la capacidad de unirse al
menos a dos o mas moléculas MHC clase |l de las moléculas MHC clase i
anteriores. Ademas, el péptido WT1 que se utiliza en la presente invencion
puede tener la capacidad de unirse a cualquier molécula MHC clase 1l de las
moléculas HLA-DR, HLA-DQ o HLA-DP.

Cuando la composicién de la presente invenciéon se administra a
un sujeto que tiene una o mas moléculas MHC Clase Il de una molécula HLA-
DRB1 0101, una molécula HLA-DRB1 0401, una molécula HLA-DRB1 0403,

una molécula HLA-DRB1" 0406, una molécula HLA-DRB1 0803, una molécula
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HLA-DRB1°0901, una molécula HLA-DRB1 1101, una .molécula HLA-
DRB3’ 0202, una molécula HLA-DRB4 0101, una molécula HLA-DRB1™ 1501,
una molécula HLA-DRB1" 0405, una molécula HLA-DRB1" 1502, una molécula
HLA-DPB1 0501, una molécula HLA;DPB1*0901, una molécula HLA-
DPB1°0201, o una molécula HLA-DPB1 0301, un sistema inmune se activa
por la activacion de las células T auxiliares y/o las células T citotoxicas en el
sujeto. Ademas, el gen WT1 se expresa altamente en varios canceres y
tumores, por ejemplo, en malignidades hematolégicas tales como leucemia,
sindrome mielodisplasico, mieloma multiple y linfoma maligno, como también
en canceres solidos tales como cancer de estdbmago, cancer colorreétal,
cancer de pulmén, cancer de pecho, cancer de células germinales, cancer de
higado, cancer de piel, céncer de vesicula, cancer de prostata, cancer de
utero, cancer de cuello uterino, y cancer de ovarios, y por lo tanto, la
composicion de la presente invencidén se puede utilizar como agente
adyuvante 'para tratar o prevenir un cancer. En forma alternativa, las células T
auxiliares, las células citotdxicas y similares, las cuales se activan utilizando la
composicion de la presente invencidn, se pueden utilizar, por ejemplo, en
forma de un agente adyuvante para tratar los canceres anteriores.

Ademas del péptido WT1, el polinucleétido que codifica el
péptido WT1, el vector que contiene el polinucleétido, y las células que
contienen el vector, la composicion de la presente invencion puede contener,
por ejemplo, un vehiculo, un excipiente, un aditivo y similares. El péptido WT1

anterior y similar que esta contenido en la composicidn de la presente
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invencion activa las células T auxiliares y/o las células T citotdxicas de una
manera especifica del péptido WT1, y por lo tanto, la composicién puede
contener un péptido WT1 restrictivo de la MHC Clase | conocido, o se puede
aplicar junto con este péptido.

Un método para aplicar la composicion de la presente invencion
se puede seleccionar en forma apropiada dependiendo de las condiciones
tales como el grado deseado de activacion de las células T auxiliares y/o las
células T citotdxicas, y el estado de las células que presentan los antigenos.
El método de aplicacién incluye, por ejemplo, la administracion a un sujeto por
medio de administracion intradérmica, administracibn subcutanea,
administracion intramuscular, administracion intravenosa, administracion
transnasal, administracion oral, y similares, o la adiciéon a un fluido de cultivo
de las células que presentan antigenos, pero no esta limitado a las mismas.
La cantidad del péptido WT1 anterior y similar contenido en la composicién de
la presente invencién, la forma de la composicién, la frecuencia de aplicacion
de la composicién y similar se puede seleccionar en forma apropiada
dependiendo de las condiciones tales como el grado deseado de activacién de
las células T auxiliares y/o las células T citotdxicas, y el estado de las células
que presentan antigenos.

Incluso en otro aspecto, la presente invencién provee un método
para tratar o prevenir un cancer en un sujeto, que incluye el paso de activar
las células T auxiliares o las células T citotdxicas agregando un péptido WT1 a

las células que presentan antigenos, en donde el péptido WT1 tiene la
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capacidad de unirse a cualquier moléculas MHC Clase 1l de una molécula
HLA-DRB1°0101, una molécula HLA-DRB1 0401, una molécula HLA-
DRB1" 0403, una molécula HLA-DRB1" 0406, una molécula HLA-DRB1 0803,
una molécula HLA-DRB1" 0901, una molécula HLA-DRB1™ 1101, una molécula
HLA-DRB3 0202, una molécula HLA-DRB4 0101, una molécula HLA-
DRB1" 1501, una molécula HLA-DRB1" 0405, una molécula HLA-DRB1" 1502,
una molécula HLA-DPB1" 0501, una molécula HLA-DPB1" 0901, una molécula
HLA-DPB1°0201, o una molécula HLA-DPB1 0301. El método de la presente
invencién activa un sistema inmune en un sujeto activando las células T
auxiliares y/o las células T citotdxicas, tratando o previniendo de este modo un
cancer en un sujeto. En el método de la presente invencion, el paso de activar
las células T citotdxicas puede llevarse a cabo pasando a través del paso de
activar las células T auxiliares. La adiciéon del péptido WT1 a las células que
presentan antigenos puede llevarse a cabo directamente por la adicidon del
péptido WT1, o indirectamente por la adicion de un polinucleétido que codifica
el péptido WT1 o de un vector de expresién que contiene un polinucledtido
que codifica el péptido WT1 o por la adicién de células que contienen el vector
de expresioén. El polinucleétido anterior que codifica el péptido WTH1, el vector
de expresion que contiene un polinucleétido que codifica el péptido WT1, y las
células que contienen el vector de expresiéon se puede obtener mediante un
método bien conocido por los expertos en la técnica, como se describio
anteriormente. Los sujetos a quienes se puede aplicar el método de la

presente invencidon son aquéllos positivos con respecto a cualquier molécula
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MHC clase Il de una molécula MHC Clase Il de una molécula HLA-
DRB1° 0101, una molécula HLA-DRB1" 0401, una molécula HLA-DRB1" 0403,
una molécula HLA-DRB1 0406, una molécula HLA-DRB1" 0803, una molécula
HLA-DRB1'0901, una molécula HLA-DRB1 1101, una molécula HLA-
DRB3" 0202, una molécula HLA-DRB4 0101, una molécula HLA-DRB1 1501,
una molécula HLA-DRB1 0405, una molécula HLA-DRB1" 1502, una molécula
HLA-DPB1° 0501, una molécula HLA-DPB1 0901, una molécula HLA-
DPB1° 0201, o una molécula HLA-DPB1'O301. Los canceres a los cuales se
puede aplicar la presente invencién pueden ser cualquier tipo de céncgr, e
incluyen, por ejemplo, tumores de 6rganos hematopoyéticos tales como
leucemia, sindrome mielodisplasico, mieloma mdltiple y linfoma maligno, como
también canceres tales como cancer de estdmago, cancer de intestinos,
cancer de pulmoén, cancer de pecho, cancer de células germinales, cancer de
higado, cancer de piel, cancer de vesicula, cancer de proéstata, cancer de
Utero, cancer de cuello uterino, y cancer de ovarios. Ademas, el método de la
presente invencion se puede utilizar junto con un meétodo para tratar o prevenir
un cancer que utiliza un péptido WT1 restrictivo de la molécula MHC Clase | o
una composicién farmacéutico para el mismo.

Incluso en otro aspecto, la presente invencidon proporciona el uso
de un péptido WT1 para preparar la composicion anterior, de un polinucleétido
que codifica el péptido WT1, de un vector que contiene el polinucleétido, y de
las células que contienen el vector.

Incluso en otro aspecto, la presente invencién se refiere a un kit
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que contiene el péptido WT1 anterior, el polinucledtido que codifica el péptido
WT1, el vector que contiene el polinucleétido, o las células que contienen el
vector, para activar las células T auxiliares y/o las células T citotdxicas
agregando el péptido WT1 a las células que presentan antigenos, en donde el
péptido WT1 tiene la capacidad de unirse a cualquier molécula MHC Clase |l
de una molécula HLA-DRB1 0101, una molécula HLA-DRB1 0401, una
molécula HLA-DRB1°0403, una molécula HLA-DRB1 0406, una molécula
HLA-DRB1 0803, una molécula HLA-DRB1 0901, una molécula HLA-
DRB1 1101, una molécula HLA-DRB3' 0202, una molécula HLA-DRB4 0101,
una molécula HLA-DRB1" 1501, una molécula HLA-DRB1 0405, una molécula
HLA-DRB1 1502, una molécula HLA-DPB1 0501, una molécula HLA-
DPB1°0901, una molécula HLA-DPB1°0201, o una molécula HLA-
DPB1°0301. Con preferencia, el kit se utiliza en el método anterior para
activar las células T auxiliares o las células T citotoxicas. El kit de la presente
invencion puede contener, por ejemplo, un medio de obtencién de las células
que presentan antigenos, un medio de evaluacion de la actividad de las
células T auxiliares y/o las células T citotoxicas y similares, ademas del
péptido WT1. En general, el kit estd acompafnado de un manual de
instrucciones. Es posible active en forma efectiva las células T auxiliares o las
células T citotdxicas utilizando el kit de la presente invencion.

En otro aspecto, la presente invencidén proporciona células que
presentan antigenos que presentan un complejo de un péptido antigénico que

contiene un péptido WT1 con una molécula MHC clase Il. En este caso, la
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molécula MHC Clase Il puede ser cualquier molécula de una molécula HLA- -

DRB1° 0101, una molécula HLA-DRB1" 0401, una molécula HLA-DRB1" 0403,
una molécula HLA-DRB1" 0406, una molécula HLA-DRB1 0803, una molécula
HLA-DRB1°0901, una molécula HLA-DRB1 1101, una molécula HLA-
DRB3’ 0202, una molécula HLA-DRB4 0101, una molécula HLA-DRB1" 1501,
una molécula HLA-DRB1' 0405, una molécula HLA-DRB1" 1502, una molécula
HLA-DPB1°0501, una molécula HLA-DPB1°0901, una molécula HLA-
DPB1° 0201, o una molécula HLA-DPB1 0301, o puede ser al menos dos o
mas moléculas de las moléculas MHC Clase |l anteriores. Las células que
presentan antigenos de la presente invencién se pueden preparar utilizando
una técnica conocida por los expertos en la técnica. Por ejemplo, se pueden
preparar aislando las células que tienen la capacidad de presentar antigenos
de un paciente con cancer, y luego impulsando las células aisladas con el
péptido WT1 anterior (por ejemplo, el péptido que tiene la secuencia de
aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 2) o con un polinucleétido
que codifica el péptido WT1, o introduciendo un vector de expresion que
contiene el polinucleétido en las células, permitiendo de este modo un
complejo de péptido antigénico que contiene el péptido WT1 con una molécula
MHC Clase Il para presentar sobre la superficie celular (Cancer Immunol.
Immunother. 46:82, 1998, J. Immunol., 158: pags.1796, 1997, Cancer Res.,
59: pags.1184, 1999, Cancer Res., 56: pags. 5672, 1996, J. Immunol., 161:
pag. 5607, 1998, J. Exp. Med., 184: pag. 465, 1996). En la presente memoria

descriptiva, las células que tienen la capacidad de presentar un antigeno no
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se limitan en la medida due expresen una molécula MHC Clase |l capaz de
presentar un péptido WT1 sobre la superficie celular,' y se prefieren las células
mononucleares de sangre periférica o las células dendriticas que tienen una
elevada capacidad de presentar antigenos. Ademas, la presencia de células
que presentan antigenos de la presente invencion esta confirmada mediante
un incremento de‘ la actividad de las células citotoxicas, la cual esta
confirmada por un incremento de una cantidad de interferén-y, como se
muestra en los ejemplos. Las células que presentan antigenos de la presente
invencién se utilizan en forma efectiva en una terapia celular (por ejemplo,
terapia de células dendriticas) como ingrediente activo de una composicién
farmacéutica.

Incluso en otro aspecto, la presente invencidn proporciona
células T auxiliares que reconocen un complejo de un péptido antigénico que
contiene un péptido WT1 con una molécula MHC clase Il. En este caso, la
molécula MHC Clase Il puede ser cualquier molécula de una molécula HLA-
DRB1 0101, una molécula HLA-DRB1" 0401, una molécula HLA-DRB1" 0403,
una molécula HLA-DRB1" 0406, una molécula HLA-DRB1" 0803, una molécula
HLA-DRB1°0901, una molécula HLA-DRB1 1101, una molécula HLA-
DRB3’ 0202, una molécula HLA-DRB4 0101, una molécula HLA-DRB1" 1501,
una molécula HLA-DRB1 0405, una molécula HLA-DRB1" 1502, una molécula
HLA-DPB1°0501, una molécula HLA-DPB1 0901, una molécula HLA-
DPB1 0201, o una molécula HLA-DPB1 0301, o puede ser al menos dos o

mas moléculas de las moléculas MHC Clase |l anteriores. Las células T
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auxiliares de la presente invencion ihcluyen, por ejemplo, aquéllas que
reconocen un complejo de un péptido antigénico que contiene un péptido que
consiste en la secuencia de aminoacidos que se describe en la SEQ ID NO: 2
con cualquier molécula MHC clase Il de una molécula MHC Clase Il de una
molécula HLA-DRB1°0101, una molécula HLA-DRB1 0401, una molécula
HLA-DRB1 0403, una molécula HLA-DRB1 0406, una molécula HLA-
DRB1° 0803, una molécula HLA-DRB1 0901, una molécula HLA-DRB1" 1101,
una molécula HLA-DRB3" 0202, una molécula HLA-DRB4 0101, una molécula
HLA-DRB1 1501, una molécula HLA-DRB1 0405, una molécula HLA-
DRB1" 1502, una molécula HLA-DPB1’ 0501, una molécula HLA-DPB1 0901,
una molécula HLA-DPB1°0201, o una molécula HLA-DPB1 0301. Los
expertos en la técnica pueden preparar faciimente y obtener las células T
auxiliares de la presente invencion utilizando una técnica conocida en el arte
(Iwata, M. et al., Eur. J. Immunol, 26, 2081 (1996)).

Incluso en otro aspecto, la presente invencion proporciona
celulas T citotoxicas que se activan mediante las células T auxiliares que
reconocen un complejo de un péptido antigénico que contiene un péptido WT1
con una molécula MHC clase Il. Las células T citotdxicas de la presente
invencién incluyen, por ejemplo, aquéllas que se activan mediante las células
T auxiliares que reconocen un complejo de un péptido antigénico que contiene
un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos como se muestra en

la SEQ ID NO: 2 con cualquier molécula MHC clase Il de una molécula MHC

Clase Il de una molécula HLA-DRB1 0101, una molécula HLA-DRB1 0401,
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una molécula HLA-DRB1 0403, una molécula HLA-DRB1" 0406, una molécula
HLA-DRB1°0803, una molécula HLA-DRB1°0901, una molécula HLA-
DRB1" 1101, una molécula HLA-DRB3' 0202, una molécula HLA-DRB4 0101,
una molécula HLA-DRB1" 1501, una molécula HLA-DRB1" 0405, una molécula
HLA-DRB1 1502, una molécula HLA-DPB1 0501, una molécula HLA-
DPB1°0901, una molécula HLA-DPB1°0201, o una molécula HLA-
DPB170301. Las células T citotoxicas de la presente invencién pueden ser
preparadas facilmente por los expertos en la técnica utilizando una técnica
conocida. Por ejemplo, se breparan aislando los linfocitos de sangre periférica
de un paciente, y estimulandolas in vitro con un péptido (por ejemplo, un
péptido que tiene la secuencia de aminoacidos que se describe en la SEQ ID
NO: 2), un polinucleétido que codifica el péptido, o un vector de expresion que
contiene el polinucleétido (Journal of Experimental Medicine 1999, 190:1669).
Las células T citotdxicas preparadas de este modo se pueden utilizar en forma
de un principio activo de una composicion farmacéutica para tratar o prevenir
un cancer y similar. En los ejemplos de la presente memoria descriptiva, se
reconocié una actividad para inducir las células T citotoxicas por la
administracion de WT-332 en una muestra que deriva de un sujeto que tiene
una cierta molécula de clase MHC. Esto muestra que las células que
presentan antigenos las cuales presentan un complejo de un péptido
antigénico que consiste en un péptido WT1 con una molécula MHC Clase |l
estan presentes en las células mononucleares de sangre periférica, y muestra

la presencia de células que presentan antigenos las cuales presentan el
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complejo, las células T auxiliares que las reconocen especificamente y las
células T citotéxicas inducidas por las células T auxiliares.

Incluso en otro aspecto, la presente invencién proporciona un
tetramero HLA que tiene el péptido antigénico anterior que contiene un
péptido WT1 y una molécula MHC Clase II. La molécula MHC Clase [l puede
ser cualquier molécula de una molécula HLA-DRB1 0101, una molécula HLA-
DRB1°0401, una molécula HLA-DRB1" 0403, una molécula HLA-DRB1" 0406,
una molécula HLA-DRB1" 0803, una molécula HLA-DRB1 0901, una molécula
HLA-DRB1°1101, una molécula HLA-DRB3 0202, una molécula HLA-
DRB4 0101, una molécula HLA-DRB1" 1501, una molécula HLA-DRB1" 0405,
una molécula HLA-DRB1°1502, una molécula HLA-DPB1°0501, o una
molécula HLA-DPB1 0901, o puede ser al menos dos o mas moléculas de las
moléculas MHC Clase Il anteriores. En la presente memoria descriptiva, el
tetramero HLA significa un producto tetramerizado que se obtiene por
biotinilacién de un complejo (mondémero HLA) que se obtiene por la asociacion
de una proteina HLA con un péptido, y luego uniendo el producto biotinilado al
avidin. Los tetrameros HLA que contienen varios péptidos antigénicos estan
disponibles en el comercio, y es posible preparar el tetramero HLA de la
presente invencion facilmente (Science 279: 2103-2106 (1998), Science 274:
94-96 (1996)). El tetramero de la presente invencidn se marca con preferencia
con fluorescencia de modo que las células T auxiliares y las células citotoxicas
ligadas de la presente invencion se pueden seleccionar o detectar facilmente

mediante un medio de deteccidén conocido tal como citometria de flujo y
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microscopia de fluorescencia. El tetramero HLA en la presente invencion no
esta limitado a un tetrdmero, y ademas es posible utilizar un multimero tal
como un pentdmero y un dendrimero, segun sea necesario. En la presente
memoria descriptiva, el multimero significa un producto multimerizado el cual
se obtiene ligando dos o mas complejos (mondémeros HLA ) que se obtienen
por la asociacién de una proteina HLA con un péptido que utiliza una técnica
conocida.

En otro aspecto, la presente invenciéon provee una composicion
farmacéutica para activar las células T auxiliares o las células T citotéxicas, la
cual contiene, como principio activo, cualquiera de la composicion antes
mencionada, las células que presentan antigenos, las células T auxiliares, las
células T citotdxicas o el tetramero. La composicién farmacéutica de la
presente invencion puede contener, como principio activo, una 0 mas de la
composicién mencionada anteriormente, las células que presentan antigenos,
las células T auxiliares, las células T citotdxicas o el tetrdmero. La
composicién farmacéutica de la presente invencion se puede utiliiar para
tratar o prevenir un cancer. La composicién farmacéutica de la presente
invencion se puede aplicar a varios canceres y tumores que expresan el WTI,
por ejemplo, tumores de O6rganos hematopoyéticos tales como leucemia,
sindrome mielodisplasico, mieloma multiple y linfoma maligno, como también
canceres tales como cancer de estdmago, cancer de intestinos, cancer de
pulmén, cancer de pecho, cancer de células germinales, cancer de higado,

cancer de piel, cancer de vesicula, cancer de prostata, cancer de utero,
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cancer de cuello uterino, y cancer de ovarios. Ademas, la composicion
farmacéutica de la presente invencién se puede utilizar para administrar a un
sujeto que tiéne una molécula MHC clase II tal como una molécula MHC
Clase Il de una molécula HLA-'DRB1*0101, una molécula HLA-DRB1 0401,
una molécula HLA-DRB1" 0403, una molécula HLA-DRB1" 0406, una molécula
HLA-DRB1 0803, una molécula HLA-DRB1 0901, una molécula HLA-
DRB1" 1101, una molécula HLA-DRB3 0202, una molécula HLA-DRB4 0101,
una molécula HLA-DRB1" 1501, una molécula HLA-DRB1™ 0405, una molécula

HLA-DRB1 1502, una molécula HLA-DPB1 0501, una molécula HLA-

DPB1°0901, una molécula HLA-DPB1 0201, o una molécula HLA-

DPB1 0301. La composicién farmacéutica de la presenté invencién se puede

utilizar junto con otro método para tratar o prevenir un cancer o composicion

farmacéutica para la misma. Ademas, la composicion farmacéutica de la -

presente invencion puede contener un agente de activacion, un agente de
proliferacion, un agente de induccién y similar de las células T auxiliares o las
células T citotoxicas, 0 puede contener un péptido WT1 restrictivo de la MHC
Clase | conocido.

Ademas de un principio activo, la composicion farmacéutica de la
presente invencién puede contener, por ejemplo, un vehiculo, un excipiente y
similares. El método de administracién de la composicion farmaceéutica de la
presente invencion se puede seleccionar en forma apropiada dependiendo de
las condiciones tales como un tipo de enfermedad, un estado de los sujetos y

un sitio blanco. ElI método incluye, por ejemplo, administracion intradérmica,
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administracion subcutanea, administracién intramuscular, administracion
intravenosa, administracion transnasal, administracion oral, y similares, pero
no se limita a la misma. La cantidad del principio activo anterior contenido en
la composicién farmacéutica de la presente invencién, la forma de dosificacion
de la composicion, la frecuencia de administracion de la composicion y similar
se puede seleccionar en forma apropiada dependiendo de las condiciones
tales como un tipo de enfermedades, un estado de los sujetos, un sitio blanco
y similar.

Incluso en otro aspecto, la presente invencion provee un método
para tratar o prevenir un cancer en un sujeto, que incluye el paso de
administrar cualquiera de la composicién antes mencibnada, las células que
presentan antigenos, las células T auxiliares. las células T citotoxicas o el
tetrémero a un sujeto en una cantidad efectiva, en donde el sujeto tiene
cualquier molécula MHC Clase Il de una molécula HLA-DRB1 0101, una
molécula HLA-DRB1 0401, una molécula HLA-DRB1 0403, una molécula
HLA-DRB10406, una molécula HLA-DRB1°0803, una molécula HLA-
DRB1° 0901, una molécula HLA-DRB1" 1101, una molécula HLA-DRB3' 0202,
una molécula HLA-DRB4 0101, una molécula HLA-DRB1" 1501, una molécula
HLA-DRB170405, una molécula HLA-DRB1 1502, una molécula HLA-
DPB1 0501, una molécula HLA-DPB1" 0901, una molécula HLA-DPB1" 0201,
o una molécula HLA-DPB1°0301. Los canceres que se pueden tratar o
prevenir mediante el método de la presente invencion son varios canceres y

tumores que expresan el WTI, por ejemplo, tumores de 6rganos
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hematopoyéticos tales como leucemia, sindrome mielodisplasico, mieloma
multiple y linfoma maligno, como también cénceres tales como cancer de
estdmago, cancer de intestinos, cancer de pulmén, cancer de pecho, cancer
de células germinales, cancer de higado, cancer de piel, cancer de vesicula,
cancer de prostata, cancer de Utero, cancer de cuello uterino, y cancer de
ovarios. El método de la presente invencién se puede utilizar junto con otro

método para tratar o prevenir un cancer, por ejemplo, un método para tratar o

prevenir un cancer que utiliza un péptido WT1 restrictivo de la molécula MHC

Clase | conocido.

Incluso en otro aspecto, la presente invencion provee el uso de
cualquier composicién antes mencionada, las células que presentan
antigenos, las células T auxiliares, las células T citotdxicas o el tetramero para
preparar la composicion farmacéutica anterior.

En un aspecto, la presente invencién se refiere a un anticuerpo
que se une especificamente al péptido WT1 anterior o al polinucleétido que
codifica el péptido WT1 (en adelante, el anticuerpo ademas se denomina un
anticuerpo anti-WT1). El anticuerpo de la presente invencién puede ser o bien
un anticuerpo policional o un anticuerpo monoclonal. Especificamente, se
puede mencionar un anticuerpo que se une especificamente a un péptido que
tiene la secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 2 y
similar. Un método para preparar ‘este anticuerpo ya se conoce, y el
anticuerpo de la presente invencién se puede preparar de acuerdo con este

método convencional también (Protocolos corrientes en Molecular Biology,
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Ausubel et al. (ed.), 1987, John Wiley and Sons (pub.), Seccion 11.12-11.13,
Antibodies; A Laboratory Manual, Lane, H. D. et al. (ed.), Cold Spring Harber
Laboratory Press (pub.), New York, 1989). Por ejemplo, un animal no humano
como ser un conejo doméstico se inmuniza utilizando un péptido que tiene la
secuencia de aminoacidos que se describe en la SEQ ID NO: 2 en forma de
un .inmunégeno, y un anticuerpo policlonal se puede obtener a partir del suero
del animal mediante un método convencional. Por otro lado, en el caso de un
anticuerpo monoclonal, un animal no humano tal como un ratdén se inmuniza
utilizando el péptido que se utiliza en la presente invencién (un péptido que

tiene la secuencia de aminoacidos que se describe en la SEQ ID NO: 2), y las

células del bazo resultantes y las células del mieloma se fusionan para

preparar las células de hibridoma, de las cuales se puede obtener el
anticuerpo monoclonal (Protocolos corrientes en Molecular Biology, Ausubel et
al. (ed.), 1987, John Wiley and Sons (pub.), Seccién 11.4-11.11). Ademas, la
preparacion del anticuerpo anti-WT1 de la presente invencion se puede llevar
a cabo estimulando una reaccion inmunologica que utiliza varios adyuvantes
que de dependen de un anfitrion. Estos adyuvantes incluyen un gel mineral
(por ejemplo, el adyuvante de Freund, hidroxido de aluminio, etc.), un
tensioactivo, un adyuvante humano, y similares. El anticuerpo anti-WT1 de la
presente invencion se puede utilizar para cromatografia por afinidad,
diagnodstico inmunolégico, y similares. Un método para el diagnéstico
inmunolégico se puede seleccionar en forma apropiada a partir de la

inmunotransferencia, el ensayo radioinmunolégico (RIA), el ensayo
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inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), la medicion fluorescente o
luminiscente y similares.

En otro aspecto, la presente invencién provee un método para
determinar la presencia o la cantidad de un péptido WT1 en un sujeto positivo
con respecto a cualquier molécula MHC Clase |l de una molécula HLA-
DRB1°0101, HLA-DRB1°0401, HLA-DRB1 0403, HLA-DRB1 0406, HLA-
DRB1°0803, HLA-DRB1 0901, HLA-DRB1 1101, HLA-DRB3 0202, HLA-
DRB4 0101, o HLA-DRB1 1501, una molécula HLA-DRB1 0405, una
molécula HLA-DRB1 1502, una molécula HLA-DPB1 0501, una molécula
DPB1 0901, una molécula HLA-DPB1" 0201 o una molécula HLA-DPB1" 0301,
incluyendo el método los pasos de:

(a) hacer reaccionar una muestra que se obtiene del sujeto con
el anticuerpo anti-WT1 anterior, y luego

(b) determinar la presencia o la cantidad del anticuerpo anti-WT1
anterior contenido en la muestra.

Una muestra que se obtiene de un sujeto que tiene cualquier
molécula MHC Clase Il de una molécula HLA-DRB1° 0101, HLA-DRB1" 0401,
HLA-DRB1*O403, HLA-DRB1°0406, HLA-DRB1°0803, HLA-DRB1 0901,
HLA-DRB1 1101, HLA-DRB3 0202, HLA-DRB4 0101, o HLA-DRB1 1501,
una molécula HLA-DRB1 0405, una molécula HLA-DRB1 1502, una molécula
HLA-DPB1°0501, una molécula DPB1°0901, una molécula HLA-DPB1°0201 o
una molécula HLA-DPB1 0301, se puede utilizar como muestra que se utiliza

en el paso anterior (a). Las muestras que se utilizan en el paso (a) anterior
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incluyen, por ejemplo, fluido corporal y tejidos tales como sangre y linfocitos.
Los expertos en la técnica pueden obtener muestras en forma apropiada,
hacerlas reaccionar con un anticuerpo y llevar a cabo los procedimientos que
utilizan una técnica conocida. El paso (b) en la presente invencion incluye, por
ejemplo, la determinacién de la localizacion, el sitio, la cantidad y similar el
anticuerpo anti-WT1 anterior, y por lo tanto, la presente invencion se puede
utilizar para diagnéstico, pronéstico y similar de un cancer. El anticuerpo anti-
WT1 anterior puede ser marcado. Como etiqueta, se pueden utilizar etiquetas
tales como una etiqueta fluorescente y una etiqueta radioactiva. Al etiquetar,
resulta posible llevar a cabo la determinacién de la presencia o la cantidad de
un péptido WT1 en forma simple y rapida.

Incluso en otro aspecto, la presente invencién se refiere a un kit
para determinar la presencia o la cantidad de un péptido WT1, el cual contiene
el anticuerpo anti-WT1 en forma de un constituyente esencial. El kit de la
presente invencion puede contener, por ejemplo, medios para obtener el
anticuerpo anti-WT1 y medios para evaluar el anticuerpo anti-WT1, y similar,
ademas del anticuerpo anti-WT1 anterior. En general, el kit esta acompaﬁadd
de un manual de instrucciones. Al utilizar el kit de la presente invencion,
resulta posible determinar la presencia o la cantidad de un péptido WT1 en
forma simple y rapida en el método anterior para determinar la presencia o la
cantidad de un péptido WT1.

Incluso en otro aspecto, la presente in.vencién provee un método

para determinar la presencia o la cantidad de las células T auxiliares
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especificas del WT1 o las células T citotoxicas especificas del WT1 en un
sujeto posiﬁvo con respecto a cualquier molécula MHC Clase Il de una
molécula HLA-DRB1° 0101, HLA-DRB1 0401, HLA-DRB1 0403, HLA-
DRB1° 0406, HLA-DRB1 0803, HLA-DRB1 0901, HLA-DRB1'1101, HLA-
DRB3 0202, HLA-DRB4 0101, o HLA-DRB1' 1501, una molécula HLA-
DRB1° 0405, una molécula HLA-DRB1 1502, una molécula HLA-DPB1 0501,
una molécula DPB1° 0901, una molécula HLA-DPB1 0201 0 una molécula
HLA-DPB1° 0301, incluyendo el método los pasos de:

(a) estimular una muestra que se obtiene del sujeto utilizando un
péptido WT1, y

(b) determinar la presencia o la cantidad de citoquinas, células T
auxiliares o células T citotdxicas, y en donde el incremento de la presencia o
la cantidad de citoquinas, células T auxiliares o células T citotoxicas muestra
la presencia o la cantidad de células T auxiliares especificas del WT1 o
células T citotéxicas especificas del WT1.

Las muestras en la presente invencién pueden ser cualquier
muestra en la medida que ¢ontengan las células que presentan antigenos, e
incluyen, por ejemplo, las células mononucleares de sangre periférica,
linfocitos invasivos, células tumorales, células en fluido de ascitis, células en
derrame pleural, células en fluido cefalorraquideo, células de la médula ésea,
células del ganglio linfatico, y similares. La muestra que se utilizé en la
presente invencién puede derivar de donantes saludables o ‘de pacientes con

cancer. Al utilizar esas células que derivan de donantes saludables, por
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ejemplo, resulta posible diagnosticar si los donantes estan afectados por un
cancer, o si los donantes tienen una predisposicion al cancer, u otras
afecciones. Al utilizar esas células que derivan de pacientes con cancer, por
ejemplo, resulta posible predecir si una inmunoterapia de TW1 tiene un efecto
en los pacientes con cancer, u otras afecciones. En el método de la presente
invencion, las muestras que se obtuvieron se pueden cultivar antes y después
de la estimulacién con un péptido WT1, y las condiciones del cultivo se
pueden determinar en forma apropiada por parte de los expertos en la técnica.
La estimulacion de estas células con un péptido WT1 se puede llevar a cabo
utilizando una técnica conocida tal como electroporacién, y se puede llevar a
cabo o bien in vitro o in vivo. La produccion de una citoquina, la presencia de
una reaccién de las célﬁlas T auxiliares o las células T citotoxicas, Ié cantidad
de citoquina producida, o la cantidad de células T auxiliares o células T
citotdxicas se puede determinar mediante un método conocido.

Incluso en otro aspecto, la presente invencidn se refiere a un kit
para determinar la presencia o la cantidad de un péptido WT1, el cual contiene
el péptido WT1 anterior en forma de un componente esencial. El kit de la
presente invencion puede contener, por ejemplo, un medio de obtencion de
muestras, un medio de evaluacion tales como citoquinas, ademas del péptido
WT1 anterior. En general, el kit estd acompafiado de un manual . de
instrucciones. Al utilizar el kit de la presente invencion, resulta posible
determinar la presencia o la cantidad de un péptido WT1 en forma simple y

rapida en el método anterior para determinar la presencia o la cantidad de un
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péptido WT1.
La presente invencion se describira en detalle y especificamente
por medio de ejemplos, pero no debe considerarse como limitante de la

presente invencion.
EJEMPLO1

1. Induccidn de células T auxiliares del tipo | especificas del

WT1-332

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se
separaron de la sangre periférica de donantes de sangre saludables (donante
1: HLA-DRB1° 0406/1201-, DRB3 0101-, y DRB4 0103-positivo, donante 2:
HLA-DRB1 0901/1101-, DRB3" 0202-, y DRB4 0103-positivo, dohante 3: HLA-
DRB1°0401/0405-, 'y D'RB4'0102/0103-positivo, donante 4: HLA-
DRB1°0901/1101-, DRB3'0202-, y DRB4 0103-positivo). Las PBMCs
separadas (1,5 x 107 células) se suspendieron en un medio compuesto del
45% de RPMI-1640 (SIGMA), 45% de AIM-V (Invitrogen), y 10% de suero
humano del tipo AB (MP Biomedicals), y se sembraron sobre una placa de 24
pocillos a 1,5 x 10° células (dia 0). A los pocillos que se sembraron con
PBMCs, se agrego6 el WT1-332 (un péptido que consiste en la secuencia de
aminoacidos que se describe en la SEQ ID NO: 2) a una concentraciéon de 10
pg/ml e IL-7 (PeproTech) a una concentracion de 10 ng/ml y las células se

cultivaron a 37°C en 5% de CO, durante una semana. Ademas, una porcion
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de las PBMCs separadas se preservaron congeladas para las células que
presentan el antigeno en caso de.re-estimulacién.

Después de una semana (el dia séptimo), se llevé a cabo la re-
estimulacion. Primero, las PBMCs preservadas congeladas se descongelaron,
sé impulsaron con 10 ug/ml de WT1-332, se trataron con 50 ug/ml de
mitomicina C (Kyowa Hakko Kirin Co., Ltd.), y se sembraron sobre una nueva
placa de 24 pocillos a 1,0 x 10° hasta 1,6 x 10° células /pocillo. A continuacion,
las células que se cultivaron durante una semana se recuperaron, y se
sembraron sobre pocillos sembrados con células que presentan antigenos a
1,0 x 10% hasta 1,6 x 10° células /pocillo. Finalmente, IL-7 se agregé a cada
pocillo a una cohcentraci()n de 10 ng/ml, y las células se cultivaron a 37°C en
5% de CO,. Después de 2 dias (el dia noveno), la mitad del fluido de cultivo
en cada pocillo se eliminé suavemente, y en su lugar un medio que contiene
40 U/ml de 1L-2 (PeproTech) se agreg6 al pocillo, y se continud con el cultivo.
Posteriormente, el procedimiento de reemplazo de la mitad del fluido de
cultivo se llevé a cabo dia por medio utilizando un medio que contiene 20 U/ml
de IL-2, y las células se recuperaron en 'forma apropiada entre el dia 14 y el

dia 21 y se utilizaron para experimentos.

2. Preparacion de células que presentan antigenos gque se

utilizan en el experimento para la determinacion del alelo restrictivo

Las PBMCs se separaron de la sangre periférica de donantes de

sangre saludables (donante 5: HLA-DRB1 0406/1201-, DRB3 0101-, vy
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DRB4 0103-positivo, donante 6: HLA-DRB1 0403/1405-, DRB3 0202-, vy

DRB4 0103-positivo, donante 7: HLA-DRB1 0403/1201-, DRB3 0101-, y

DRB4™0103-positivo, donante 8: HLA-DRB1 0101/0901-, y DRB4 0103-

positivo, donante 9: HLA-DRB1” 1401/1406-, y DRB3" 0202-positivo, donante

10: HLA-DRB1°0803/0901-, y DRB4 0103-positivo, donante 11:

DRB1 1101/1502-, vy

DRB1"0405/1406-, DRB3 0202-, y DRB4 0103-positivo, donante 13:

DRB1°0401/0405-, y DRB4 0102/0103-positivo,

DRB1 0401/1502-, vy
DRB1°0101/0405-, vy
DRB1°0901/1501-, vy
DRB1 0405/1501-, vy
DRB1 1401/1502-, vy

DRB1 1403/1502-, vy

DRB3’ 0202-positivo,

DRB4 0102-positivo,
DRB4 0103-positivo,
DRB4’ 0103-positivo,
DRB4" 0103-positivo,
DRB3’ 0202-positivo,

DRB3" 0101-positivo,

donante

donante

donante
donante
donante
donaﬁte
donante

donante

12:

14:

15:

16:

17:

18:

19:

20:

HLA-

HLA-

HLA-

HLA-

HLA-

HLA-

HLA-

HLA-

HLA-

HLA-

DRB1°0803/1302-, y DRB3 0301-positivo), y se utilizé como células que

presentan antigenos que se utilizaron en experimentos para la determinacion

del alelo restrictivo. Las PBMCs de cada donante se preservaron congeladas

a -80°C hasta su uso.

3. Medicién del IFN-y (Inhibicién de la reaccién en presencia del

anticuerpo anti-HLA-DR

Las células T inducidas a partir de las PBMCs de donantes 1 a 4

se cultivaron durante 24 horas en ausencia de WT1-332, en presencia de 10
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pg/ml de WT1-332, y en presencia de 10 pg/ml de WT1-332 y 10 yg/ml de
anticuerpo anti-HLA-DR (BD Co.). Después del cultivo, la cantidad de IFN-y en
el sobrenadante se cuantificé por ELISA (BD Co.). Como resultado de ello, se
mostré que todas las células T inducidas reconocen el WT1-332 y producen el

IFN-y, y que la reaccion esta restringida por la molécula HLA-DR.

4. Medicion de IFN-y (Determinacion del alelo restrictivo)

Las células T inducidas a partir de las PBMCs de donantes 1 a 4
se hicieron reaccionar con cada una de las células que presentan antigenos
adecuadas impulsadas con WT1-332, y se determiné un alelo restrictivo de las

células T inducidas.

4-1. Células T que derivan del donante 1

Las células T inducidas a partir de las PMBCs del donante 1 se
co-cultivaron durante 24 horas con las células que presentan antigenos que
derivan de los donantes 5, 6, 7, 8 y 9, las cuales se impuisaron con 10 pyg/mi
de WT1-332. Después del co-cultivo, la cantidad de IFN-y en el sobrenadante
se éuantificé por ELISA. Los resultados se muestran en la figura 1. Las células
T que derivan del donante 1 produjeron el IFN-y cuando se co-cultivaron con
células qué presentan el antigeno HLA-DR4 (DRB1 0403, 0406)-positivo, las
cuales revelaron que el alelo restrictivo era HLA-DRB1 0406. Ademas, se
mostré que la HLA-DRB1 0403 puede presentar el WT1-332 y estimular las

células T.

ss



10

15

20

51

4-2. Células T que derivan del donante 2

Las células T inducidas a partir de las PMBCs del donante 2 se
co-cultivaron durante 24 horas con las células que presentan antigenos que
derivan de los donantes 10, 11, 12, y 9, las cuales se impulsaron con 10 pg/ml
de WT1-332. Después del co-cultivo, la cantidad de IFN-y en el sobrenadante
se cuantificdé por ELISA. Los resultados se muestran en la figura 2. Las células
T que derivan del donante 2 produjeron el IFN-y cuando se co-cultivaron con
las células que presentan el antigeno HLA-DRB3" 0202-positivo, las cuales

revelaron que el alelo restrictivo era HLA-DRB3 0202.

4-3. Células T que derivan del donante 3

Las células T inducidas a partir de las PMBCs del donante 3 se
co-cultivaron durante 24 horas con las células que presentan antigenos que
derivan de los donantes 10, 13, 14, y 15, las cuales se impulsaron con 10
pg/ml de WT1-332. Después del co-cultivo, la cantidad de IFN-y en el
sobrenadante se cuantifico por ELISA. Los resultados se muestran en la figura
3. Las células T que derivan del donante 3 produjeron el IFN-y cuando se co-
cultivaron con células que presentan el antigeno HLA-DR4 (DRB1 0401,
0405)-positivo, las cuales revelaron que tanto la HLA-DRB1 0401 como la

0405 pueden presentar el WT1-332 y estimular las células T.
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4-4. Células T gque derivan del donante 4

Las células T inducidas a partir de las PMBCs del donante 4 se
co-cultivaron durante 24 horas con las células que presentan antigenos que
derivan de los donantes 16, 11, 17, 18, 19 y 20, las cuales se impulsaron con
10 pg/ml de WT1-332. Después del co-cultivo, la cantidad de IFN-y en el
sobrenadante se cuantificé por ELISA. Los resultados se muestran en la figura
4. Las células T que derivan del donante 4 produjeron el IFN-y cuando se co-
cultivaron con las células que presentan el antigeno HLA-DRB1" 1101-positivo,

las cuales revelaron que el alelo restrictivo era HLA-DRB1 1101.
EJEMPLO 2

A continuacién, a fin de evaluar la capacidad de union del WT1-
332 con las moléculas MHC Clase Il, se llevd a cabo una prueba de
plegamiento de 7 tipos de proteinas monémeras HLA clase Il (DRB1 1501,
0101, 0405, 0803, 0901, 1502, o DRB4 0101) con WT1-332 utilizando HPLC.
En breve, una solucion de reaccién de plegamiento se preparé mezclando una
proteina monémera HLA Clase |l, un péptido [un péptido que se liga a cada
proteina (control positivo), un péptido que no se liga a cada proteina (control
negativo), y WT1-332], y un regulador de pH de plegamiento. Después de
hacer reaccionar la solucion a 37°C, el tiempo de retencion se analizd
utilizando HPLC. El plegamiento con WT1-332 se evalué utilizando un cambio

del tiempo de retencion debido a la uniéon de una proteina monémera HLA
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clase Il con un péptido. Los reactivos que se utilizan en este ensayo se

muestran en la siguiente tabla.

TABLA 1
5 Reactivos que se utilizan en el ensayo)
Proveedor
GE Healthcare
Superdex200 Sciences
Regulador de pH de plegamiento MBL
Regulador de pH de equilibramiento MBL
Péptido control positivo: MBL
PVSKMRMATPLLMQA (SEQ ID NO:3)
10 Péptido control negativo: MBL
KAERADLLAYLKQATA (SEQ ID NO:4)

Preparacion de las proteinas monémeras HLA Clase |l

Las proteinas mondémeras HLA Clase Il que habian sido

15 preservadas congeladas a -80°C se descongelaron sobre hielo. Las proteinas
monomeras HLA Clase Il descongeladas se ajustaron utilizando un regulador

de pH de dilucién de modo que estuvieron contenidas en una cantidad de 0,05

mg (1x10°° mol) en 83 yl.

20 Preparacion de soluciones peptidicas

Aproximadamente 1 mg de cada péptido se pesé mediante una
balanza electronica, se transfiri6 a un recipiente de vidrio, y se disolvié en

DMSO para dar una concentracion de 20 mg/mil.
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Calculo de la cantidad de solucidn peptidica en 50 veces de

cantidad molar.

- La cantidad de un péptido que es unas 50 veces la cantidad
molar con relacion a una proteina mondémera HLA Clase Il se calculé
utilizando la siguiente formula de calculo.

Cantidad de péptido necesaria: 1 x 10°° mol x 50 = 5 x 10" mol
(cantidad necesaria de péptido)

5 x 10"® x (peso molecular del péptido) x 1.000 = (cantidad de
péptido necesaria) (mg)

(Cantidad de péptido necesaria)/[pureza del péptido/100] =
(cantidad de péptido agregada) (mg)

[(Cantidad de péptido agregado)/20 mg/ml] x 1.000 = (cantidad

de solucién peptidico agregada) (ul).

Calculo de la cantidad de requlador de pH de plegamiento

agregada

Como regulador de pH de plegamiento, se agregd un 10% de la
cantidad de solucidon .mezcla de una proteina mondémera HLA Clase Il y un
péptido. La cantidad de regulador de pH de plegamiento agregada se calculd
utilizando la siguiente ecuacion de calculo.

[83 L (cantidad de proteina monémera HLA Clase II) +

(cantidad de solucién peptidico en-50 veces la cantidad molar)] x 0,1 =
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cantidad de regulador de pH de plegamiento agregada.

Analisis de plegamiento utilizando HPLC

A un recipiente de vidrio que se cargé con una proteina
monomera HLA Clase Il, se agregaron una solucién peptidico y un regulador
de pH de plegamiento en una cantidad calculada, y la mezcla se dejé asentar
a 37°C durante toda la noche. Se inici6 la HPLC (modulo de separacion
Waters 2695), y una columna Seperdex 200 se equilibré con un regulador de
pH de equilibramiento. A todas las muestras, se agregaron 300 pl del
regulador de pH de equilibramiento y se mezclé bien, y una porcion de 100 pi
de la mezcla se utilizé como volumen de inyeccion de la muestra para calcular
el tiempo de retencion. El tiempo de andlisis fue de 50 minutos. El criterio para
el plegamiento de una proteina mondémera HLA Clase Il con un péptido es un
cambio del tiempo de retencién no inferior a 0,1 minuto en comparacién con
un control (solvente sélo). Como resultado de ello, se halld que el grado de
cambio del tiempo de retencidon aumenté en no menos de 0,1 minuto en 7
tipos de proteinas monémeras HLA Clase li ensayadas (DRB1 1501, 010'1’
0405, 0803, 0901, 1502, o DRB4’0101) (Fig. 5), por lo que resulté claro que el
WT1-332 se une especificamente a estas proteinas y se puede presentar

como antigeno.
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EJEMPLO 3

Induccion de células T especificas del WT1-332

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se
separaron de la sangre periférica de donantes de sangre saludables (en total
42 donantes que tienen al menos una de HLA-DRB1" 1501, 1502, 0405, HLA-
DPB1° 0501, y 0901). Las PBMCs separadas se dividieron en porciones de 1,2
x 107 células, se suspendieron en un medio compuesto del 45% de RPMI-
1640 (SIGMA), 45% de AIM-V (Invitrogen), y 10% de suero humano del tipo
AB (MP Biomedicals), y se sembraron sobre una placa de 24 pocillos a 1,5 x
10° células/pocilio (el dia 0). A los pocillos sembrados con las PBMCs, se
agreg6 el WT1-332 a una concentracion de 20 ug/ml e IL-7 (PeproTech) a una
concentracién de 10 ng/ml, y las células se cultivaron a 37°C en 5% de CO»
durante una semana. Un grupo en el cual se agreg6 solvente (10 mM de acido
acético) en lugar de WT1-332 a una concentracion final de 10 uM (grupo de
induccidn de solvente) se fijé como grupo control. Ademas, una porcién de las
PBMCs separadas se preservaron congeladas para las células que presentan
el antigeno en el momento de la re-estimulacion.

Después de una semana (el dia séptimo), se llevé a cabo la re-
estimulacion. Primero, las PBMCs preservadas congeladas se descongelaron,
se impulsaron con 20 pg/ml de WT1-332, o 10 uM de solvente de &cido
acético, se trataron con 50 ug/ml de mitomicina C (Kyowa Hakko Kirin Co.,

Ltd.), y se sembraron sobre una nueva placa de 24 pocillos a 1,0 x 10° hasta
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1,6 x 10° células /pocillo. A continuacion, las células que se cultivaron durante
una semana se recuperaron, y se sembraron sobre pocillos sembrados con
células que presentan antigenos a 1,0 x 10° hasta 1,6 x 10° células /pocillo.
Finalmente, IL-7 se agregd a cada pocillo a una concentracion de 10 ng/mL, y
las células se cultivaron a 37°C en 5% de CO,. Después de 2 dias (el dia
noveno), la mitad del fluido de cultivo en cada pocillo se eliminé suavementé,
y en su lugar un medio que contiene 40 U/ml de IL-2 (PeproTech) se agreg6 al
pocillo, y se continudé con el cultivo. Posteriormente, el procedimiento de
reemplazo de la mitad de la cantidad del fluido de cultivo se llevé a cabo dia
por medio utilizando un medio que contiene 20 U/mi de IL-2.

Las células se recuperaron el dia O, el dia 7, y el dia 14, y se

utilizaron en experimentos para la medicion del IFN-y.

Medicion del IFN-y [Tincion de citogquina intracelular (ICS)]

La re-estimulacion del antigeno se llevé a cabo sembrando las
PBMCs el dia 0 después de la preparacién y una vez recuperadas Iés células
vivas el dia 7 y el dia 14 del grupo de induccion WT1-332 y un grupo de
induccién de solvente sobre una placa de base en U de 96 pocillos, y
agregando un medio que contiene WT1-332 a una concentracion final de 20
ug/ml. Ademas, se agregd un medio que contiene solvente a una
concentracion final de 10 yM como control. Despdés de cultivar las células a
37°C en 5% de CO; durante 4 horas, se agregod Brefeldin A (BioLegend) y se

continud con el cultivo. Después de 6 horas del inicio del cultivo, las células se
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recuperaron y se tifieron con un anticuerpo CD4 anti-humano marcado con PE

y Un anticuerpo CD8 anti-humano marcado con FITC. La tincion del IFN-y

intracelular se llevé a cabo utilizando un kit de fijacién/permeabilizacion BD

Cytofix/Cytoperm (Becton Dickinson) y un anticuerpo IFN-y anti-humano
marcado con PerCP/Cy5.5. EPICS-XL MCL (Beckman Cdulter) se utiliz6 para
analisis. Los resultados se muestran en las figuras 6 y 7. A partir de la figura
6, se confirmd que, en el grupo de induccion del WT1-332, la Th1 especifica
del WT1-332 aument6 en forma remarcable y con dependencia del tiempo el
dia 7 y el dia 14. El aumento fue significativo con relaciéon al grupo de
induccion de solvente (P < 0,0001). A partir de la figura 7, se confirmé que, en
el grupo de inducciéon de WT1-332, la CTL especifica del WT1-332 aumento6
con dependencia del tiempo el dia 7 y el dia 14, y el aumento fue significativo

con relacion al grupo de induccion del solvente (P < 0,0001).

Medicion del IFN-y (Inhibicién _de la reaccién _en presencia del

anticuerpo anti-HLA-DR v el anticuerpo anti-HLA-DQ).

El dia 14, las células T inducidas a partir de las PBMCs de los
donantes 21 a 37 se cultivaron durante 24 horas en presencia de 10 uM de un
solvente, en presencia de 20 ug/ml de WT1-332 y en presencia de 20 ug/ml

de WT1-332 y 10 pg/ml de un anticuerpo anti-HLA-DR (L243[G46-6], BD Co.).

Después del cultivo, la cantidad de IFN-y en el sobrenadante se cuantificé por

ELISA (BD Co.). Los resultados se muestran en la figura 8. En las muestras

de los donantes 21 a 37, se mostrd que las células T inducidas reconocen el
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WT1-332 y producen el IFN-y, y que la reaccién esta restringida por la HLA-
DR.

Ademas, el dia 14, las células T inducidas a partir de las PBMCs
de los donantes 38 a 46 se cultivaron durante 24 horas en presencia de 10 pM
de un solvente, en presencia de 20 ug/ml de WT1-332 y en presencia de 20
pg/ml de WT1-332 y 10 pg/mi de un anticuerpo anti-HLA-DR (L243[G46-6], BD
Co.) 0 10 pg/ml de un anticuerpo anti-HLA-DQ (SPVL3, BC Co.). Después del
cultivo, la cantidad de IFN-y en el sobrenadante se cuantificé por ELISA (BD
Co.). Los resultados se muestran en la figura 11. En las muestras de los
donantes 38 a 46, las células T inducidas reconocieron el WT1-332 y el IFN-y
producido, y la reaccién no se inhibié por el anticuerpo anti-HLA-DR y el
anticuerpo anti-HLA-DQ. Como es evidente a partir de estos hechos, las
células T inducidas por el WT1-332 que derivan de los donantes 38 a 46 son

restringidas por la molécula HLA-DP:

Induccion de células T especificas del WT1-332 (relacién con el

nuevo alelo)

Con respecto a cada una de las 17 muestras (donantes 21 a 37)
las cuales fueron restringidas por la HLA-DR vy tuvieron la Th1 especifica del
WT1-332 inducida, en los resultados que utilizan los donantes de sangre
saludables (en total 42 donantes que tienen al menos una de HLA-
DRB1" 1501, 1502, 0405, HLA-DPB1 0501, y 0901) en las figuras 6 y 7, el

resultado en el dia 14 se muestra en las figuras 9 y 10. Ademas, la HLA del

64



10

15

20

tip‘o Clase 1l (tipo de alelo HLA-DRB1 y alelo HLA-DPB1) de cada una de las
17 muestras (donantes 21 a 37) se muestra en la siguien_te Tabla 2. En esta
conexion, la DRB3™ 0202 esta en desequilibrio de enlace con las DRB1° 1101,
DRB1" 1401 y DRB1 1405 (alelo DRB1 que se denota mediante el simbolo “A”
en la tabla), y la DRB4 0101 estd en desequilibrio de enlace con las
DRB1" 0403, DRB1 0405 y DRB1 0901 (alelo DRB1 que se denota mediante

el simbolo “A” en la tabia). En la tabla, los alelos que se indican mediante

60

negrita, letra italica representan un nuevo alelo HLA-DRB1 compatible.

TABLA 2
HLA del tipo clase i
Donante No. Alelo DRB1 Alelo DPB1
21 09074 1401A 0501 0501
22 0101 09074 0402 0501
23 0401 04054 0501 0501
24 0406 A 1501 0201 0501
25 1401A 1502 0201 0901
26 090714 1101A 0501 0501
27 11010 1502 0401 0901
28 0803 090714 0201 0501
29 14014 1502 0501 0901
30 04054 1501 0501 0501
31 04054 14054 0501 0501
32 04034 1501 0402 0501
33 0101 04054 0402 0501
34 1403 1501 0201 0501
35 1202 1501 0201 0501
36 0405 A 04064 0201 0501
37 0101 1501 0402 0501

A partir de la figura 9, la figura 10 y la tabla 2, la induccién de la

Th1 especifica del WT1-332 y la CTL especifica del WT1-332 se reconocié en
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las células que tienen estos alelos HLA-DR.

Ademas, con respecto a cada una de las 9 muestras (donantes
38 a 46) las cuales fueron restringidas por la HLA-DR y tuvieron la Th1
especifica del WT1-332 inducida, en los resultados que utilizan los donantes
de sangre saludables (en total 42 donantes que tienen al menos una de HLA-
DRB1 1501, 1502, 0405, HLA-DPB1 0501, y 0901) en las figuras 6 y 7, el
resultado en el dia 14 se muestra en las figuras 12 y 13. Ademas, la HLA del
tipo clase Il (tipo de alelo HLA-DRB1 y alelo HLA-DPB1) de cada una de las 9

muestras (donantes 38 a 46) se muestra en la siguiente tabla 3. En la tabla, el

simbolo “#” indica los alelos HLA-DPB1 compatibles previamente conocidos.
TABLA 3
Donante HLA del tipo clase |l

No. Alelo DRB1 Alelo DPB1

38 0901 1401 0501+ 0501+
39 1201 1201 0201 0501 *
40 1502 1502 0901+ 0901%
41 0401 1502 0201 0901%
42 1501 1502 0201 0901+
43 0405 0901 0201 0301
44 1501 1502 0501 * 0901#
45 0405 1406 0201 0501+
46 1302 1502 0201 0901 *

A partir de la figura 12, la figura 13 y la tabla 3, la induccion de la
Th1 especifica del WT1-332 y la CTL especifica del WT1-332 se reconoci6 en

las células que tienen estos alelos HLA-DP.
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Aplicabilidad industrial

La presente invencién provee un método para activar las células
T auxiliares y/o las células T citotoxicas utilizando un péptido WT1 que tiene la
capacidad de unirse a cualquier molécula MHC Clase II de una molécula HLA-
DRB1*O101, una molécula HLA-DRB1' 0401, una molécula HLA-DRB1*O,403,
una molécula HLA-DRB1" 04086, una molécula HLA-DRB1" 0803, una molécula
HLA-DRB1°0901, una molécula’ HLA-DRB1 1101, una molécula HLA-
DRB3 0202, una molécula HLA-DRB4 0101, una molécula HLA-DRB1 1501,
una molécula HLA-DRB1 0405, una molécula HLA-DRB1" 1502, una molécula
HLA-DPB1 0501, una molécula HLA-DPB1°0901, una molécula HLA-
DPB1°0201, o una molécula HLA-DPB1 0301 y una composicién para las
mismas para tratar y/o prevenir un cancer activando las células T auxiliares
y/o las células T citotéxicas, y similares. De este modo, la presente invencidon
se puede aplicar al campo de los productos farmacéuticos y similares, por
ejemplo, los campos de desarrollo y produccién de productos para la
prevencion y solucidn de varios tumores de 6rganos hematopoyéticos y

cancer soélido que expresan un gen WT1.
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NOVEDAD DE LA INVENCION

REIVINDICACIONES

1.- Un método para activar las células T auxiliarés, que
comprende el paso de activar las células T auxiliares agregando un péptido
WT1 a las células que presentan antigenos, en donde el péptido WT1 tiene la
capacidad de unirse a cualquier molécula MHC Clase Il de una molécula HLA-
DRB1° 0101, una molécula HLA-DRB1" 0401, una molécula HLA-DRB1" 0403,
una molécula HLA-DRB1 0406, una molécula HLA-DRB1 0803, una molécula
HLA-DRB1°0901, una molécula HLA-DRB1 1101, una molécula HLA-
DRB3' 0202, una molécula HLA-DRB4 0101, una molécula HLA-DPB1" 0201,
o una molécula HLA-DPB1" 0301,

2.- El método de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizado ademas porque el péptido WT1 tiene la capacidad de unirse al
menos a dos moléculas MHC Clase Il de una HLA-DRB1 0101, una molécula
HLA-DRB1 0401, una molécula HLA-DRB1 0403, una molécula HLA-
DRB1" 0406, una molécula HLA-DRB1’ 0803, una molécula HLA-DRB1" 0901,
una molécula HLA-DRB1" 1101, una molécula HLA-DRB3 0202, una molécula
HLA-DRB4 0101, una molécula HLA-DPB1 0201, y una molécula HLA-
DPB1°0301.

3.- El método de conformidad con la reivindicacién 1 o 2,

caracterizado ademas porque el péptido WT1 tiene adicionalmente la
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capacidad de unirse a una molécula HLA-DRB1 0405, una molécula HLA-
DRB1" 1501, una molécula DRB1" 1502, una molécula HLA-DPB1 0501, y/o
una molécula HLA-DPB1 0901.

4.- El método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, caracterizado ademas porque la adicién de un péptido
WT1 a las células que presentan antigenos se lleva a cabo agregando un
péptido WT1, un polinucleétido que codifica el péptido WT1, un vector de
expresion que contiene el polipéptido, o células que contienen el vector de
expresion.

5.- El método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, caracterizado ademas porque el péptido WT1 es un
péptido que contiene la secuencia de aminoacidos: Lys Arg Tyr Phe Lys Leu
Ser His Leu GIn Met His Ser Arg Lys His (SEQ ID NO:2), una variante o una
modificacion de la misma.

6.- Una composicién que contiene un péptido WT1 para activar
las células T auxiliares, agregando un péptido WT1 a las ceélulas que
presentan antigenos, en donde el péptido WT1 tiene la capacidad de unirse a
cualquier molécula MHC Clase !l de una molécula HLA-DRB1 0101, una
molécula HLA-DRB1 0401, una molécula HLA-DRB1 0403, una molécula
HLA-DRB1 0406, una molécula HLA-DRB1 0803, una molécula HLA-
DRB1° 0901, una molécula HLA-DRB1" 1101, una molécula HLA-DRB3’ 0202,
una molécula HLA-DRB4 0101, una molécula HLA-DPB1 0201, o una

molécula HLA-DPB1" 0301.
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7.- La composicién de conformidad con la reivindicacién 6,
caracterizadé ademas porque el péptido WT1 tiene la capacidad de unirse al
menos a dos moléculas MHC Clase Il de una HLA-DRB1" 0101, una molécula
HLA-DRB10401, una molécula HLA-DRB1 0403, una molécula HLA-
DRB1° 0406, una molécula HLA-DRB1" 0803, una molécula HLA-DRB1 0901,
una molécula HLA-DRB1" 1101, una molécula HLA-DRB3' 0202, una molécula
HLA-DRB4 0101, una molécula HLA-DPB1 0201, y una molécula HLA-
DPB1°0301.

8.- La composiciéon de conformidad con la reivindicacion 6 o 7,
caracterizada ademas porque el péptido WT1 tiene adicionalmente Ila
capacidad de unirse a una molécula VHLA-DRB1*O4O5, una molécula HLA-
DRB1" 1501, una molécula DRB1 1502, una molécula HLA-DPB1" 0501, y/o
una molécula HLA-DPB1"0901.

9.- La composicion de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 6 a 8, caracterizadé ademas porque la adicién de un péptido
WT1 a las células que presentan antigenos se lleva a cabo agregando un
péptido WT1, un polinucleétido que codifica el péptido WT1, un vector de
expresion que contiene el polinucledtido, o células que contienen el vector de
expresion.

10.- La composicion de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 6 a 9, caracterizada ademas porque el péptido WT1 es un
péptido que contiene Ié secuencia de aminoacidos: Lys Arg Tyr Phe Lys Leu

Ser His Leu GIn Met His Ser Arg Lys His (SEQ ID NO:2), una variante o una

10
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modificacion de la misma.

11.- Células que presentan antigenos, las cuales presentan un
complejo de un péptido antigénico que contiene un péptido WT1 con una
molécula MHC clase ll, en donde la molécula MCH Clase |l es cualquier
molécula MHC Clase Il de una molécula HLA-DRB1" 0101, una molécula HLA-
DRB1 0401, una molécula HLA-DRB1" 0403, una molécula HLA-DRB1 0406,
una molécula HLA-DRB1" 0803, una molécula HLA-DRB1" 0901, una molécula
HLA-DRB1 1101, una rholéculé HLA-DRB3 0202, una molécula HLA-
DRB4 0101, una molécula HLA-DPB10201, o una molécula HLA-
DPB1°0301. |

12.- Células T auxiliares, las cuales reconocen un complejo de
un péptido antigénico que contiene un péptido WT1 con una molécula MHC
clase Il, en donde la molécula MCH Cliase |l es cualquier molécula MHC Clase
il de una molécula HLA-DRB1 0101, una molécula HLA-DRB1 0401, una
molécula HLA-DRB1 0403, una molécula HLA-DRB1 0406, una molécula
HLA-DRB1°0803, una molécula HLA-DRB1 0901, una molécula HLA-
DRB1" 1101, una molécula HLA-DRB3’ 0202, una molécula HLA-DRB4 0101,
una molécula HLA-DPB1 0201, o una molécula HLA-DPB1 0301.

13.- Células T citotoxicas, las cuales son activadas por las
células T auxiliares que se reclaman en la reivindicacion 11.

14.- Una composicién farma'céutica para tratar o prevenir un
cancer, que comprende, como ingrediente activo, la composicion que se

reclama cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10, las células que presentan
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antigenos que se reclaman en la reivindicacion 11, las células T auxiliares que
se reclaman la reivindicacion 12, o las células T citotdxicas que se reclaman la
reivindicacién 13.

15.- Una composicién farmacéutica para activar las células T
citotéxicas, que comprende, como ingrediente activo un péptido WT1, un
polinucleétido que codifica el péptido WT1, un vector de expresion que
contiene el polinucledétido, o células que contienen el vector de expresion, y la
cual se administra a un sujeto que tiene cualquier molécula MHC Clase Il de
una molécula HLA-DPB1 0501, una molécula HLA-DPB1 0901, una molécula
HLA-DPB1 0201, una molécula HLA-DPB1*030‘I, una molécula HLA-
DRB1" 1501, una molécula HLA-DRB1" 1502, una molécula HLA-DRB1’ 0405,
una molécula HLA-DRB1 0101, una molécula HLA-DRB1" 0401, una molécula
HLA-DRB1’ 0403, una molécula HLA-DRB1°0406, una molécula HLA-
DRB1 0803, una molécula HLA-DRB1 0901, una molécula HLA-DRB1 1101,
una molécula HLA-DRB3 0202, una molécula HLA-DRB4 0101.

16.- Un anticuerpo que se une especificamente a un péptido
WT1, en donde el péptido WT1 tiene la capacidad de unirse cualquier
molécula MHC Clase Il de una molécula HLA-DRB1 0101, una molécula HLA-
DRB1° 0401, una molécula HLA-DRB1" 0403, una molécula HLA-DRB1 0406,
una molécula HLA-DRB1 0803, una molécula HLA-DRB1" 0901, una molécula
HLA-DRB1 1101, una molécula HLA-DRB3 0202, una molécula HLA-
DRB4 0101, una molécula HLA-DPB1°0201, y una molécula HLA-

DPB1°0301.
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17.- Un método para determinar »Ia presencia o la cantidad de
células T auxiliares especificas de WT1 en un sujeto positivo con respecto a
cualquier molécula MHC Clase |l de molécula HLA-DRB1 0101, HLA-
DRB1°0401, HLA-DRB1°0403, HLA-DRB1 0406, HLA-DRB1 0803, HLA-
DRB1°0901, HLA-DRB1°1101, HLA-DRB3 0202, HLA-DRB4 0101, HLA-
DPB1° 0201, o una molécula HLA-DPB1 0301, el método comprendiendo los
pasos de: (a) estimular una muestra que se obtiene del sujeto utilizando un
péptido WT1, y (b) determinar la presencia o la cantidad de citoquinas o
células T auxiliares, en donde el aumento de la presencia o cantidad de
citoquinas o células T auxiliares muestra la presencia o cantidad de las células

T auxiliares especificas del WT1.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un método para activar las

células T auxiliares, que comprende el paso de activar las células T auxiliares

5 agregando un péptido WT1 a las células que presentan antigenos, en donde
el péptido WT1 tiene la capacidad de unirse a cualquier moléculas MHC Clase

Il de una molécula HLA-DRB1 0101, una molécula HLA-DRB1 0401, una
molécula HLA-DRB1 0403, una molécula HLA-DRB1 0406, una molécula
HLA-DRB1 0803, una molécula HLA-DRB1°0901, una molécula HLA-

10 DRB1"1101, una molécula HLA-DRB3 0202, una molécula HLA-DRB4 0101,

una molécula HLA-DPB1’ 0201, o una molécula HLA-DPB1 0301.

WPC20188/1D.240366
1A*c

P13/362F



LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Solicitante: Osaka University
Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd.

<120> Titulo de la invencidén: METODO PARA ACTIVAR CELULAS T AUXILIARES
<130> Numero de referencia: 561550

<150> Namero de solicitud previa: JP 2010-225806
<151> Fecha de presentacidén de la solicitud previa: 2010-10-05

<160> Numero de secuenacia: 4
<170> Software: PatentIn version 3.2

<210> SEQ ID NO: 1

<211> Longitud: 449

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Homo sapiens

<400> Secuencia: 1

Met Gly Ser Asp Val Arg Asp Leu Asn Ala Leu Leu Pro Ala Val Pro
1 5 10 15

Ser Leu Gly Gly Gly Gly Gly Cys Ala Leu Pro Val Ser Gly Ala Ala
20 25 30

Gln Trp Ala Pro Val Leu Asp Phe Ala Pro Pro Gly Ala Ser Ala Tyr
35 40 45

Gly Ser Leu Gly Gly Pro Ala Pro Pro Pro Ala Pro 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 Val His Phe
85 90 95

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 Ala Ile
130 135 140

Arg Asn Gln Gly Tyr Ser Thr Val Thr Phe Asp Gly Thr Pro Ser Tyr
145 150 155
160

Gly His Thr Pro Ser His His Ala Ala Gln Phe Pro Asn His Ser Phe
165 170 175
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225
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305

Arg
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Cys
385
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Arg
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Ser
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210

Leu
240
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Asp

Thr

290

val

320

Pro

Ser
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370

Lys

400

Thr

Trp
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Glu
val
195%

Gly

Tyx
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Lys
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275

His
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Cys
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Lys

Thr

Arg

Pro

His
435

Asp
180
Pro

Ser
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Gly
Trp
260
His

Gly

Pro

Met
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340
Asp

Arg

Cys

Thr

Ser
420

Asn

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

Thr
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310
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Lys

Gln
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390

Thr

Gln

His
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Val
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215
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Gly
Pro
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295
val
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375
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Lys

Gln
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Gln

Lys
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410
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Thr
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<210> SEQ ID NO: 2

<211> Longitud: 16

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Homo sapiens

<400> Secuencia: 2

Lys Arg Tyr Phe Lys Leu Ser His Leu Gln Met His Ser Arg Lys His
1 5 10 15

<210> SEQ ID NO: 3

<211> Longitud: 15

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Artificial

<220> Caracteristica: .
<223> Otra informacién: péptido de control positivo para unirse a la proteina
mondémera de clase II

<400> Secuencia: 3

Pro Val Ser Lys Met Arg Met Ala Thr Pro Leu Leu Met Gln Ala
1 5 10 15

<210> SEQ ID NO: 4

<211> Longitud: 16

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra informacidn: péptido de control negativo para unirse a la proteina
mondémera de clase II

<400> Secuencia: 4

Lys Ala Glu Arg Ala Asp Leu Ile Ala Tyr Leu Lys Gln Ala Thr Ala
1 5 10 15

Ede
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PLANILLA DE RADICACION - DIGITALIZACION DIARIA
RELACION DE ANEXOS

Dependencia:

9020

Fecha: 201 3/ 05 1>/
AAAA MM DD

Recorrido:

Tipo de Radicacion: Entrada: o Salida: O Traslado: o =~ Convenio: O
Radicador: Planilla:

1D No. Radicacién Consecutivo Item Item Unidad de Conservacion
{3 4246 = | O S
2 2 Caja
3 3 Libro
4 4 Sobre
5 5 Tomo
6 6 Otro
7 Item Soporte Documental
8 D( cD

) 9 8 Disquete
1 0‘ 9 DVvD

» 11 ) 10 Folleto

12 11 Foto
13"" 12 Periodico
14 13 Plano
15 14 Publicacién Periddica
16 15 usB
17 10 Otro

Observaciones:
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PCT/JP2011/072874

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

TANAKA, Mitsuo
AOYAMA & PARTNERS
IMP Building

3-7, Shiromi 1-chome
Chuo-ku, Osaka-shi
Osaka 5400001

JAPON

Date of mailing (day/month/year)
27 March 2013 (27.03.2013)

Applicant's or agent's file reference

IMPORTANT NOTIFICATION
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International application No. International filing date (day/month/year)
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D the applicant [J the inventor
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[] the address
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[J other:
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Facsimile No. +41 22 338 70 10

Authorized officer

Tsukada Michiyo
e-mail pt08.pct@wipo.int
Telephone No. +41 22 338 74 08

Form PC1/IB/306 (January 2009)
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PATENT COOPERATION TREATY PCT/JP2011/072874

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

(PCT Rule 92bis.1 and
Administrative Instructions, Section 422)

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

TANAKA, Mitsuo
AOYAMA & PARTNERS
IMP Building

3-7, Shiromi 1-chome
Chuo-ku, Osaka-shi
Osaka 5400001

JAPON

Date of mailing (day/month/year)
27 March 2013 (27.03.2013)

Applicant's or agent's file reference

IMPORTANT NOTIFICATION

670460
International application No. International filing date (day/month/year)
PCT/JP2011/072874 04 October 2011 (04.10.2011)
1. The following indications appeared on record concerning:
B4 the applicant D4 the inventor [ the agent [] the common representative
Name and Address State of Nationality State of Residence
SUGIYAMA, Haruo JP JP
c/o OSAKA UNIVERSITY, 1-1, Yamadaoka, Suita-shi, Osaka Telephone No.
5650871
Japan

Facsimile No.

E-mail address

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

[ the person [ the name B4 the address [] the nationality [] the residence

Name and Address

SUGIYAMA, Haruo

2-19-30, Senbanishi, Minoo-shi, Osaka
5620036

Japan

State of Nationality State of Residence
JP JP
Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address
O Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:

4. A copy of this notification has been sent to:
B the receiving Office
[ the International Searching Authority
[[] the Authority(ies) specified for supplementary search

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned

the elected Offices concerned

other:

M) JH

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +41 22 338 70 10

Authorized officer

Tsukada Michiyo
e-mail pt08.pct@wipo.int
Telephone No. +41 22 338 74 08

Form PCT/IB/306 (January 2009)
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CAVELIER 179
ABOGADOS

EDIFICIO SISKI
CARRERA 4a N* 72-35
BOGOTA, § - COLOMBIA

para patentes,
marcas de fibrica, nombres comerciales, ensefias,
de dominio, lemas comerciales, licencias.

Representatidn
authentication and Apostille for patents, utility
industrial designs,
emblems, domain names, slogans, licenses.

Representacién y Poder con autenticacién notarial y Apostille

industriales,
nombres

modelos de utilidad, disefios

notarial
models,
trade

and Power-of- Attorney with

trademarks, commercial names,

REPRESENTACION Y PODER

REPRESENTATION AND POWER- OF- ATTORNEY

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

International Institute of Cancer Immunology, Inc.

.

domiciliado {s) en/of __13-9, Encki-che. Suita-shi,

QOsaka 564-0053 JAPAN

por e} presente nombramos a LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555,
DANIEL PENA, tpa. 65620 y GERMAN MARIN, tpa. 64239,
domiciliados en la Carrera 4 N°® 7235, Bogoti, Colombia, en
obedecimiento a lo dispuestc en el pardgrafo lo del Articulo 543 del
Cédigo de Comercio, el primere como principal y los demis como
suplentes, en su orden, como mis (nuestros) representantes en todos los
asuntos de propiedad industrial con facultad para recibir notificaciones y
nombrar apoderados judiciales o extrajudiciales. Ei primer representante
suplente reemplazara al principal ea caso de ausencia o impedimento
temporal ¢ definitivo de aquél. La misma regla se aplicard cuando el
segundo representante suplente haya de reemplazar al primero, o el
tercero al segundo. En tales casos, el representante principal, o el
primero, o scgundo suplente, en su caso, o ambos, declararn su
intencién de no ejercer Ia representacién mediante declaracidn
autenticada por Notario Publico en Colombia, o por ‘Notario u otro
Funcionario PGblico, 0 Cdnsul de Colombia, en el extranjero; y si se
tratare de impedimento, con el certificado respectivo. Si alguno de los
nombrados faltare definitivamente, el siguiente tomaréd su lugar. Cuando
cesare Ja ausencia o impedimento del representante principal, 0 de su
primero o segundo suplentes, en su caso, podrdn ejercer la
fepresentacion, en su orden, uno u otros segin el caso, asumiéndola por
el solo hecho de ejercerla, cesando en ese momento -el gjercicio de ia
representacidn por el primerc, segundo o tercer suplente en 5u caso.

Ademds, conficro (conferimos) poder a Jos abogados arriba nombrados, °

para obtener la proteccion de mi (nuestra) propicdad industrial y contra
la competencia desleal, a cuyo cfecto autorizo (amos) a los dichos

apoderados para que me (nos) representen ante cualesquiera entidades o .

personas, ejerzan 0 no jurisdiccion, especialmente ante las del orden
administrativo, contencioso—administrativo y judicial, asl como los
tibunales de arbitramento, ¢n todo lo concerniente a los siguientes
asuntos: a) Obtencién de patentes de invencién, modelos de utilidad, y
disefios industriales; ¢l registto de marcas de fdbrica, colectivas,
defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres comerciales,
ensefias, nombres de dominio, variedades vegetales y denominaciones de
origen; su renovacién, traspaso, cambio de nombre o domicilio]
cancelacion voluntaria; y el registro de licencias de uso de esos derechos;
b) Las acciones de competencia desleal, proteccidén del consumidor,
oposiciones u observaciones, cancelacién administrativa y judicial,
nulidad, medidas cautelares, concesién de licencias, la tutela, la
proteccion de’ secretos industriales, y en general los juicios civiles,
penales, administrativos o contencioso.-administrativos relacionados con
estos derechos; acciones y procesos que promovamos O se nos

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEQ1-179 (MINUTA 12.1.12.5)

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 PENA4, tpa. 65620 and GERMAN MARIN, tpa. 64239,
domiciled at Carrera 4* N° 72..35, Bogoté, Colombig, the first as principal
and the others as alternates, in the order of their appointment, as our
representatives 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 principal in case of his absence or of temporal
or definitive impediment. The same rule will apply when the second
alternate representative is to replace the first one, or when the third is to
replace the first or second alternates in their turn, ot both of them, second.
In such cases, the principal representative, or the first or second alternates
in their turn, 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 2 Colombian
Consul abroad; and in case of impediment, the appropriate certificate
shall suffice. If any of the appointees were to be definitely absent, the
following alternate shall take his place. When the absence or impediment
of the principal representative, or of the first or second alterate in their
turn ceases, the representation can be.taken again in their sequence, by the
principal, the first or second alternate depending on case, and the mere
fact or its exercise will suffice. The exercise of the representation by the
first, second or third alternates in their turn shall end at such time.

In addition, we grant a Power of Attorney in favor of the above—_named

attorneys..atlaw so that they may obtain the protection of my (our)
industrial property and against the unfair competitian, for which purpose [
(we) authorize the said attorncys 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 Court, in all matters concerning the following: a) Obtainment
of patents, utility models and industrial designs; the registration of
trademarks, cellective, defensive and service marks, slogans, commercial
names, firade emblems, domain names, vegetal varicties and
denominations of origin; its rencwal, assignment, change of name or
domicile, voluntary canceflation; and the registration of licenses of use of
the above rights; b) Actions of unfair competition, protection to the
consumer, oppositions or observations, administrative or Court
canceliation, nullity, infringement, granting of licenses, the action for writ
mandamus, the protection of trade secrets, and in general the civil, penal,
and administrative suits relating to those rights; actions and suits
instituted by me (us) or against me (us). And that in all the above matters
they may substitute this Power of Attorney, compromise, conciliate, admit

20
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_Q_p"; evan. Y para que en todos los asuntos arriba determinados, puedan

sustituir este mandato, transigir, conciliar, admitir los bechos del proceso,

desistir, cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los actos dc agentes
oficiosos.

the facts of the casc, desist. cancel, receive, resign, and ratify acts donc by
representatives without a power of attorney,

Dado y firmado hoy/Given and signed this, l4th day of May ’ 2008
ensin 9saKa, Japan

sorby_1 2iji TAKAHASHI, Representative Director and President
Intermational Institute of Cancer Immunology, Inc.
SHh Smbalas i

7

Firma

Signature

" Ostralecal. AFFARSBUREAY

| NOTARY,

\J 2, HIRANO-NACHI, 2-CHOME, )/
N\ CHUO-KU, 0S4KA JAPAN 4

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODE-179
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APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

Country: JAPAN

This public document

. has been signed by Koichiro SHIGEYOSHI
acting in the capacity of Notary Public of the Osaka
Legal Affairs Bureau
bears the seal/stamp of Koichiro SHIGEYOSHI, Notary Public
Certified

at Osaka 6. MA Yﬂ 2 7 2009

. by the Ministry of Foreign Affairs

.. No.2‘?83

Seal/stamp: £~ 10. Signature:
Noriko KAWAHITO

For the Minister for Foreign Affairs
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NOTARIAL, ATTESTATION

REGISTER NUMBER: 8334/2009 ;

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, Japan
on the 21st day of May, 2009

Koichiro SHIGEYOSHI
Notary attached to
The Osaka Legal Affairs Bureau

c/o Sawanotsuru Building
1-2, Hirano-machi 2-chome
Chuo-ku, Osaka, Japan

("NOTARY.

N\ 1-2, HIRANO-MACHL, 2-CHOME, //
N\ CHUO-KU, OSAKA JAPAN

B
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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.

pae HAY 21,2008

Director of the Osaka Legal Affairs Bureau




1

5
TRADUCCION OFICIAL 154/2009 DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES
Y EN ESPANOL DE ACUERDO CON EL CUAL INTERNATIONAL INSTITUTE
OF CANCERA IMMUNOLOGY, INC., ENTIDAD DOMICILIADA EN 13-9,
ENOKI-CHO, SUITA-SHI, OSAKA 564-0053 JAPON, OTORGA PODER A
LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, TPA 23555, DANI‘EL PENA, TPA 65620, y A
GERMAN MARIN, TPA 64239.
EXPEDIDO Y FIRMADO HQY 14 DE MAYC DE 2009 EN OSAKA, JAPON,
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 334/20089
Por la presente se certifica gque NOBUKO INAMOTQ, agente de
TAIJI TAKAHASHI, ha afirmado en mi presencia que &1 ha
reconocido haber firmado el poder adjunto de conformidad con
la autoridad a el dada como directeor representante y
presidente de INTERNATIONAL INSTITUTE OF CANCER IMMUNOQLOGY,
INC. una séciedad organizada de conformidad con las leyes de
Japén y con domicilio en 13-9, Enoki-cho, Suita-shi, Osaka,
Japdn.
En la oficina de KOICHIRO SHIGEYOSHI, Osaka, Japdén hoy 21 de
mayo de 2009.
Firmado; KOICHIRO SHIGEYOSHI, notario adjunto a la Oficina de

Asuntos juridicos de Osaka.

Eduardo Sz Nogoesa
TRADUCTCR OFICIAE!
Inghés - Bspaiiol - Inglés
Res. 541 Febrero de 1976



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

1. PAIS: JAéON

Este documentoc publico
2. ha sido firmado por KOICHIRO SHIGEYOSHI
3. quien actta en su calidad de NbTARIO PUBLICC DE LA OFICINA
DE ASUNTOS JURIDICOS DE OSAKA
4. y 1lleva el sello/estampilla de KOICHIRO SHIGEYOSHI,
' NOTARIO PUBLICO.

CERTIFICADO

5. en OSAKA 6. el 21 de mayoc de 2009
7. por el MINISTERIO DE ASUNTOS EXTERIORES
8. 2793
9. Sello: MINISTERIC DE ASUNTOS EXTERIORES, JAPON
10. Firma: NORIKQ KAWAHITO, a nombre del Ministro de Asuntos

Exteriores. ECN\ECN\ID-151720\WPCL002G

COLO-17075-841-001-4 Bogota, 9 de juhio de 2008.

@QM\;&OML\

oy e

PRRITGO iy '*\) LA
TRADUCTOR OF ICI AL
Ingkés - Bspafiol - Inglés
Res. 541 Febrero de 1976

ol
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CAVELIER : 179 ilépre%cntaéién y Poder cor autenticacion notarial y Apostille q

para patentes, modelos de utilidad, disefios industriales,
ABOGADOS marcas de féabrica, nombres comerciales, ensefias, nombres
C,\Eﬁgﬂgﬁ'ﬁﬁl de dominio, Jemas comerciales, licencias.
80GOTA, 8 - COLUMBIA
Representation and Power-of- Attorney with notarial
authentication and Apostille for patents, utility models,
industrial designs, trademarks, commercial -names, trade
emblems, domain pames, slogans, licenses.

REPRESENTACION Y PODER REPRESENTATION AND POWER- OF- ATTORNEY

Yo (nosotros), abajo firmado (s)/I (we), the undersigned ) 05- g;’\
] 1
€

OTSUKA PHARMACEUTICAL CO., LTD.. {5, j( ?&%
L

P

domiciliado (s) en/of 9, Kanda-Tsukasamachi 2-chome.

Chiyoda-ku, Tokyo 1018535, Japan

por el presente nombramos a LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555,
DANIEL PENA, tpa. 65620 y GERMAN MARIN, ipa 64239,
domiciliados en la Carrcra 4° N° 7235, Bogot‘i Colombia, en
obedecimiento a lo dispuesto en el pardgrafo lo def Articulo 543 del
Codigo de -Camercio, el primero como principal y los demés como
suplentes, en su orden, como mis (nuestros) representantes en todos los
asuntos de propiedad industrial con facultad para recibir notificaciones y
nombrar apoderados judiciales o extrajudiciales. El primer representante
suplente reemplazari. al principal en caso de ausencia o impedimento
temporal o definitivo de aquél. La misma regla se aplicard cuando el
segundo representante suplente haya de reemplazar al primero, o el
tercero al scgundo. En tales casos, el represestante principal, o el
primero, o scgundo suplente, en su caso, o ambos, declarardn su
intencién de no ejercer la representacién mediante declaracion
autenticada por Notario Publico en Colombia, o por Notario u otro
Funcionario Publico, o Cénsul de Colombia, en el extranjero; y si se
tratare de impedimento, con el certificado respectivo. Si alguno de los
nombrados faltare definitivamente, ¢l siguiente tomara su lugar. Cuando
cesare la ausencia o impedimento de!l representante principal, o de su
primero o segundo supleates, en su caso, podrdn ejercer la
representacidn, en su orden, uno u otros segin el caso, asumigndola por
el solo hecho de ejercerla, cesando en ese momento el ejercicio de la
representacion por el primero, segunde o tercer suplente en su caso.

Ademés, confiero {conferimos) poder a los abogados arriba nombrados,
para obtener Ia proteccién de mi (nuestra) propiedad industrial v contra
la competencia desleal, a cuyo efecto autorizo (amos) a los dichos
apoderados para que me (nos) representen ante cualesquiera eatidades o
personas, ejerzan o no jurisdiccidn, especialmente ante las del orden
administrativo, contencioso_administrative y judicial, ast como los
tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los siguientes
asuntos: a) Obtencidén de patentes ds invencitn, modelos de utilidad, y
diseffos industriales; el registro de marcas de fébrica, colectivas,
defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres comerciales,
ensefias, nombres de dominio, variedades vegetales y denominaciones de
origen; su renovacion, traspaso, cambio de nombre o domicilio,
cancelacion voluntaria; y el registro de licencias de uso de esos derechos;

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEOL-179 (MINUTA 12.1.1.2.5)

in due compliance with the terms of paragraph 1st. of articie 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, Colombis, the first as principal
and the others as altemnates, in the order of their aﬁpointment, a5 our
representatives for all industrial property miatters with facully to receive
notifications and to appoint attorneys in and out of Court, The first
alternate shall replace the principal in case of his absence or of temporal
or definitive impediment. The same rule will apply when the second
alternate representative is to replace the first one, or when the third is to
replace the first or second alternates in their tumn, or both of them, second.
In such cases, the principat representative, or the first or second alternates
in their turn, or both of them, shall state their intention not to act as
representatives through a declaration given before a Notary Public in

Consul abroad; and in case of impediment, the appropriate certificate
shall suffice. If any of the appointees were to be definitely absent, the
following alternate shall take bis piace, When the absence or impediment
of the principal representative, or of the first or second alternate in their
turn ceases, the representation can be taken again in their sequence, by the
principal, the first or second alternate depending on case, and the mere
fact or its exercise will suffice. The exercise of the representation by the
first, second or third alternates in their turn shalt end at such time.

In addition, we grant a Power of Attorney in favor of the above_named
aftorneys..at _iaw so that they may obtain the protection of my (our)
industrial property and against the unfair competition, for which purpose I
(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 Court, in all matters concerning the following; a) Obtainment
of patents, utility models and industrial designs; the registration of
trademarks, collective, defensive and service marks, slogans, commercial
names, trade emblems, domain names, vegetal varieties and
denominations of origin; its renewsl, assignment, change of name or

the above tights; b) Actions of urfair competition, protection to the

Colombia, or beforc a Notary or another Public Official or a Colombian .

domicile, voluntary cancellation; and the registration of licenses of use of



b) Las accianes de competencia desleal, proteccion del consumidor,
oposiciones u observaciones, cancelacién administrativa y judicial,
nulided, medidas cautelares, concesion de licencias, la tutela, [a
proteccién de secretos industriales, y en general los juicios civiles,
penales, administrativos ¢ contencloso administrativos relacionados con
estos derechos; acciones Yy procesos que promovamos o $e oS
promuevan. Y para que en todos los asuntos arriba determinados,
puedan sustituir este mandato, transigir, conciliar, admitir los hechos del
proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los actos de
agentes oficicsos. -

,consumer, oppositions or observations, administrative or Court
" cancellation, aullity, infringement, granting.of licenses, the action for writ

mandamus, the protection of trade secrets, and in general the civil, penal,
and administrative suits relaﬁhg to those rights; actions and suits
instituted by me (us) or against me (us). And that in all the above matters
they may substitute this Power of Attorney, compromise, conciliate, admit
the facts of the case, desist, cancel, receive, resign, and ratify acts done by
representatives without a power of attorney. -

Dadoy firmado hoy/Given and signed this 26th of June, 2009

enfin " Japan

por/oy_Yoshio SAMETAWA, Director of Intellectual Propedy Deportment

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEO1-179 (MINUTA 12.1.1.2.5)



vy

BRAENTROBIEZ T D,

X KB # X % X £
%DE’JE%‘F‘“B*‘BE % B R
HoERREA = K X - 2k

=2

13
>

MMADOHEHB CTCIOHEEOEL Y BERL -,

i
(ngd!

DEHBEAERRBFABKSE T 2

CEFEHICHELEARADEEICE S W T#H T

ik 5

= | m

AR THAIILEREEEBEA

o ooe | Al b

D
T o THERWILEAADLILS L O T H

2

Do

TR 21%F 6 A 26 B ¥ AGEAEBICB LT

ﬁ(ﬁ)ﬁﬁﬁﬁPﬁ’%EﬂZE‘fﬁTZTE 1 % 2 5 (ROBC )

KR &EH BT BE

TN

NOEAQY |

HIRANO-MACHI 2-CHOMNE, 4
CHUO KU, OSAKA I4PAY &{f .

KB B RIEALLS




gﬁé?&i

Registration No. 3 87 —2 (0 g
. CERTIFICATE

I, the undersigned, hereby certify :

that Eiji SAEGUSA, a proxy for Yoshio SAMEZAWA, Director of
InteilectualiProperty Department of OTSUKA PHARMACEUTICAL CO.,
LTD.; has stated in my presence that E¢ i1 SAEGUSA has acknowledged
" as true - the signature .of ;oshlo SAMEZAWA °~ on the attached
REPRESENTATION AND PCOWER- OF- ATTORNEY.

that the abovementioned company is a corporation located at

9, Kanda-Tsukasamachi 2-chome, Chiyoda~kp, Tokye 1018535, Japan;

an&\vasestabhshed.underthelaws%ﬁ Japan; as verified by

the certificate ‘issued by Tokyo District Legal Affairs Bureau.

Dated on this 26th day of June, 2009

<T:22az7f;/9~¢kvjnmz@2/

otaro TSUIIMOTO
Notary ' o
Osaka Legal Affairs Bureau
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$%21§5%%6 q Oftticial

Ministry of Foreign Affairs. ..
{Censular Service Division)
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_ CERTIFICATE
This is to certify that the annexed Notarial Certificate has
‘been executed by Nofary,duly authorized and practising in Osaka,

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

Date JUN, 7 6, 2009

Director of the Osaka Legal Affairs Bureau
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EMBAJADA DE COLOMBIA - SECCION CONSULAR

" Tokio, Japén, JUNIO 30, 2008

No. 173

El encargado de las funcienes consulares de Colembia

CERTIFICA:

Que el (la) Sefor(a) NORIKO KAWAHITO, quien autoriza el

presente documento , es la persona jegaimente fecultada para

representar en la fecha sefialada al (a la) MINISTERIO DE

RELACIONES EXTERIORES,JAPON y que la firma y sello gue en

el documento aparecen como Ssuyos son las que usa y acostumbra

para sus actos dficiales.

El Encargade de Funciones Consulares no asume responsabilidad

alguna por el contenido del documento.

Firma del Epcarg i 7Consulares
JEOE FRANSISCE CAAZ ENBA
Segundo Sucretard

Derechos: US$30.00  Encamand de Funsionss Consuteres




TRADUCCION OFICIAL No. 08.04/09 realizada por Diego Vargas, Traductor
Oficial, Resclucién No. 0001 de 1999 del Ministerio de Justicia,

registrade ante el Ministerio de Relaciones Exteriores de Colombia.

A continuacidn se traducen los sellos y legalizaciones de un
documento mediante el cual OTSUKA PHARMACEUTICAL CO., LTD.,
domiciliada en 9, Kanda-Tsukasamachi 2-chome, Chiyoda-ku, Tokio
1018535, Japdén, otorga derechos de representacién y poder a los
Doctores Luz Clemencia de Paez, 23555; Daniel Pefia, tpa. 65620_y
Germadn Marin, tpa. 64239, domiciliados en la Carrera 4 No. 72-35,
Bogotd, Coclombia.

Dado y firmado el 26 de junio de 2009 en Japdén por Yoshio SAMEZAWA,
Director del Departamentc de Propiedad Intelectual.

Firma Firma Ilegible

Registro No. 387 - 2009

CERTIFICADO

Yo, el suscrito, por el presente certifico:

gue el seflor Eiji SAEGUSA, apoderado de Yoshic SAMEZAWA,
Director del Departamento de Propiedad Intelectual de OTSUKA
PHARMACEUTICAL co., LTD., ha declarado en mi presencia gue Eiji
SEAGUSA ha reconocido como verdadera la firma .del sefior Yoshic
SAMEWAZA en el adjunto documento de Representacién y Poder.

gue la anterior compafiia es una sociedad domiciliada en 9,
Kanda-Tsukasamachi 2-chome, Chiyoda-ku, Tokic 1018535, Japdn; y que
fue constituida de conformidad con las leyes de Japén; como 1o
constata el certificado expedido por la Oficina de Asuntos Legales
de Tokio.

Fechado hoy 26 de junio de 2008

0¥




Firma ilegible
Miyotaro TSUJIMOTO
Notario
Oficina de Asuntos Legales de COsaka

Sello: Oficina de Asuntos Legales de Osaka
NOTARIO
1-2 HIRANO-MACHI, 2-CHOME,
CHUO-KU, OSRKA, JAPON

TEXTO EN JAPONES

CERTIFICADO
El presente es para certificar que el Certificado Notarial anexo
fue suscrito per um Notario debidamente autorizado y en ejercicio

en Osaka, Japdén y que el sello oficial que aparece en el mismo es

auténtico.

Fecha JUN.,-26.2009

Director de la Oficina de Asuntos Legales de Osaka

Se anexa certificacién No.173 expedida por la Seccidén Consular de la
Embajada de Colombia en Tokio, Japén con fecha del 30 de junio de 2009
en donde se certifica la firme anterior del séﬁor NORIKO KAWAHITO como
funcionario del Ministerio de Relaciones Exteriores, Jaéén, asi comc
el sello que aparece en el documento anexo. Certificacién firmada por
José Francisco ﬁiaz Ulloa, Segundo Secretario de las Funciones

Consulares. Pagados los Derechos Consulares.

Legalizacién de la firma anterior por parte del Jefe de

Legalizaciones en Bogotd D.C. del Ministerio de Relaciocnes

Exteriores con numero 016576 con fecha del 3 de agosto de 2004,

Es traduccidn fiel y completa de la cual se deja copia en esta
oficina para su confrontacién.

DVZ\DVZ\ID-155360\WPCLO02H\COLO 14055-841-003-5
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/ -

RECIBO DE CAJA

Industrlay Comercm
SUPERINTENDENCIA

No. 13 - 0039936

Bogota D.C., Abril 29 de 2013 - 11:27:50

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

NI 860.041.367

*** Soporte del Pago ***
TIPOQ PAGO BANCOQ CUENTA No PAGO

FECHA PAGO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 196871861

29/04/2013 6.700.000.00

* &k

*** Conceptos Pagados

CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr UNDITARIQO  Vr CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1&%1\’\‘4&%% DE SOL. DE PATENTE DE 500.000.00 500.000.00
$500.000.00

SON: *QUINIENTOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable; /’\

Recibo de Caja licado/al Expediente No.

DENClA DE INDUSTRIAY COMERClO

\\m\\m\\\\\\\mn\m\mmmmm\«wum\»\m\mmn\m\\\\\\\\mmm\lm\\mm

20 DIR.NUEVASCR
Fecha: 2013’05 °3 11 43 05 5&3%7%0 FASENACIONALL

Tre. 11 PATENTEIVII

Act. 411 PRESENTACION Folios: 111

Coln - 20 €R-84\-D1-D

a 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

e 2013 - 11:27:52
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y

NIT : 800.176.089-2
-/ -

COMERCIO

RECIBO DE CAJA

(¥

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

No. 13 - 0039928

Bogota D.C., Abril 29 de 2013 - 11:27:50

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

NI 860.041.367

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CUENTA No. PAGQO

EECHA PAGQO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 196871861

29/04/2013 6.700.000.00

*kk

*** Conceptos Pagados

CANT. RENTISTICO CONCEPTO

Ve UNDITARIO V. CONCEPTQ

1607 REIVINDICACION PATENTE UNITARIA

7 50005-01-01 SOLICITUDES
ADICIONAL A LAS 10 INIC

SON: **DOSCIENTOSDIEZ MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Respo

Recibo g plicado al Expediente No.

SUPERINTE

/il/fl/llii/l//lﬁl/lﬂ/ﬂlllﬂffﬂll/ﬁ///ﬁl///lll/l//llllﬁif/ll/l/l//Wll///ﬂ///M/ll/ﬁll//ﬂ!l//ll/ﬁfllWllMl/

eca
Act. 4

P

11 PRES

SENTACION

Ao « 20185 -RAI“T0\-O

Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Col

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea:

ra. 11 PATENTEIYH 4305 Dep 2020 o

78 FA
ohos 11 1SENACIONALI

30.000.00 210.000.00
$210.000.00

RNUEVASCR

lombia
: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

. . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio - EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD FASE NACIONAL PCT

{21) N° de solicitud:
22) Fecha de solicitud:

(30) Prioridad ~ (31)  Prioridad  (32)  Fecha  (33) Pais
2010-225806 2010/10/05 JP

(51) Int CI: C12N 005/0783

(71)Solicitante(s)  INTERNATIONAL INSTITUTE OF CANCER

IMMUNOLOGY, INC. y OTSUKA
PHARMACEUTICAL CO,, LTD.

(72) Inventor(es) HARUO SUGIYAMA

Y OTROS

(74) Apoderado:  LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

(85) Fecha limite inicio fase nacional:  2013/05/05
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 2011/10/04

(87)

Publicacion internacional
Fecha: 2012/04/12
N° publicacion: WO 2012/046730 A1

No. de solicitud PCT/JP2011/072874

(54) Titulo: ~ METODO PARA ACTIVAR CELULAS T AUXILIARES

Resumen:

La presente invencion se refiere a un método para activar las
células T auxiliares, que comprende el paso de activar las
células T auxiliares agregando un péptido WT1 a las células
que presentan antigenos, en donde el péptido WT1 -tiene la
capacidad de unirse a cualquier moléculas MHC Clase Il de
una molécula HLA-DRB1'0101, una molécula HLA-
DRB1°0401, una molécula HLA-DRB1°0403, una molécula
HLA-DRB1°0406, una molécula HLA-DRB10803, una
molécula HLA-DRB1'0901, una molécula HLA-DRB1*1101,
una _molécula HLA-DRB3'0202, una molécula HLA-
DRB4'0101, una molécula HLA-DPB10201, o una molécula
HLA-DPB10301.
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S LISTA DE CHEQUEO
,ﬂ.ﬂd-ﬂ%ﬂ: .é"" AR Ay HERYiR i - A e -
ke Rﬁiﬂgﬁﬁ&%ﬁf@ﬁ;ﬁg ' ADMISIONA TRAMITE ~ NUEVAS CREACIONES

PATENTEDEIVENCION ] * wopELo Dbk Uripap [ ] Art 33 Decision 486/00

Indicacién que se solicita una patente.

.Datos de [dentificacion del saliciiante o de Ja persona que presenta la solicitud
Descripeidn de la invencién

Dibujos de ser estos pertinentes

I

Comprobaitte de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)
Campleta l:[ [ncompleta D

. / .
PATENTE DEINVENCION PCT /] MODELO DE UTILIDAD ReT || Art33 Decisisn 48600, Cireular (rica

Incicacidn que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal coma fue presentada inicialmente (capfiulo descriptive,
relvindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos peltinentes

NN N

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

Completa . Incompleta D
DISENQ INDUSTRIAL || (Art. 119 Desisidn 486/00)
l:l Indicacién que se solicita Disefio industrial
[] Datos de identificacion del solicitants o de la persona que presenta la solicitud
D Representacion grafica vy fotografica del Disefio industiial o muestra del matetial que incorpora el
disefia.
D Comprobante de pago de las tasas establecidas
' Completa | | . Incompleta ||
ESQUEMADETRAZADO || . (Art. 92 Decislén 486/00)
D Indicacion que se solicita un esquema de trazado
D Datos de identificacién del solicitante o de la persona que preserita la soliciiud
D Representacién grafica de un esquema de frazado

D Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa l:l . Incompleta I:l

PI02-FOA 20084448

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
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; s o UEVASCR
© 2013-05-03 11:43:05 _Dep. 2020 DIR.N
??ac.h% 2%‘1ATENTE|YII Eve: 378 FASENACIONALI

Act. 411 PRESENTACION Folios: 111




LI STADO DE SECUENCI AS

<110> Solicitante: OCsaka University
O suka Pharmaceutical Co., Ltd.

<120> Titulo de la invenci 6n: METODO PARA ACTI VAR CELULAS T AUXI LI ARES
<130> Nunero de referencia: 561550

<150> Namero de solicitud previa: JP 2010-225806
<151> Fecha de presentaci 6n de la solicitud previa: 2010-10-05

<160> Numero de secuenacia: 4
<170> Software: Patentln version 3.2

<210> SEQID NO 1

<211> Longitud: 449

<212> Tipo: PRT

<213> (O gani snmo: Honb sapi ens

<400> Secuencia: 1

Met Ay Ser Asp Val Arg Asp Leu Asn Ala Leu Leu Pro Ala Val Pro
1 5 10 15

Ser Leu dy Ay Ay Ay Ay Cys Ala Leu Pro Val Ser Ay Ala Ala
20 25 30

A@n Trp Ala Pro Val Leu Asp Phe Ala Pro Pro Gy Ala Ser Ala Tyr
35 40 45

Ay Ser Leu dy Ay Pro Ala Pro Pro Pro Ala Pro Pro Pro Pro Pro
50 55 60

Pro Pro Pro Pro Hs Ser Phe Ile Lys An @u Pro Ser Trp Gy dvy
65 70 75
80
Ala Qu Pro Hs Au @Qu A@n Cys Leu Ser Ala Phe Thr Val H's Phe
85 90 95

Ser Ay @dn Phe Thr Ay Thr Ala Ay Ala Cys Arg Tyr @y Pro Phe
100 105 110

@y Pro Pro Pro Pro Ser An Ala Ser Ser Ay Gn Ala Arg Met Phe
115 120 125

Pro Asn Ala Pro Tyr Leu Pro Ser Cys Leu Au Ser dn Pro Ala Ile
130 135 140

Arg Asn A n dy Tyr Ser Thr Val Thr Phe Asp Ay Thr Pro Ser Tyr
145 150 155
160

Gy Hs Thr Pro Ser Hs His Ala Ala G n Phe Pro Asn H s Ser Phe
165 170 175



Lys His

Tyr Ser

Cys Thr
210
Asn Leu
225
240

Met Asn
Ser Val
Ser Asp
H s Thr

290
Ay Vval

320

Arg Pro

Leu Ser

Tyr dn

370
Cys Lys
385

400
H s Thr
Arg Trp

Arg His

Leu

du
Val
195

Gy

Tyr

Leu
Lys
Asn

275

H s

Phe
H s
Cys
355

Lys

Thr

Arg

Pro

H s
435

Asp
180
Pro

Ser

dn

Ay
Trp
260
H s

Ay

Pro

Met
Leu
340
Asp

Arg

Cys

Thr

Ser
420

Asn

Pro

Pro

Thr

Val

Thr

Cys
325
dn

Phe

H s

H s
405

Met

Met Ay
Pro Val
Al a Leu

215
Thr Ser

230

Thr Leu

Thr Pro
Phe Arg
295

Leu Val
310

Met His

Lys Asp

375

Arg Lys

390

Thr dvy

A n Lys

Hs dn

Tyr
200

Leu

Arg

Pro

Ser

Cys
360
Arg

Phe

Lys

Lys

Arg
440

Leu

Leu

Ay
Ser
265

Leu

Ser

Ay
Arg
345
Gu

H s

Ser

Thr

Phe
425

Asn

Ay

Cys

Arg

Au

Val
250

Asn

Cys

dn

Cys
330
Lys
Arg

Thr

Arg

Ser
410

Al a

Met

Ser

H s

Thr

Cys
235

H s

Ay

Asp

Ser
315

Asn

H s

Arg

Ay

Ser
395

Au

Arg

Thr

Leu

Thr

Pro
220

Al a

Ser

Val
300

du

Lys

Thr

Phe

Val

380

Asp

Lys

Ser

Lys

Ay
Pro
205

Tyr

Thr

Ay

Thr

Arg
Ay
Ser
365

Lys

Hi s

Pro

Asp

Leu
445

Ser

Trp

Ser

Arg

Ser

Pro

Leu

Phe

Asp

Ser

Asn

Ser
255
Tyr
Arg

Val

Au

Phe
335
Lys
Ser

Phe

Lys

Ser
415

Leu

Leu

dn

Ser

Asp

Pro

Lys

Lys

Pro

Asp



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

SEQ ID NO 2
Longi tud: 16
Ti po: PRT

Organi snb: Honmo sapi ens

Secuenci a: 2

Lys Arg Tyr Phe Lys Leu Ser His Leu A n Mt
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Pro Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5 10

SEQ ID NO 3
Longi tud: 15
Ti po: PRT

Organi sno: Artificial

Caracteristica:
G ra informaci 6n: péptido de control
nononera de cl ase |

Secuenci a: 3

Ser Lys Met Arg Met Ala Thr Pro Leu
5 10

SEQ ID NO 4

Longi tud: 16

Ti po: PRT

Organi sno;: Artificial
Caracteristica:

OQra informaci 6n: péptido de control
nonénera de cl ase |

Secuenci a: 4

Lys Ala Ju Arg Ala Asp Leu Ile Ala Tyr Leu

1

5 10

His Ser Arg Lys Hi s
15

positivo para unirse a la proteina

Leu Met A n Ala

15

negativo para unirse a la proteina

Lys dn Ala Thr Ala
15



