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SUPERINTENDENCIA

Folios: 133
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
' SOLICITUD DE:
Patente de Invencion. [ Patente de Modelo de Utilidad.
X capitulo I. O capitulo 1.
Nombre: INTERNATIONAL INSTITUTE OF
CANCER IMMUNOLOGY, INC.
SOLICITANTE Iseoi::ddaedJc;onés:tulda y existente bajo las IDENTIFICACION
( c.C. O NIT |
Direccién: 13-9, Enoki-cho,
Suita-shi, C.E. D Otro D
Osaka 564-0053, Cual
Japén .
Numero
Domicilio: Osaka,
Japén
Nombre: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ IDENTIFICACION
Direccioén: Carrera 42. No. 72-35 C.C. [Z] NIT E]
Teléfono: 347 36 11
REPRESENTANTE| 211 86 50 C.E. O Otro O
O APODERADO i
E-mail: clientes@cavelier.com Cual
Domicilio: Bogota, Colombia. Nimero 35.456.344 T.P.23.555
1. Haruo SUGIYAMA
2-19-30 Senbanishi,
. Minoo-shi,
INVENTOR (ES) Osaka 562-0036,
(72) Japén
PCT (86)

Solicitud Internacional No. PCT/JP2007/074146 Fecha: 14 de diciembre de 2007
Publicacién Internacional No. WO 2008/081701 A1 Fecha: 10 de julio de 2008

Titulo (54) ) ]
@ PEPTIDO WT1 RESTRINGIDO A HLA-A*1101 Y COMPOSICION FARMACEUTICA
QUE COMPRENDE EL MISMO

Clasificacion Internacional (51) C12N 015/012

Prioridad | (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud

siXl Nnoll JP 28 de diciembre de 2006 2006-355356

17N\
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Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud por $ 540.000.00.

Comprobante de pago por 4 reivindicaciones adicionales después de la decimoquinta
reivindicacién por $100.000.00.

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

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccién del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

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

De ser el caso, certificado de depdsito del material biolégico.

Arte final 12x12

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

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

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS

@lZl

FIGURA CARACTERISTICA
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DOCUMENTOS ANEXOS

1. Publicacion Internacional WO 2008/081701 A1
Descripcion:
Paginas 21 en el idioma original
Paginas 38 en espariol
Reivindicaciones: Numero (s) 19

Figuras: Numero (s) 14
2. X} Forma PCT/ISA/210. Informe de Busqueda Internacional.

3. Extracto de publicacion.

NO SE i:(EALIZARON MODIFICACIONES DENTRO
DE LA FASE INTERNACIONAL
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ABOGADOS

EDIFICIO SISKI
CARRERA 4a N* 72-35
BOGOTA, 8 - COLOMBIA

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

Representation and Power-of- Aftorney with notarial
authentication and Apostille for patents, utility models,
industrial designs, trademarks, commercial names, trade
emblems, domain names, slogans, licenses.

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, Enoki-cho. Suita-shi,
Osaka 564-0053 JAPAN

por ¢l presente nombramos a LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555,
DANIEL PENA, tpa. 65620 y GERMAN MARIN, tpa. 64239,
domiciliados en la Carrera 4* N° 72_35, Bogots, Colombia, en
obedecimiento a lo dispuesto en el parigrafo lo del Articulo 543 del
Cdédigo de Comercio, el primero como principal y los deméis como
suplentes, en'su orden, como mis (nuestros) representantes en todos los
s de propiedad industrial con facultad para recibir notificaciones y
n0Morar apoderados judiciales o extrajudiciales. El primer representante
suplente reemplazard 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 segundo. En tales casos, el representante principal, o el
primero, o segundo suplente, en su caso, o ambos, declararén su
intencién de no ejercer la representacion mediante declaracién
autenticada por Notario Publico en Colombia, o por Notario u otro
Funcionario Puablico, o Cénsul de Colombia, en el 'cx(ranjero; y st se
tratare de impedimento, con el certificado respectivo. Si alguno de los
nombrados (altare definitivamente, el siguiente tomard su fugar. Cuando
cesare la ausencia o impedimento del representante principal, o de su
primcro o scgundo suplentes, en su caso, podrin ejercer la
representacién, en su orden, uno u otros segun ¢l caso, asumiéndola por
el solo hecho de ejercerla, cesando en ese momento el ejercicio de la
representacién por el primero, segundo o tercer suplente en su caso.

Ademés, confiero (conferimos) poder a los abogados arriba nombrados,
para obtencer la proteccién de mi (nuestra) propiedad industrial y contra
la_competencia desleal, a cuyo efecto autorizo (amos) a los dichos
a dos para que me (nos) representen ante cualesquicra entidades o
personas, ejerzan o no jurisdiccidn, especialmentc ante {as del orden
administrativo, contencioso—administrativo y judicial, as{ como los
tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los siguientes
asuntos: a) Obtencién de patentes de invencién, modelos de utilidad, y
disefios industriales; el registro de marcas de fabrica, 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,
cancelacidn voluntaria; y el registro de licencias de uso de esos derechos;
b)'Las acciones de competencia desleal, proteccién del consumidor,
oposiciones u observaciones, cancelacién administrativa y judicial,
nulidad, medidas cautelares, concesién de licencias, la tutela, la
proteccién de’ sccretos industriales, y en general los juicios civiles,
penales, administrativos o contencioso—administrativos relacionados con
estos derechos; acciones y procesos que promovamos © S¢ nos

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEOD!-173 (MINUTA 12.1,1.2.5)

in due compliance with the terms of paragraph Ist of article 543 of the
Commercial Code, do hereby appoint LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.
23555, DANIEL PENA, tpa. 65620 and GERMAN MARIN, tpa. 64239,
domiciled at Carrera 4* N° 7235, Bogoté, Colombia, 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 10 receive
notifications and to appoint attomneys in and out of Court. The first
alternate shall replace the principal in case of his ebseace or of temporal
or definitive impediment. The same rule will apply when the sccond
alternate representative is o replace the first one, or when the third is o
replace the first or second alternates in their turn, or both of them, second.
In such cases, the principal representative, or the first or second altemnates
in their tum, or both of them, shall state their intention not to act as
representatives through a declaration given beforc a Notary Public in
Colombisa, or before a Notary or ancther Public Official or a Colombian
Consul abroad; and in case of impediment, the appropriate certificate
shail suffice. If any of the appointeces were to be definitely absent, the
following alternate shall take his place. When the hsence or impediment
of the principal representative, or of the first or second altemate in their
tumn 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_at_law so that thcy may obtain the protection of my (our)
industrial property and against the unfair competition, for which purpose |
(we) authorize the said attorneys to represent me (us) before any
authorities or persons, with or without jurisdiction, specially those
administrative, administrative conteatious and judicial, as well as before
Arsbitration Court, in all matiers concemning the following: 8) Obtainment
of patents, utility models and industrial designs; the registralion of
trademarks, collective, defensive and service marks, slogans, commercial
names, trade emblems, domain names, vegetal varieties and
denominations of origin; iis renewal, assignment, change of name or
domicile, voluntary cancellation; 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
cancellation, nuility, 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 marters

they may substitute this Power of*




s

_vgj cvan. Y para que en todos los asuntos arriba determinados, puedan the facts of the case, desist. cancel, receive, resign, and ratify acts done by
sustituir este mandato, transigir, conciliar, admitir los hechos del proceso. rcpmcm'au'vcs without a power of attomey.
desistir, cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los actos de agentes
oficiosos.

- Dado y firmado hoy/Given and signed this 14th day of Mayl 2009
. Osaka, Japan

pormby_l @iji TAKAHASHI, Representative Director and President
International Institute of Cancer Immunology, Inc.

gl  Cateslas hi

Firma Signature

OsakaLEcaL AFFARSBUREAY

1-2, HIRANO-MACHI, 2-CHOME,
CHUO-KU, OSAKA JAPAN
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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 - HAY.21.2009

by the Ministry of Foreign Affairs

No.2'?93 ‘

Seal/stamp: / 10. Signature:

S a BT

Noriko KAWAHITO
For the Minister for Foreign Affairs

“COMO:NOTARIA: SEXTA DEL" CIRCUL 0. DS
HAGO CONSTAR QUE LA w.l:
5 oamw. QUE - HE -TENIDOA®
0.C3 REPUBLICA DE COLOMBIASS
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. 1-2, Hirano-machi 2-chome

NOTARIAL ATTESTATION

REGISTER NUMBER: 3342009

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
andexistingunderthelawsofJﬁpanandhavingapuincipalplace
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

~
/ 8

Koichiro SHIGEYOSHI

Notary attached to

The Osaka Legal Affairs Bureau

c/o0 Sawanotsuru Building

Chuo-ku, Osaka, Japan

1-2, HIRANO-MACHI, 2-CHOME,
CHUO-KU, OSAKA JAPAN
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TRADUCCION OFICIAL 154/2009 DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES
Y EN ESPANOL DE ACUERDO CON EL CUAL INTERNATIONAL INSTITUTE
OF CANCER IMMUNOLOGY, INC., ENTIDAD DOMICILIADA EN 13-9,
ENOKI-CHO, SUITA-SHI, OSAKA 564-0053 JAPON, OTORGA PODER A
EMILIO FERRERO, TPA 31929; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, TPA 23555 Y
A DANIEL PENA, TPA 65620.

EXPEDIDO Y FIRMADO HOY 14 DE MAYO 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. NbTARIO. 1-2, HIRANO;MACHI, 2-CHOME, CHUO-KU,
OSAKA, JAPON

CERTIFICACION NOTARIAL

NUMERO DE REGISTRO 334/2009

Por la presente se certifica que NOBUKO INAMOTO, agente de
TAIJI TAKAHASHI, ha afirmado en mi presencia que él ha
reconocido haber firmado el poder adjunto de conformidad con
la autoridad a el dada como director representante y
presidente de INTERNATIONAL INSTITUTE OF CANCER IMMUNOLOGY,
INC. una sociedad organizada de conformidad con las leyes de

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

Japébn. ;oouo,uewm SEXTADEL CIRCULOZDE 6]
0.€.; KAGO CONSTAR QUE LA FOTOCOPWA:

4.~Et‘ .ORIOM‘QUE HEZTENIDOAY

27 JUL. ﬂIB

En la oficina de KOICHIRO SHIGEYOSHI, Osak

mayo de 2009.

Firmado; KOICHIRO SHIGEYOSHI, notario adjur

Asuntos juridicos de Osaka.



PATENTS

CESION

El (los) suscrito (s)

en consideracién al pago de la suma de

(o e ), que he(mos)
recibido, por el presente documento cedo
(cedemos) a

una compania constituida de conformidad con las
leyes de

con oficinas en
todos los derechos y titulos sobre la invencion

denominada

EL CESIONARIO firma también el presente y
declara que acepta dicha cesién

ASSIGNMENT

The undersigned
Haruo SUGIYAMA

in consideration of the sum of USS$10.00-
(oo ). the receipt of which
is hereby acknowledged, by these presents do sell,
assign and transfer unto

Intemational Institute of Cancer Immunology, Inc.

a corporation organized under the laws of
Japan

having a place of business at

13-9, Enoki—cho, Suita—shi, Osaka 564-0053 JAPAN

all rights and title to the invention related to

“ HLA-A*1101—restricted WT 1 peptide and
pharmaceutical composition comprising the same |

THE ASSIGNEE signs these presents and declares
that accepts the aforesaid assignment

Dado y firmado hoy Given an signed this 14thdayof May ,2008
en in  Osaka, Japan
Inventors

2 O5akALEGAL AFFAIRSBUREAU

("NOTARY, )

1-2, HIRANO-MACHI, 2-CHOME,
N\ CHUO-KU, O5AKA JAPAN £

pots_dugiyma

Haruo suen/

Intemational Institute of Cancer Immunology, inc.

Taiji T?KAHASHI

Representative Director and President

Assignee



APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

Country: JAPAN
This public document
has been signed by

acting in the capacity of

bears the seal/stamp of

at Osaka

Koichiro SHIGEYOSHI

Notary Public of the Osaka
Legal Affairs Bureau

Koichiro SHIGEYOSHI, Notary Public

Certified

6. NAY. 21.2009

by the Ministry of Foreign Affairs

No.2"‘)02

Seal/stamp:

10. Signature:

S a KT

Noriko KAWAHITO

For the Minister for Foreign Affairs
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NOTARIAL ATTESTATION

REGISTER NUMBER: 335 /2009

This is to certify that Nobuko INAMOTO, an agent of Haruo
SUGIYAMA and Taiji TAKAHASHI, has stated in my very presence
that said Haruo SUGIYAMA and Taiji TAKAHASHI acknowledged
themselves to have signed the attached Assignment; and further
that said Taiji TAKAHASHI has signed said document in compliance
with the authoritybestowedonhimas the Representative Director
and President of International Institute of Cancer Immunology,
Inc., a corporation organized and existing under the laws of
Japanandhavingaprincipal placeof businessat 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

1-2, HIRANO-MACHI, 2-CHOME,
CHUO-KU, OSAKA JAPAN



w % 2238

KR 5 BT B A REA g&: _.gg

Ti2145 g21lpwm

w)lezms 30

>

CORMEOFMFEE, EEP OLAE AN
TOEBIZESWTLELDTH Y,

Mo, TOMHIEZ, EEDOHLbDTHDH I L
 3FE B + 5,

$);5322$1$5§21Bt3

(TEEA
KEEERE H A 6 —ﬂ! %u_[';@

CERTIFICATE
This is to certify that the annexed Notarial Certificate has
been executed by Notary,duly authorized and practising in Osaka,

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

Date  MAY 2 1:2008

Director of the Osaka Legal Affairs Bureau

Jjo
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TRADUCCION OFICIAL 185/2009 DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN IDIOMA
INGLES REALIZADA POR EDUARDO CALADO NOGUERA, TRADUCTOR
OFICIAL AUTORIZADO POR RESOLUCION 541 DEL 27 DE FEBRERO DE
1976 Y DEBIDAMENTE INSCRITO ANTE EL MINISTERIO DE RELACIONES
EXTERIORES DE COLOMBIA.

CESION DE PATENTE

El suscrito HARUC SUGIYAMA, como compensacidén por el pago de
la suma de diez ddélares estadounidenses, transaccidén de la
cual acusamos recibo, por el presente documento cedo y
transfiero a INTERNATIONAL INSTITUTE OF CANCER IMMUNOLOGY,
INC, una sociedad constituida de conformidad con las leyes de
JAPON, con domicilio en 13-9, Enoki-cho, Suita-shi, Osaka
564-0053, JAPON, +todos los derechos vy titulo sobre la
invencién denominada PEPTIDO WFl- RESTRINGIDO A HLA-A* 1101 Y
COMPOSICION FARMACEUTICA‘QUE CCMPRENDE EL MISMO.

El cesionario firma también el presente y declara gue acepta
dicha cesiédn.

Dado y firmado hoy 14 de mayo de 2009 en Osaka, Japén
Inventor: HARUO SUGIYAMA

INTERNATIONAL INSTITUTE OF CANCER IMMUNOLOGY INC.

Cesionario: TAIJI TAKAHASHI

Representante, director y presidente

SELLO: OFICINA DE ASUNTOS JURIDICOS DE OSAKA

NOTaRIO. 1-2, HIRANO-MACHI, 2-CHOME, CHUO-KU, OSAKA, JAPON
CERTIFICACION NOTARIAL

NUMERO DE REGISTRO 335/2009



ZJ-X
dichos HARUO SUGIYAMA y TAIJI TAKAHASHI reconocieron haber
firmade la cesidén adjunta. Ademas gque TAIJTI TAKAHASHI ha
firmado dicho documento cumpliendo con la autorizacién a él
concedida como director representante vy presidente de
INTERNATIONAL INSTITUTE OF CANCER IMMUNOLOGY; INC., una
sociedad constituida y existente de conformidad con las leyes
de Japdn y con domicilio principal en 13-9, Enoki-cho, Suita-
shi, Osaka, Japodn.

En la oficina de KOICHIRO SHIGEYOSHI, Osaka, Japdon, el 21 de
mayo de 2009.
FIRMADO: KOICHIRO SHIGEYOSHI, notario adjunto a la Oficina de
Asuntos Juridicos de Osaka.
C/0 SAWANQOTSURU BUILDING
1-2, HIRANO-MACHI 2-CHOME
CHUO-KU, OSAKA, JAPON
SELLO: OFICINA DE ASUNTOS JURIDICOS DE OSAKA
NOTARIO. 1-2, HIRANO-MACHI, 2-CHOME, CHUO-KU, OSAKA, JAPON
CERTIFICACION
Por la presente certifico que la certificacidén notarial
adjunta ha sido firmada por un notario debidamente autorizado
y practicante en Osaka, Japdén, y que el sello oficial que
aparece en la misma es genuinc. Fecha: 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: JapPON
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quien actla en su calidad de NOTARIQO PUBLICO DE LA OFICINA

DE ASUNTOS JURIDICOS DE OSAKA

4. lleva el sello/estampilla de KOICHIRO SHIGEYOSHI, NOTARIO
PUBLICO
CERTIFICADO
5. en OSAKA 6. el 21 de mayo de 2009
7. por el MINISTERIO DE ASUNTOS EXTERIORES
8. No. 2792
9. Sello/estampilla: MINISTERIO DE ASUNTOS EXTERIORES, JAPON

10. Firma: NORIKO KAWAHITO, a nombre del Ministro de Asuntos

Exteriores.

ECN\ECN\ID-1528C7\WPCL002G
COLO-17075-841-001-4

Bogotd, 25 de junio de 2009.

Béhardo Calado Noguera

TRADUCTOR OFICIAL
Inglés - Espaiiol - Inglés

Res. 541 Febrero de 1976
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(57) Abstract: Disclosed are: an HLA-A*-1101-restricted WT1 peptide, specifically a peptide which comprises an aminp acid
sequence composed of nine contiguous amino acid residues derived from WT1 protein, is capable of binding to an HLA-A 1101
molecule and has a CTL-inducing ability; a peptide dimer which comprises two peptide monomers each comprising an amino zeid
sequence composed of nine contiguous amino acid residues conlzining at least one cysteine residue and derived from WT1 protein,
wherein the two peptide monomers are linked to each other via a disulfide bond and the peptide dimer is capable of binding to an
HLA-A 1101 molecule and has a CTL-inducing ability; a polynuclectide encoding the peptide; a pharrmacenical composition for
the treatment and/or prevention of cancer, which comprises the peptide or the peptide dimer; and others.

1|0 000 0 O e

(57 B4y ASBA. HLA—A 110 1HEEWT 17X F, BHIZ2Z,. WT1 429 BEZ09 80
A ERTETI/ BIOUATI/ RENESERTFFTHH>T. HLA—A 110 19FEESEZEL. »

DCTLEHEZETARTFE, H5LUSLCELTI1BOVATAUBELAEWT 18010 BdED @D
; EBETAFPEI/ BOOEET E/@E@Ii%t 2EOARTF FEREN, SN T 1 FERICEYELMIESLT
~ WBRTFFZBETH-T. HLA-A 1101 FFEHERERL. BOCTLHEHEREEHT S, "IFF
— —BEICET 3, SSERBAL, BRIFFEI-—FIIRURILIFF, Tho280EE0ELU/E1
oo EFHREEERY LSBT ILOTHL,

O 2008/0



2|

WO 2008/081701 i PCT/IIP2007/074146
B M E
HLA—AM1101#EHWTIR7F R, BIUOFNAES I EEMAKD
Fe 4o B

[0001] AFEWNE, HLA— AT 1101 BIEMWT17F R, S4iE, WT120 8
SEOHBOHE T AT/ BENLRDTI/ERIIFE T TR ThHoT, HLA—
A"1101 5 FLEGEEREL. OCTLRBEERXF V57 FF, 8L RED
1D AT AL BREELWT1Y v A7 B EOMEOES T 57 I /EILRD
T3/ EEE S A T 2l DS FRE RN PAL T FREEIEIVEWIEEALT
WARTFR ZBETHoT. HLA—A 11015 FLEEASREEZAL. A OCTLHE
EEH TS, AFF BB, EBIERIL, FXTFRE2—RTHRY
RIVAFR, FNLEEEIERBLIO/ T TFHRAEERRMDLEICETL
DTHD,

Cp-Sidl)

[0002)  WTLEARF (Wilms’ tumor 1 gene) X, /NREOEH THLY ANV AR TEHOTHER
T ELTREShIGRE T THY GEFFFR1 BLUR) , Proo o7 —HigE
HTHEER T THDH, ¥, WTLEEFIEIRBNTEES T THHESNIR, 20
HoOWR GERSH IR, 4. 5L 06) 1LY, BB HEECERABICBV TR
LAEE G T &L TEKZ e RaNT,

[0003] WTIEEGFHRE<OBEHEECESWTERBLTWAIENS, EROLVED
A THAWT LB T EMOEERNIC ST 20RO ENRIESNT
B, FORE ., BEMRTEERL TWAWT1EEFREOS L RIE TN
Tty ST EOEEER, TR FERMHCI 7R145 TR A E K
L CHIEEEICERENDZE BLUPDAEAREBR T ACTLEWT LTS
RO OF F—ar REVFEINEDERAL L ST (FERF ST SCHER7 . 8L U9
Jo EBIT, WTIRFREIIWTL cDNATHRBESNEvORE, Bifidhiw
T1REFREBIEERRZ & OESR TIRIE T 52 GESF GR7L010) . WT1
HETEZEBRMICREBL TV A ERESIIFEINICTLICL»THEES WD
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[0004]

EHREI (FERFRF LA T) o ENBRE WA EPROERI BT EFMHC
IIAISSF DL THIHLA—AT 0201 5y FEEESHEDD1 26 X7 FFIBLUWH
1872 FF (BFIE S LI BITA7I/EE187—~ 195, SLGEQQYSVYEHWT
HLA—AY0201 %D m MR E2 R+ 5L, WTIHRACTLAFHHE
N, FBEINI-CTLIAREWT LHEEFZEREBL T SRS o U R
BB B EE T D28, BEUDPPACTLOGETREHITHLA — A2HHETH
BT EATRENS GERRFHR1IL), HLA—ATY— 055, BARARBLEVHL
A—A"2402I A THWTLLFFF (WT1235;BFIEE  LILBIFH7I/8E23
5—243, CMTWNQMNL) Z AV V-t Ml CoA L E e ERICBWT, WTH
RERACTL(TAK — 1) BRFHEIN GEFFTIRR12) | S SN/CTLIE, —#WT
1B FEEHMICREEL TS EE ESBARO2 o - — B EZMFILignZ
EAURENT GERFF R 2B L U13) , ZNOHDOFHENS, <V RIZHT TR<EMZ
BOWTHWTIHFRMCTLOFBERTEETHY, PDLHCTLEWTLR{E FEESE
W4 AIEEHEICH L TREEFREEA 7508, WTLREFZAHMICER TS
IEH MBS F It A I RS R S I (FERF R SURR7 L 10, 11
L 12:LUN3),

WTLBEFEMIIEAZ 7 HELTHFEL. MlEA T o7 7/ — Al
Tty 7 %%T . XTFFB i {EEns, Bl (ESh7e~7F Fid, TAP(
transporter associated with antigen processing) 7 Fio k> T/ NEERE~LEMR,
. MHCZZ A5 F¢EE@E AL filakmicifREnsd, CTLAFHASTC
RENFLTWTIATS F—MHCZFAIS FHEGHERETIZEICE-T.WTI
FROCTLABESN, MUCI IR+ 2L TWT L8 BT EY iR oM
TEAHBI S L CHIARM S EAE A2 38445 GEFFRF CRR7 . 8BLU9), €23 5HL. W
TUEEFEDEZENE LI R AEREBOTHWSAOWTINTFRIE, i
<ELAEBANTMHCI ZRIG FITER T OHELROLENHD, Ll MHCZ
TR IS BHBHY . FNEFNOMHCI AN FIEES THWT I FK
DT I ERIIRZDIS . MHCZSRAIOBIGNCEET57F AR T4
WHHD, LNLENL, RESP> TV BHLAR TAFEEOWT 1T FFIL,
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HLA—A"24025%, HLA—A"02014F, HLA—A® 26014 %, HLA—A"
33030 FHBRIEDLODHTHA (FEru, FaF 30k, FEFFF IR, 55353
k2. BEUREFHR3), 7E2 T HLA—A® 1101 HHEW T 17 F R4 Bl
HERDHSTZ,
RERI SR [BBRABRZ2003,/106682 5 4%
RSk [ERRAB2005,/095598 54 #
RFRTCARS : AFFE2006 — 45287
FERGFFICHER L Daniel A. Haber et al., Cell. 1980 Jun 29;61(7):1257-69.
JEHERF SCHR2 : Call KM et al., Cell. 1990 Feb 9;60(3):509-20.
FERFRFCHR3 : Menke AL et al., Int Rev Cytol. 1998;181:151-212. Review.
FEHFFFICHRA : Yamagami T et al., Blood. 1996 Apr 1;87(7):2878-84.
FEFFFFICHRG : Inoue K et al., Blood. 1998 Apr 15;91(8):2969-76.
HEAFRFSCHRG - Tsuboi A et al., Leuk Res. 1999 May;23(5):499-505.
FEAFRTICHRT : Oka Y et al., J Immunol. 2000 Feb 15;164(4):1873-80.
JEAEFF RS : Melief CJ et al., Immunol Rev. 1995 Jun;145:167-77.
FEFFTF SRS Ritz J, J Clin Oncol. 1994 Feb;12(2):237-8.
FERFEFICHR10: Tsuboi A et al., ] Clin Immunol. 2000 May;20(3):195-202.
FEFFFSCHRLL: Oka Y et al., Immunogenetics. 2000 Feb;51(2):99-107.
FERGFFFICHRR 12 Ohminami H et al., Blood. 2000 Jan 1;95(1):286-93.
JEHRFRF SR 13 : Gao L et al., Blood. 2000 Apr 1;95(7):2198-203.
SR DB ‘
FEBHFRLIOET HERE

[0005] ATREADHRIRERMEIL. HLA—AY 11014 FRHHE TH->T, WT1Z /7 i
KOTIVERNEEL_TFR, BLUOEE—FFERYRIVFTF, 2HTNC
ZNHEELROBRB IO/ LT RAEZERRD R E AR THIIEIZHD
RREE R T DO DFE

[0006] AZFEHFTE, LRFEICEBAFEHNREZBRBR, WT15 30 Hbasko9H
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[0007]

DT BT /W SRE T/ BEIFE e T FFOIHLHLA—AT 11014+
LIEBEEERFE T NTFEN, BOBECWTLREMNCTLERECESHILE R
L. AR ZTER T DI ET

ERZS PN 3 T

(DWT1Z /37 BHRFEOIEOER T 57 I/ BILRS7 I/ ERINEZI LT
FRCH>T. HLA—AT 11015 FLEREGREEA L. 2 OCTLHEEZA 5. <
TFE,

(2) 72 /BEECHNDEMEDTI VBN LysE- i Arg THH, (1) FERO~TFER,
(3) 73 /BEERF A3 LUF OfE:

Ala Ala Gly Ser Ser Ser Ser Val Lys(@&3&FE5:2).

Pro Tle Leu Cys Gly Ala Gin Tyr Arg(@HES:3).

Arg Ser Ala Ser Glu Thr Ser Glu Lys{(B2FE % :4).

Ser Ala Ser Glu Thr Ser Glu Lys Arg(B5ES:5).

Ser His Leu Gln Met His Ser Arg Lys(@&%I&5:6),

Thr Gly Val Lys Pro Phe Gin Cys Lys(@FNHEH:7).

Lys Thr Cys Gln Arg Lys Phe Ser Arg(@#&ES:8).

Ser Cys Arg Trp Pro Ser Cys Gln Lys(B5I&ES:9).

Asn Met His GIln Arg Asn Met Thr Lys(&Z1%S:10).
HRARLVEREND, (1) RBOTFR,

(4) 7 /BEERS0A5Ala Ala Gly Ser Ser Ser Ser Val Lys(@&5I#&S:2) T
5D, (NEF/ORTFF,

(5) LI EL DV AT ALV B EEETWT 14 7B REOIBOMESE 573
ISR T I BRI S 2BOTFREEER, DAL TARERILLVE
WIS LTWVABRTFRZBETH-T, HLA— AT 11015 FLEREEHL,
P OCTLRBEREER A 5, XTFFEE.

(6) ~FREEEROTI JBEELSIA LLTORE:

Pro lle Leu Cys Gly Ala Gln Tyr Arg(@&FI#HES:3).

Thr Gly Val Lys Pro Phe Gln Cys Lys(@#&EFS:7).
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Lys Thr Cys Gln Arg Lys Phe Ser Arg(B3|&E5S:8).

Ser Cys Arg Trp Pro Ser Cys Gln Lys @35 :9).
MHRBHELVRIREND, (5) BIRDORTFF Z&HA,
() (D) FBRORTFRFBL®/ EZ(B) RO RXTF R L E L, BEIEH
FX T 27 DERMARY .,
(8 H#ED (1) WARDRTFRBLO/E4Z (8) RO T FF Z & fF%EHLA
— AT 1101 BRI 5 T L R MRS T, BEIBIE I T 57200
k.
Q) () @RBORTFREI—FTHRIXIVAFFE,
(10) (9) FARDOPYXIV AT FEEGLRBRIF—,
(11) Q) OBV IV AT R EX (10) RO RI5—% S, MEEH T
FBh¢ Db DOEERMARY .
(12) HRED(9) BIMORYRIL A F N &1 (10) O~ ¥ —FHLA—A"1
101X BRI 5§ AIEEFRE T BEIBREIUI TR T DH Bk,
(13) (D FERORXTFFBLO/ Fi X (5) BRDORT7FF _RiKICIVFFEsh
5. WTLRRICTL,
(14) RA4 M HEERZ (1) BEORTFFBEIQR/ T3 (5) TROXTFF Rk
OFEE T CHEEL , eRA MR OWT IR ROCTLEHH 5 L2 s
15, WTIRRMCTLOFEH k.,
(15) D FRIRORTFFRBEIV/ F43(5) iR ORTFF ik (k& L FUERR S
LLTEL. WTISRMCTLZHH T H720DDX vb,
(16) (1) EBHEDORTFFBIQR/ F2 (5) Sk O_RT7F R ZRFIZIVFEHIN
5. WTIRTF R E#7R ¢ HHUR /R
(17) KRBT RMAE (1) BROXTFRBLO/ - (5) Bl TFFFZ
REDOHFEET CHEL ., SR RHTUFIRRERNSWTIR 7 F R IR T 55R R
TRAMAE BT DIEEZRHHETH WTIRTFRERRTHREIRTAROFBE
I,
(18) (V) DT FRBEQ®/ F2iE (5) RO T FF Z R k% L RAWBKR S
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[0008]

[0009]

ELTEL, WIRT FREEF T2 RRETRHINEEE 572D DF v b,
(19) (13) EE#FOCTL /2L (16) e OFR IR E AVAD LEFRE TS,
FEOBWH .
2RATHHOTHS,
FEEADER

AFEBNCED, HLA—A 110151 # Th-> T, WT17 220G th RO 9O
BT BATIEENLRATI/ERIEEDLTTR, BEOENEI—FTERIRS
VAFR, 26N e N6E2 B UROERBLC/ T HEERMRM LR EH
BHENADT, HLA— AT 110128 A0 RICBI B/ VERBI VA LI TO
WT1HRECTLOBEMN WAL RS, HAEAICBITDHLA—A 1101 BRI,
917, 9% EBANZEND, [LFBORRITBVWWTWTIHFRMCTLAFETES,
[ i OO i B 72 3B
[RURE, WT1_ AW THESN/ CTLOMBEEEEE R T,
[K2]E2¢k, wnmﬁ'ﬁﬁv\'t%ﬁénf;cﬂ,@{ﬁﬂﬂatg%ﬁﬁ%ﬁaﬂ
(R3], WT1 AW THEH SR CTLONI EEEHETT,
(K441, WTL  ZRAWTHRSNCTLOMBEEEEE R T,
(E5]5H, WT1  ZHVW THE SN CTLONREGEEEE R T,
[R6IEI6E:, WT1 M THESNACTLOMBEEREZ R T,
(BI7I7¢ WT1 &AW THEINCTLOMREERIEZ R T,
[E8IEK8HL, WT1 %AV CHEFSNICTLOMBG ERm TR T,
[RIGMRGHE, WT1 &RV TaHEs NICTLOMBUE EENZ TR T,
[RIOJF10M, WT1  ~7F e THEsnCTLOMBEEEEE R (a
b, ciE, TRENHLA—AY 1101 BEREH AN —1, 2, 3HEPBMCZ v V-
LEDONRMEETELEZT Y ).
(UL, WT1 A7 TR fiE AW TSN CTLOMREEREE
R (aBLUDI, FRFNHLA-AT 1101 BT AR —1 5L 0263EPB
MCE et E OB E R R T ).
(R12J12k, GEWTL ~TFEGDEANTHEESNZCTLOMIE
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[0010]

foo11]

EMERT (a, b, cld, FNENHLA— AT 1101 B # AR —1, 2, 3d13fEP
BMCE W LE DM B ETEEZ R T ),

(13118, HEWTL ~TFR(G-V) ZMNTHES N CTLOMELE
FEMER T (a, b, clE, FREFNHLA— A T10T MR T AR F—1, 2, 3d3kEP
BMC%: Bl & OB ETE 2R 9),

(@414, WTL AT FRERVTHEESNICTLOMREEREEL R (a
Lbycid, FRENHLA-AT L1016 % AFF—1, 2, 3H3EPBMCE AV
LEOMIM G ETLIEE TR T),

SEF%E FE T D7D RDOJERE

AFIRIL, 1OEEBIZ VT, WT14 0 B B0 OEDMig: 57 I /D
AT IRESIE LRI FRThHoT, HLA— AT 1101 3 FEEEEZHL.
SCTLHHEZ T I7T R (KBAMEIZBODT, IWTI_ZFF1EH0I) ICH
THLDTHD, EEWTI1Z R HOT /BRI ZEIEFRS  1TR T, ZBHO
RPFRE, ADDEHIE F  UREhA 7 I/ ERSIPOdigE 359807 I /fE
DB T I/ BB E G ULDTHD, ARADRTFER, HBORIIEH3, 7
SBEUODT LRI E DU ATA R G LT BRI G5B  hhDT
LRI POV AT AL DT B EOROBME (Bl 2, BY T T2
o — 7 I/EEENICEBL T, HIVIE VAT A OSHERX YR B TR a0
I (Bl E, VAR AT AL, VDNV F ) CEMTDIILICEY, BE
P& ERIETHEW, AEHOTFFRE, BN Ty v ENT 7k
o ENT R F BRI IR R INAZEICED, CTLEFEEH TS
LM TEDRIABRASTTFFTCHD,

AW, EROMIHLA— A 1101 MHHEE2H 357 TFEBILE AN
Lt D, o T, AFEHDO~TFRIE, HLA—AT 11015 FEEAEEB T30
TrDd, AR, YHBEHR BB TEMOFEICIVRARDIENTED,
MHI LT, FilZiE. Rankpep, BIMAS, SYFPEITHI2¥ Do B a—F—
~R—ADFH, HLA— AT 11015 FRESHER A T RMD T FREORA M
BRBAE N DB, FaE, B EAOHLA— AT 1101 i~ 7F

L¥
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(0012]

foo13]

[0014]

FORERRELBL, ZBPOXTTRREEEEHTINE IR T52808
TED, AREMICBITEFEEREF TH7F oG, ABEAMOEREFIIC
?EﬂﬂzL?’:EYEK;U#@B%Z)I-ILA—A*1]AOVJ}?%CR’-]"?‘ZDﬁfDﬁZﬂT})MB_hU)
b, FFELHE, BLLEDLD, LG ELI, 6L EDOLDTHD,
ARMDRTF R, 610, CTLHEEEZR THL0DTHD, WTLHEE L. 6
A BifdA. B R BB, £ A i, B i & o i RS
N E NN N R I N R N N AN R T TR A L E N
L FEGWE, IR ORFZBICEWTRARTHRERILTWAOT, XEFAD
AFFRE, D AEBICRBLERRICEWT, BOERTCCTLRHR T3,
RENARETHD, CTLEEREIL. AU RFERA It B TCTLRHR
DTENTEDERDEV), PDFERRIT, — AR, FlE, Colifi7 v 24
AW TCTLOMK G ETEH R RAT e LITEIVFTREIENTED,
ARFEPAORTF L, 7I/BEERFIOBILOT I /EES LysE I ArgDLD TH
S ThEW, DB TI/EERTAHET, XS FROHLA-AT 1101 5 F LRSS
fERERHLEELLND, '
ARHDRFFRBEELERIBOTI /BN TI /BRI BHELOLD
X, Ala Ala Gly Ser Ser Ser Ser Val Lys(@%I%HER:2). Pro Nle Leu
Cys Gly Ala Gin Tyr Arg(Bc¥1% 5 :3). Arg Ser Ala Ser Glu Thr
Ser Glu Lys(BlFI#H:4) . Ser Ala Ser Glu Thr Ser Glu Lys Arg(
ALSH 5 :5) . Ser His Leu Gln Met His Ser Arg Lys(@®&51%S:6). T
hr Gly Val Lys Pro Phe Gin Cys Lys(A¥IHFS:7),.Lys Thr Cys G
In Arg Lys Phe Ser Arg(B2%I3%%5:8), Ser Cys Arg Trp Pro Ser C
vs Gln Lys(BHIFER:9), F/-i¥Asn Met His Gln Arg Asn Met Thr
Lys (BLFIE 5 :10) THY, BIFELV VO DIX, Thr Gly Val Lys Pro Phe
Gln Cys Lys{BESIHES:7) ThHd, IHIT, BEFIHF R 2~100WFhniisi
T, MOBDT I/ REDIH 1LV LEME. FELIZ1 @RV LEEO T I /BN HID
TI/BECEBREN LD THoTHhIN, o, HOBO7 I /BB I R BEhT
DT IEDNTIPR, BEEMINI DO TH-THEN, BL, WTFRDBAIC

X
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[0015]

[o016]

[0017]

BOTYH, ARBHORTFRAHLA—AT 11015 FEDESEZRIFLTVBIE
itk &ied,

Eikoimy, ARFHORTF R, WT1ZA_2E NN THo T, LitoBoiis
THT IR SRDT I/BEINZEATOIEE LN, #oT, ARFIOTFRiIE
 BlzE, BAIF S 2~ 10107 T 7 I/ BRINNLROINTFREDLO THLTH
I HDVEFEFIH T 2~ 1017 7I/BERFIZ e, WTL1H 7 F i
ED—HTHHTHIV, KBBEORTFFICETNAT7 I/EBOBEIIHREZL
A iz iE, 9~500M#. 9~300. 9~200{#. 9~100M, 9~50{#, 9~3
Ofitl, 9~127e L THD, EFHDORTFRIIEL, LML 57 /M
HRRAT I /BEMNONRRBL O/ FRCHBIC, fic OMWUELEEIEDHTL
MTED, Pl 7/ XTFFR. TNoDT7T ol a3 Thil, &5
HORZFRIZZROOMEREESLTODEE . Tho0PEMRF AT, £k
FE2RLIC LY, HAVITHIRN S oy R ORBICEIVAFIE ., A9
LEROADT I @SR ET I/ EEIIEEL. HLA—AT 11015y FLOHE the
LCAR&ImICIBREN A LICEY, CTLREDREHBIZENTED, ThHOY
Hix, ABAORTFRFOGEREL RS T 500 THoTHIE W77 7—EiE
RHEZOLTEHEN LEEIHDOThHoThEL, FFIZ L, FrEO#SE-HEIC
W RINCARBAD T FRET VY —FEL90bDTHLTHIL HDW ML EL
BUEHERADBUA AR E S EAERREEE T30 ThHoThL, =
HOWEITER, CTLEHEEZRKEEDLD, FZIE, ~NV/_—RTFReETom
S THEV Y,

ARRADSTF R, YEBERDBFIZBSWTRERVONLIFEFIIEALD
L HACTERTDIIENTED, DA R, flZ i, Peptide Synthesis,
Interscience, New York, 1966 ; The Proteins, Vol 2, Academic Press Inc., New York,

1976, X7 FFEK, Wi @ER), 1975, X7 FFEROILHEL LR, 1.8 (HR), 1985
JEIRMOMHFRE Fe P1ad- ~TFRER BIIERE, 19180 K RREhTnd

Q

ARAORTFRITE: ZREADRTF R —FTHRIVAFRFRESIRTRIC
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[0018]

[0019]

[0020]

[0021]

FSFMGF IEOFEEMOTRETIIELTES, 058G F THAF
Hid, MEFITRMOLOTHDS,

AFEINL, SHRDERICENT, PREHLIEOVATAVREEFELWTLIY
AU H R ROMEDME S DT I BN 5T LA E & L2807 T N i i
D, DAV TARRERIEDEWVICRE AL TS, HLA- AT 1101 5 F L0 a1k
2L, P OCTLRBHIER A 5. X/ FF ZRIK (RSB T, fWT1R
TR ZREKIEBVD) IS DHDTHD, ARADRTF R kO ERI,
TRIEEER LD LICED RS F N AL L TR T 5, ARTAD T FF
Tk N T ey oY INT, ey oS ENE T FRRTURER
FTRAIRNC SV RENDT LY, CTLEBE T AN TELRARRTFF _fit
hThd,

AFEPOWTIFTF Rk, 20O~ 7F KRRk, BRI ETET DY
AT A RIEMOP AN TAREEEEILTRE DL, TERENS, E-T,
ARBNOWTLIRFFF ZIHRICE ENARTFRERER, EROWTIRZFF
THo T, PP ELEBIED VAT A BRELELLO THD, AFRFADOWTIR
TFR R REZRE THoTH, ~TRZREK THoTHLL,

AFERADOWTIARZF R ZREFIEBNT, XTFRHAERE 7/ BB 0
LIFELWHDIE, Pro lle Leu Cys Gly Ala Gln Tyr Arg(AFIHSE:3)
.Thr Gly Val Lys Pro Phe Gln Cys Lys(&%I&E%S:7). Lys Thr Cys

GIn Arg Lys Phe Ser Arg(Al%U#%:8). £/tiSer Cys Arg Trp Pr
o Ser Cys Gln Lys(BISUES:9) THY, {DHFFELWHDIE, Thr Gly Val
Lys Pro Phe GlIn Cys Lys(B%IHE5:7) THB,

AFEWDOWTLLZFF R, Y s ic WMo EEMvTRl
EYDIEBTED, Bl X FREBERIGOVAT AR EE ST E K
FEHOWTI_TFFZRER, flE, AT A EDORBIREZSie2TO
PRABEEZEREL . RIC, HONT-BRHATRIRZ T LD UG T CERBLORBRE
T oM HDONET VAV EIIIBEE R T TEBERE BN 581X 2T 4
FRIGEZRTOILICEY, SESNBD, BLAIELTIL, Flz i, a0k, O»F
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{0022]

[0023)]

(0024}

JWANTRE R (DMSO) 72V 7 ALBY Y LigE REET b,

RT7FRFPRHEN 2L LDV AT AR EE G EED ARBHOWT LRI FF
T RRIEAIRR S BICID AR END, ZOBE . RBBIATOVANT4FEE IR
HLT, #HEESHOND, HDVNE, ABHADOWTIRFFF i, AT
QB DIRGIEDMA S L EE RN THILICLY, WiEXnGs, RlEXoMLES
a LT, FlZE. MeBad (AF AR D) EAcm (TN TINAFA)IE, Tr
t(FUF ) AcmEL, Npys(3— = —2—EVIAFF) Acm#k,. S—Bu—
t(S—tert— 7 F Y EEACMBEDR AL RO EREBFTHND, FIZH, MeBzl
BEACMIEL DAL S L EDEES, WT1_7FF T H/IKIZ, MeBzIEUSADORE
LIS LV AT A EORBEUN ORBELBREL . BN MRS
TERBEILDFREL, BBINF AT AV BEM T ANV T RS EAKRL, K
[, IURICIRRE B I OEEL T, Acm TREBEN TV L AT AR IER
TURANTAFREEEEN T HTELY, WiEEhAGD,

AL, HILHOOMERIC VT, EEEHLA-AT 1100 83iEWT17F Rk
FRFEFWTIRTF R BT E T, MEIEREIT T oD ERR
FRAIC ALO THD, WTHEET1L, KROKCHE. T, 6. 788
RIERRIERTE, SR EBANE, TSl & oS M S5 REIS . ., KBS, M
B, TLEA, PRARRORR. APHR. BORGAR. RENCAR. DISLIRGR. E&. I, G
FREDREHICBVWTERBRLTWAED , ABRAOEEARMEROEGTIEE
TR DI AB I D TED, ARIADERMB I HLA—AT 1101 EtE
I a DL HEEARYICE ENIHLA— AT 1101 FHHEWTI T F
FEEWTIRZFF /KD, WTEHRMCTLAFEEIh, AMACTLIZK
Dxt@owMAREEINS,

AFROEZARDIL, HYRSELTOERRHLA-AT 1101 #3HEWT1~
TFRBLO S/ FIZREWTLI_TFFZRELSC, Gl Bk BREAREES
ATUOTHEN, AFERAOEEBRYICEEFNBHLA-AT 1101 MW T1 <7
FREBIWTLIR7FR ZfHEE, WTIBRMOCTLEFETHIE00, ZOFHE
RS DI=DIC | AFEHAOELHARMIIR L LT P2 eaghh. HD

3|
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[0025]

[0026]

(0027}

WA Y AR T Pa i b IR BEINTHE, HFELWT o bl T, iz
W SRR AR T aA T Varivh, KEEET VI LR EBETHNS
ARINLITHIBE L,

AFIAOEEMRDO® S F iy, FROME, HEoRE, BBl o
ST U TR ESRIR T DI EM CED, Mk H I, BT, ERR s, ETRE
RBIRNER TRARAE S B RES B OB RERFTONDLD, ZhHICRS
20, ARHADEBMRMICE TNA T FREIUIT7FR i tkoft, EIKMH
FROAR . # 5B HA L FROME, HRORE, BERMALE ORI
U THESRIRTERM, 1 @HZ007FF#5 fid, i@%, 0. 0001mg~1000
mg. FFLE, 0. 001 mg~1000mgTH5,

AW, MOEEICHWT, HRERD LEWTI_RTFRBLU/ FIEWTI
RTFKZREEHLA— AT 1101 B ST 54 BT L2 HHET 5. BETEHR
FETBI 37200 BT AL D THS, IGRELIITHSD8IX, vWih
DL TH-ThEL, FlZL, B, A SERTASEGEF, £ 505 Bkl Eik)
il & O MARNEES, B, KIS, M. T8, I, T4, BSE. i
DE#E, BISLARAE, T 29, TR, IRIEREOREL E T,

AR, I5ALMEHICSVT, HLA—AT 1101 BB Sic B AWT 148 2
MCTLOFEE I RERFETHHETHL T,

(a) WT1_TFREHLA—AT 11015 FEOBIE 2 et R i R B UIGE
RIS,

(b) R EHC &G ENDFHBEE U LR TICTLOFEE TR EZR S,
TREZELFHECETIHOTHS, AARBEREHT, Yo ERAFERTHST]
EMERHIUENTROLD TH>TH I, Bl i, Vo Sl ol Ak
REMNEHEITHND, WTIRTFREHLA—AY 1101 5 FEOBIS (i, Al v
FF AN TR TE VR OB ERIBEMOF EERWT, flE, TR —
R REDBEICENTOTHLEN, 0D EREZR T OCTLOFES
Toid i, HEFITEEMOF EICLOWETHIENTED, ARPIDZOERICE
W, LEARIERSNIZL O ThoThel, BEiEL T HOGERR. i

AL
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[0028]

[0029]

[0030]

(o031]

[0032]

[0033]

P E OARMDLOEREMRTHIENTED, BT HIL T, CTLOFEER.
R OWTENE S oRlicie D,

fEoT, AFERIEES HLA—A® 1101 BHER S B W T 1R BMCTLOTE
HEEIIRERE DD, HLA—AT 1101 MBTHEWTI R/ F R E L8R D
ERMT S,

EHIT, AL, HLA—AT 1101 BIEWTI_7F & T, HLA—A110
1M RIC B DWT1 R RO CTLOFE R/ IIREF R E T H-HDX o MR it
T 5,

AFEL, SHABMEHICE VT, WTIRZFREHLA—-AT 1101 3 FEDBS
HERWT, WTIRRMCTLE AR TEHETH- T,

(a) BB A R E UGS,

(b) SERB P I ENDUBEE R ERRTHCTLEES,
TEZE0HECIETILOTHD, WTIXTFRFEHLA—AT 11015 F 0%
BRIV TR BB DBV THD, FEHL, Vo RE S TR TH AT R HIE
WTNOHLDTHh-THEL, Pl Mkl OxtRmAeRE, MBERikL L)
FETonD, BENEENTOCTLORAL, #l2iE, FACS, MACS/A & Y
KEERMOTG EE RO TTIEN TED, {FONIWTIHRMCTLEEEL ., fig
OFDIEFREIITTBHTHVDIEL T EEIC e B,

WoT, ARMITEL, WTL_RFFREHLA— AT 1101 53 FE0OBE ha fiv T
WTLIRROCTLR AR TFHICIVBAZLOTESD, WTIHFROCTLIC
DD THD,

AR, SHITHI 1 SOEHRICE T ERHLA— A 1101 HE#EWT1 7T
FaEa—F42RIRILAF NI 250 THD, ARBEADFRYRZVAFRiZ, DN
ATHH>THRNATHSTHE, ARADORY RV FFROEER I, EFRHL
A—A"101HHHEWTI 7 F R O7 L/ EBEINC I S2 P ETED, HRYRIL
AFRE, GlIZAE, A LE QR ERE DAMDDNAZ-IIRNAS A ., PCREEA
EITEWRIETHIENITES,

AR, BIOEKICESV T LRIV A FRES ORI~V F—I2 M3 5%
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(0034]

[0035]

[0036]

(0037]

(00381

DTHd, B4 —OFR. LERAVRILAFFEFTICIAN CEENDIETIEIX
UHRR A7 HATLHEEORR, AMFISCTRARRTED, AR
PDRHEA~7F—FHLA—A 1 L01 B RITERE L, £RAICBOTHLA—A
1101 MW TI R FREEASE WTIHRMCTLEFHEL, Zhisthxat
S ok M AENEETRNG , IR S E EH 4520, G MR EEL. AEE
DOIEFEEIAL T RATOIZEN TED,

AR, SHICHOERRICB T LRIV FFRELR LeRB~rF—
PaEte, BEWRTREIITHTH-HOEEARDICE T HLOTHDL, ARAD
ZOEROEIRMARHOMBR. B HFESIE, LROFEYTH,

AFEWIE, MOEKICHEW T AHROETRYRILVA TV ELRRR YT —
EFHLA— AT 1101 BRI 542102 %M E T 5. MEEREE T 5
OB THLOTHD, WRELETHENSEIX. AhR. B iERER
SEBERE, 2RIERBONE, TRl O MANEE . B, KBS, . A
F5. DESRASIEE ., TS . BRSRE. BERLAE . DINLIRSE. T 588, FEHE. IBRSY
DETERE ST,

ARZWL, OB T, LRFEB~/F—EEA TOMRUET 0T
D, AFEMOMENL, FlAE, KIBE. B, B R, Bl ofE 140
W% ERRSEB~IE — W OBHERGE T AZLICIVELET 5L TES, 6 E
HMIA~DORBR~IZ—OHAF BT, fie DR EEZREBERL TMNAZEATE
%o TEHIGH L /- IS L, BEASNEWT IR F 2RI - KR4k
D, KRFORTFFEBLETHIEH TED,

AFEIE, X674 AMEICRV T, ERRHLA—-ATT101MEHEWTI_7FRBL
Y/ ERBWTIRT T R ZREICIVFRENDS . WTIFRACTLICE$ 500
ThD, AFEHDCTLIL, WTIRFFRFEHLA—A 11015 FEOBIA (543855
T8, T, AREFOCTLEAVT, HLA—A 11018, 2 >WT1 5 R BT
B R R T 52 ERTES,

AFEHE, BRI NT, WTIFHRMCTLEHLA—AT 110 B #RIC
B G Hr LR BMET D BEIERELITH T 200 EIZET5L0THS
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{0039]

[0040)

[0041)

fo042]

o WTIHRFRACTLOHR S F i, HROTE, &0k, BRI o4u:
WKISCCHERIR T2 80 TED, B H kL, FZE, fpIRAE S KRS,
BT#&E. HANERE, @REE, @ORELEPFTONLIN, ZRHICRSRU

AL, BIOEKICIST, KM EEERE ERHLA— A 1101#3{EWT
IS FRBEG/ FEWTIANTF R ZRAEOFET CHEEL. Sorimap
ERPBWTLRRMCTLEBEH T O RE TS5, WTIHRWCTLOBH I
3 2b0THD, K MRS Mg TH 8T, HLA— A 1101 BT
NEEWT R TH->ThE, R MUEEEREHLA—A® 1101 8EEWT 17 FF
BLO/ERBWTIAT TR ZREOFHE T CREETA2L T, KR m B ERD
DCTLAGEMEAOWTI R RMCTLAFHFEEND, AREHICIVBONZWTI14
RMCTLEHLA—AT 1101 BBt s i 5452 L ¢, st S o i, BiE
A IGREIIITYIDIENTES,

AFEIHL, SHITHNDEARICIHB VT, HLA— AT 1101 0HHEWTIR7F Rk
G/ EFERWTIRTF R Rz LA LU Ta T, WTIRRMCTLER
HY DDy MIET LD THD, FFELIL, HxF v NI ERWTHFRNOCT
LOBFEFHEICAGONS, REFAOF M, LRHLA—AT11013#FHWT]
RTPFRBIVERBWTIRTF R ZRIEOEM, Fl2E, KiHm SR
BEGFE, 72anb RISEETFEEA TN THEY, — AR, F oM
WA E TSN D, FEHOF SR HOT, WTIHRMSCTLERIEETC
&5,

AT, SHRBBBICHVT. ERHLA—AT 1101 A3WT1_7FF L
U/ EBEWTIT S K ZRIKICIOFEREIND, WTI_TFFEZHLA-AT110
L5y F2 It U THFR 9 2 HUR B RIS (BHR AR ) IS 3 200 TH D, A5
OHFURHL T E VAL T, LERRWTIHEROCTLRGRICGEH IS,

AZEWHE, BIOBARICE VT, ERRWTIXTFREHLA—AT11019 7 %41
TR AHURIRETAIAE HLA — A 110 1 BB BRI B 54 A0 L 2 e 15
RGREI T 27Dl BT L0 THhD, HRRTHROE S )
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(0043]

{0044]

[0045]

[0046]

BT, HUBOREH, R ORE, BRI Y OFRHIEC TR ERIR 5408
T&D, Y HE, FlE, BRNER S ERRE KTRE . HRARE &
RS BORSRERFEFTONDIN, ZROICELRN,

KR, BIOERICI T, RAARETNE LRHLA~ A 1101 #f3uE
WTIRFFRBLU/ ERBWTI_TF R ZRIEOFIET CHERL. SRR
RERHAALWT IR FFEHLA— A 11019 F2 A4 L TRR 3 S5 R4
MIEFBE T AL HERETD. WTIRZFFEHLA—AT 11015 T2 A L TIRR
T AV MROTFEE S HICET200 THhd, RRGUFR ML, kR i
Wi 7e L OB L THEIR R RL LS MaE ), KRR MR B
T DREUT, HLA— AT 1101 CHRIZO T hOLO ThoThEV, KREH
BRI, B SR MBBER e S ICE TN TWB0, 20 5Hlfa%E LI
WTIRZ T REBEG/ FEWTIRTF R ZRIEOGFEE T CHEELTHIW,

AFEHIL, ESICHIOERICIWT, ERRHLA—AT 1101 MEHEWT1I_7F
BEGSERBWIIANTFF ZRUNEZLABEESELTED . WTIRTFFEH
LA—AM 1101972 A L CRR T AH B R 2 HE T 50 0% v M ET
DbOTHD, FELIE, #%F v MI LR FMBOFBE S LAV b, &
RADF v MG ENDE DIMOWEERAL 7Y 13 LR OB THD, RFERDOF
AWT, WTIRZFFEHLA — A 11015 %5 L CHRR T A MR R A8 % 3
RISHELTED,

AR, BIDEHKICHEOT, HLA-AT 11013 WT1 R 7 F R & 1135~
TFREI—R$IRIRXZVFTFRIZH T 55T 550 Thd, ARADT L
1, R Za—F ik, £/70—F A REOWNTATHoTHLIL,

AR, SHRBERICBVWT, ERWT1IHRACTL, WT1X7FFEHLA
— AT 11019 F %A L THRTF T O THIR, $/HLA — ARIHEWT 12
TFREIFHUARTF FEI—F T BRI RV A F RIS T D5 KRB L% 4%
WETH. HOBRHEICET2HLDOTHD, HFELIL, WTIHHFRMCTLAES
OZEG IRV, FlZIE, LFRCTL, FUFRREREIIRAYHLA
— AT 1101 R R ERDRBE A F ok —ar 4D, HHVIEHLA—AY110

41
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[0047]

[0048]

[0049)

[0050]

PCT/JP2007/074146

LR SUTR B L, SRISACTL, FURER R E/2 3k ol 2 i, (L@ $B{L
ACFEERETDOILT, MOBKDREL2D, EFECTL, AR E 25
R, ERESNTD DO THOTHEW, PDDERETIL T, ARADZE 5 B
ERILATITENTED,

PAFIC 3 flE R U TAREZ BARMD DR RIICR A 4523, ERfNIARH
ZIRETHLOEMEL T A2BARY,
Fhap 1
WTLI_TF R OFER

RANKPEP (http://bio.dfci. harvard.edu/Tools/rankpep. html) & f1L T, WT1#
YAV EINE S 1) BEORTF RS HLA-A 11013 FEORESTHEOR
VW1

251

CWT1
312 313
ctU*WT]A‘m’i:iEW Lice ZTNLDO_TFROT7I/REECS, BFIHES  LICBITA7I
SRR HLA—AT 1101 3 F 04 2822 7 & & 1SR T,

(1]

JWTT  WTH WT1 WT1 WT1 WT1 | B
279 338 378 386 415

RSFE 7 I/)BES 7 I EREA AR =7
WT1 s, 251~259 AAGSSSSVK 15. 18
(BAHS : 2)

WT1 70 279~287 PILCGAQYR 11. 47
(BFIHES : 3)

WT1a, 312~320 RSASETSEK 14. 96
(EFHS : 4)

WT1 4, 313~321 SASETSEKR 6. 87
(BHHES : 5)

WT1 3ap 338~346 SHLQMHSRK 13.72
(BPUES - 6)

WT1 574 378~386 TGVKPFQCK 11. 33
(BEPNES . 7)

WT1 g6 386~394 KTCQRKFSR 13. 82
(f2F&EH - 8)

WT1 s 415~423 SCRWPSCQK 10. 29
(EPES : 9)

WTIL 434 436~444 NMHQRNMTK 14. 19
(B2PH/S . 1 0)

B—LCLAIROTHE
HLA—A* 1101 BHEREE AR — X0ERIR L= 51 i A5 Ficoll-Hypague gradie
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[0051]

[0052]

nt density centrifugationf i LD M B ER (PBMC) % 2y BEL 72, &IZ. PBMC
%247 = )LHIAIER A L —MI10% FCSEHRPMI 16408591591 X 107
RO K THFL, B95— SHA (EBY A/ ABEA M) DR EiZEMLT, 3
7C. 5% COZ'C“fﬁ“Jl’rﬁ fRE# L., EBUA AR EELRE N, BHIRTR
TEE R Can DB — LCLMIKE 1572, 50N 7B — LCLARANWT Lift{n 2 58 Bl
LW ZEE TR L7z, B—LCLM%20 1 g/ m) WTL _ WT1_(WTI_
o WL WWTLCWTL WTLWT1 L SEWTL I 2R A
FaX—ardTHIETUVAL, RIS, RARBOGyEBREV, Boh/-B—L
CLA (BATF . WT1_RZF R T IV ALEEB— LCLERAL V) 2B E S RABIL L
TLLTFOFEBRITA V-,
WTIR A CTLOFE

B EOPBMC3 X 10°8%, 247 =/ }IfE 3 A 7L —MIT20 g/ ml WT1_
o WTL WTL  WT1 WT1 WT1_ WT1 _ WT1 ir:::,twﬂ
e BOTERKE(45% RPMI 45% AMI—VEH, 35X 010% EFABMIY
)i, 37°C. 5% CO TLRMEEL, NEMIEE, BohSERR 2310
*WE, FCWT1_R7FFC UV ALEB—LCLEIK 1 X 10°M@Eseeig i ¢l
AR LU QE B H) . PBMC2WTI_RZFR T ALEB—LCLAIKE
SHIT3aILEE L (2~4E BB . TOB201U, ml (B E) IL2%, kD%
{4 2[5 B0 : PRNEA £ 3 B 51 B @& E 208 ; 3E B 35 L U4 E] & i -
PBRLEOI A H61 B EEFH3EIFTMU, Bo-HFa% . Negative Selection Col
umns Gravity Feed Kit (StemSp)} % i TCDSBE T2 #580% & A L5 BREL
L KIZ, WTIRTFRC UV ALEB— LCLAARR L SLRE s Uiz (S $IRY) . Bt
HIELD5 A #OCDSKBHE THI (CTL) 2 M S EFE O R T D= DI Av i,
CTLOMIR 85385 75 4

CTLOMM BT EEMEE CrbifitBa AV THIEL T, CTLABR (LT, =7
25— HKEBYD) %, SbA LD Cra DA FHARIMEL L 17207030 10>
WBR(E/TH) E2DII1EH 200 « HCFARL, 967 = /MM 7y —bp, 3
7°C. 5% CO,_ TARMEERLI, ML T, CTLEEICAWEWTINTF
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[0053]

[0054]

FERURTFRFT UL ALTZB—LCLA(BLCL—P), BLUWTIRFF &/
WAL TV B—LCLANA (BLCL—NP) Z v v, 153% %, @OL T LiEmE
WL, itk v FL—ar vy —e AT, EidioiEL > CritziiEL
7o MR S ETEE (%) R OK
(RE Lt b Criftift— B AR Crlfi i)/ (RS Crifffi it — A RR
2£°' CrifEfit) X 100
(BARA® Colifffid, ' CraRVA T H - ENRIAN & & RO & B TIEEL
&0 Crilfilf i ChY | K™ CribbE i, > Cra ik £E - 20 MIKI% 1%
RRY X —100% AV TR MBE RS 7L &0 CrifffE it Cind)
ZRNTRELT, BRZE1~9ITRY, BP, i3 ROBEAE (%) Z7R0 ., bR
HHEE /THERT, £, BLCL—P2EH. BLCL—NPZ AR TRT, WT1
JWTL  WTL  WT1  WT1_ WT1_ WT1_ WTL . RLUWTL

2

pid

G%Jﬂb\'c?ﬁiﬁéntc:ﬂ.m BLCL—NPHifal LT, WT1_7FF%HLA
—A11019F L0 A hEL THRR LTV BBLCL — PRI 5 RIS (T35
TENMMERTE, LULTC.WTT WT1T  WT1 WT1 (BLIUOWT1I %
251 279 313 338 386
AW THEEEN-CTLIC W TEL A A ER AT -7,
CTLOREEWT LG+ BRI oy a8 6 E iEit
WT1 WT1 WT1 WT1 |BIUWTL 2HWTHEEINAEZCTLO
251 279 313 338 386
WTI1HBB—LCLICx Al i &% Eab o7 gk v CiEL-, WT1
RN, EPWTLEG T2 EAL-B—LCLAM TH- T, HIBARTWT14
RIFERREBL, Tt AR THMBEOT I/ ENSLEXTFRFEHLA—AY110
159 FICFER %), 1% E, 2. 4.5, BLUO7ISFRT, B, WT1
RMB—LCLEBRCRT, WT1T WT1 WT1 _WT1 (BLUWTI1
251 279 313 338 356
PHAWTHEEINECTLY, WTLEEFENREICRBELL THAHRICA L TH
GEEMAR A4 AR HERTE-,
WT1R7F R ZHfh Bl g
»\1'1‘1378&7’%%45&%227. 5mg, N—AF AT A HI(NMG) 227, Smght
CKR2ImIDIREGYEER TH2AMBR T8I0y, EREE(LLT. Bohi:
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[0055]

(0056]

RERITHERE T Ny 5 2% AKOmUEE AR LT KRR M 92043 R R|IBIC TR
LTz, AK200mlE 7 ER=RIAF200mIZBNL , filio—R (58 No. 5C) T
AL, A& (#350ml X 3D THEAH LIz, FRHEIZAKN200mIZBML , SRR
AN *ﬂf\"j'a‘-}:‘wnm:ﬂmq58mg721ﬂ=t0

W17 FE ZREORT R

Hiw*rl«\"—f—j-km:mfdn58mg>.;eDMso OmIiZEEREL . HPLC (B RUHERT
¢ LCBADED b, 1#(H O/1% AcOH) THHHELL=0ODS C.7
F4(5cm @ X50cm L, YMCHAB)IZHPLCAHAY 72 AW THALL, #1740%
30y MFOEFICL, 0%~40%0)E%EE’QEE®2?§(CHSCN/ 1% AcOH)T
36053 WM THEHILEE, 220nm TOUVIRINZ T =4 — LA, B EER
ERNT.WTIRTFR ZREZ G ameER L, BRLSEEEDE . H
PLC(BME L—40008)icEyhLIc, 17% D2 CER{LLI-ODS C A74
(4. 6mm ¢ X25cm L, YMCHBEDIZHEAL, 0% ~47 % OREQARD2IE TS
043/ THIHL . fREFRER]20. 515—}0)F¢’5ﬂWT1378’\°7’9"F:ﬁM\‘46. 6mga 1%
1=
FAB. MS 2365. 0(H3{l 2342. 70)Na’ F=0. 25%

WTIR7FF ZRKICEHCTLEHE

MONAEWTL  ATFE_fE, WTL ATFF EEWTL ~FFFG—D)
(BeFITFH:1 1)2‘5&0’&’2\&"{‘1378/\“7—7}\* (G—V) (BHIFES:12)  WT 137;\‘7’
F R (EHNEFES 13, BFEART2002,/28414 541 BW THIR)OCTLEHES
LEROFHEITEY HLA=A® 1101 BB H AR F—1~3/h 3D PBMCE AL
T, #RERO~14U4TR T, B9, SEEIRERAFAE (%) 2RL., Bdhit
E/T%789, $f-, BLCL-P¥3E#,. BLCL—NPZ B R, WT1 ~7
FRZREDCTLREREH T AL TE, T, WT1Z 0 HoOTI)
[ INS = A N WT1378&75‘Ft17’3/&%*0&1726WT1379&7%F®CTL’£-
Hiek, WT1~7FFERE@LTRD TE ARRAOWT1TF R EMOW
TIRZFFRELRL TRMNEZCTLHEEL A T52bh o7,
HEE ORI RTHEM:
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[0057]  AFEHICLY, HLA—AT 110 AFHMWTIRTF R 7 F R Ea—F 45K
AV TR, BLUZHEE U EEARDESREINDIOT, EEHZEONTT
CBE W FE &R BLL TV AR« O il BEMO TR, -
(TEFEEROBSE . WER THI B W CRIATTEETHS,

A7 U—FF A
[0058]  SEQ ID NO: 11: Modified WT1 peptide
SEQ ID NO: 12: Modified WT1 peptide



(U

[2]
(3]

(4]

(5]

(6}

49
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RO
WT14 3 HREOMEDES 57 L/ BNLd 7 I/ BRFIESL_TFF

ThHo>T, HLA-AT1101 3 FLOFEEEEAL, M OCTLHHREEHT5H. <7
T,

T2/ EEEA DB DT I/ M LysEIIXATg THD,
T2 EEHINLLT DR

Ala Ala Gly Ser Ser Ser Ser Val Lys(@&¥I&E5:2).
Pro lle l.eu Cys Gly Ala Gln Tyr Arg(BFi&HEF:3).

]

HRIB1EEROLTFER,

hadlh

Arg Ser Ala Ser Glu Thr Ser Glu Lys(&5&HS:4).

Ser Ala Ser Glu Thr Ser Glu Lys Arg(&%IFE:5).

Ser His Leu GIn Met His Ser Arg Lys(BHIEHH:6).

Thr Gly Val Lys Pro Phe Gin Cys Lys(&FIHES: 7).

Lys Thr Cys Gln Arg Lys Phe Ser Arg(&5IFH%:8).

Ser Cys Arg Trp Pro Ser Cys GIln Lys(BFIEFS:9).

Asn Met His GIn Arg Asn Met Thr Lys(&¥IHES:10). 6o EEL
DRIREND, FRBLEEHRO~TFF,

TIEBFIMAla Ala Gly Ser Ser Ser Ser Val Lys(B83HF %5 :2) TCa
. B RIASFLR DT TR,

DI ES MADY AT AL REEELWT 1Y 2 Bl ROIBOMR 457/
M BRAT I/ BRI EE T2l DORTFREAMED PRV 7RIV AN
AL TOBRZF R ZRIETHo T HLA—AT 11015 TEOREREZ AL,
OCTLEHEEH T D, N7 FF AR,

ARPFFRRUROT I VBERLFIA, LT DR

Pro Nle Leu Cys Gly Ala Gln Tyr Arg(B!HIESE:3).

Thr Gly Val Lys Pro Phe Gin Cys Lys@FKS:7).

Lys Thr Cys Gln Arg Lys Phe Ser Arg(@¥IFHH:8).

Ser Cys Arg Trp Pro Ser Cys Gln Lys{BE5&ES:9).
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[14]

[18]
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R LR O T FFEa—F35RIRIVATF,

SRR ORYRIVAF R ELRBRII—,

AR HRIRORY RIL A F R EIUIFRBUOTR DO~/ — 2 E L, METRHK
73T B B DOEKARY,

AN ROF KRGO FYXIVAF R EATHRKHLOFBE DO~/ ¥ —FHLA
— AT 10T BHERRICER 5T A BT, BEBRE I TETHH0
75 . '

SRR ORI F R LO/ FTFRESTERO~TFF ZRIEICEVEFES
ENd, WIIHFRAMCTL,

A fn BAZER A 5 KA1 LR DO~ 7F R BL R/ FEF RES RO~ TFF
TREOFE T THEL, EORH ML RO WT I RMCTLARE 5L
RMET5, WTLRRIOCTLOBE L F ik,

FERH 1RO FFB LU/ GG RESREO T FF it (& L5316
FREEELTE T, WTIHFRAMCTLEHE D120 DF v,

SR 1RO TR B L/ E ERIBSRROTFF ZREEICEYER
END, WTIA T F R EidR 4 HHUR IR RHIRL,

RIARER R AN A S5 R 1 SRR O F R B LU/ F i RESRROLT
T FZREOFE T TREEL . SRR RN OWTIX 7 FFERR YD
PR RN E R E TR ETD, WTINT FRERBRTHHFI TR
OFE I,

FEREN RO F PRIV FIEFRASTKRO LT FF ik z 4F48

L ERRAELTEL, WIS F R AT AN BT AR HE T A-D0OX vk,

PRI 3R WOCTLE TG SRR 6C ik ORI Z VDT /L
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SEQUENCE LISTING

<110> International Institute of Cancer Immunology, Inc.

<120> HLA-A*1101 restricted WT1 peptide and pharmaceutical composition
comprising the same

<130> 667985

<150> JP 2006-355356

<151> 2006-12-28

<160> 13

<170> Patentin version 3.2
Q2100 1

<211> 449

<212> PRT

<213> Homo sapiens

400> 1

Me% Gly Ser Asp Vaé Arg Asp Leu Asn A%S Leu Leu Pro Ala V?é Pro

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

GIn Trp Aia Pro Val Leu Asp Phe Aia 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 Gin Glu Pro Ser Trp Gly Gly

65 10 75 80

Ala Glu Pro His Glu Glu GIn Cys Leu Ser Aia Phe Thr Val His Phe

85 90 a5
Ser Gly GIn Phe Thr Giy Thr Ala Gly Ala Cys Arg Tyr Gly Pro Phe
100 105 110

Gly Pro Pro Pro Pro Ser GIn Ala Ser Ser Gly Gin Ala Arg Met Phe

115 120 125

Pro Asn Afa Pro Tyr Leu Pro Ser Cys Leu Glu Ser Gln Pro Ala ile
130 135 140

Arg Asn GIn 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 GIn Phe Pro Asn His Ser Phe
165 170 175

Lys His Glu Asp Pro Met Gly Gln GIn Gly Ser Leu Gly Glu Gln Gin
180 185 190

Tyr Ser Val Pro Pro Pro Val Tyr Gly Cys His Thr Pro Thr Asp Ser
195 . 200 205
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Thr Gly
210

Cys

Asn Leu Tyr

225

Met Asn Leu

Ser Val Lys

Asp Asn
215

Thr His
290

Val Ala

Ser
His
Giy
305
Pro Phe

Arg

Leu Ser His

GIn Cys
355

Tyr

GIn Leu Lys

370
Cys Lys Thr
385

His Thr Arg Thr His Thr Gly
405

Arg Trp Pro Ser Cys GIn Lys

667985 Sequence Listing PCT_JP2007_074146. txt

Ser Gin

Gln Met Thr

230

Gly Ala Thr

245

Trp Thr
260

His Thr

Glu
Thr

Gly Val Phe

Pro Thr Leu

310

Met Cys Ala

325
Leu Gin Met
340
Asp Phe Lys
Arg His GIn

Cys GIn Arg
390

420

215
Ser Gln

Leu Lys
Gly GIn
Pro 1le

280

Arg Gly
295

Val Arg

Tyr Pro
His Ser

Cys
360

Asp

Arg Arg

315

Lys Phe
Lys

Lys

Glu Cys

235
Ala

Leu

Val
250

Gly

Ser Asn His

265

Leu Cys Gly

Ile Gln Asp

Ala Ser

315

Ser

Gly Cys Asn

330
Arg Lys His
345
Glu Arg Arg
His Thr Giy
Ser Arg Ser
395

Thr Ser Glu
410

Phe Ala Arg
425

220
Met

Ala
Ser
Ala
Val
300
Glu
Lys
Thr
Phe
Val
380
Asp

Lys

Ser

Arg His His Asn Met His GIn gzg Asn Met Thr Lys

435

Leu

Q2100 2
211> 9
<212> PRT
<213> Homo

<400> 2

1

210> 3

sapiens

Ala Ala Gly Ser ger Ser Ser Val Lys

Page 2

Thr Trp Asn
Gly Ser Ser
255

Thr Gly Tyr
270

Gin Tyr Arg
285

Arg Arg Val
Thr Ser Glu
Arg Tyr Phe

335

Giy Glu Lys
350

Ser Arg Ser
365

Lys Pro Phe

His Leu Lys

Pro Phe Ser
415

Asp Glu Leu
430

Afa Leu Leu Leu Arg Thr Pro Tyr Ser Ser Asp

Gin
240
Ser
Glu
fle
Pro
Lys
320
Lys
Pro
Asp
Gln
Thr
400

Cys

Val

Leu GIn Leu Ala

445




211> 8
212> PRT
<213> Homo

<400> 3

Pro lle Leu
i

210> 4
211> §
<212> PRY
<213> Homo

<400> 4
?rg Ser Ala

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

<400> 5
?er Ala Ser

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

400> 6
?er His Leu

210 7
Q11> 9
<212> PRT
<213> Homo

<400> 7
{hr Gly Val

Q21> 8
Q211> 9
<212> PRT
<213> Homo

<400> 8
Lys Thr Cys

667985 Sequence Listing PCT_JP2007_074146. txt

sapiens

Cys gly Ala GIn Tyr Arg

sapiens

Ser glu Thr Ser Glu Lys

sapiens

Glu ghr Ser Glu Lys Arg

sapiens

GlIn get His Ser Arg Lys

sapiens

Lys gro Phe Gln Cys Lys

sapiens

Gln Arg Lys Phe Ser Arg
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210>
Q112
12>
213>

<400>

667985 Sequence Listing PCT_JP2007_074146. txt

5
9
9
PRT
Homo sapiens
9

?er Cys Arg Trp gro Ser Cys Gln Lys

210>
i
212>
1P

<400>

1

210>
Q11>
212>
213>

220>
<223>

<400>

1

10>
\ARDS
Q12>
13>

<220>
223>

<400>

1

210>
2115
12>
<2135

<400>

?ly Val Lys Pro ghe Gln Cys Lys Thr

10

9

PRT

Homo sapiens

10

Asn Met His Gln érg Asn Met Thr Lys

11

9

PRT

Artificial Sequence

Modified WT1 peptide
1 '

Thr Ite Val Lys Ero Phe GIn Cys Lys

12

9

PRT

Artificial Sequence

Modified WT1 peptide
12

Thr Val Val Lys gro Phe Gln Cys Lys

13

9

PRT

Homo sapiens

13
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PEPTIDO WT1 RESTRINGIDO A HLA-A*1101 Y COMPOSICION

FARMACEUTICA QUE COMPRENDE EL MISMO

CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a un péptido WT1 restringido a
HLA-A*1101, especificamente, un péptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que consiste en 9 aminoacidos contiguos de una proteina WT1,
donde el péptido tiene la capacidad de unirse a una molécula HLA-A*1101, y
tiene la capacidad de inducir un CTL. La presente invencién también se refiere
a un dimero de péptidos que tiene la capacidad de unirse a una molécula
HLA-A*1101 y que tiene la capacidad de inducir un CTL, donde dos
monomeros peptidicos que comprenden cada uno una secuencia de
aminodacidos que consiste en 9 aminoacidos contiguos de una proteina WT1 y
que comprende por lo menos un residuo de cisteina, se unen entre si
mediante un enlace bisulfuro. Ademas, la presente invencion se refiere a un
polinucleétido que codifica el péptido, una composicién farmacéutica para el
tratamiento  y/o prevencién de un cancer que comprende el mismo, y

similares.
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ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Se identificé el gen WT1 (gen del tumor de Wilms 1) como un
gen responsable del tumor de Wilms, que es un cancer renal en niios
(Documentos no patente 1y 2). EI WT1 es un factor de transcripcidn que tiene
una estructura de dedos de zinc. En el comienzo, el gen WT1 se considerd un
gen supresor del tumor. No obstante, estudios posteriores (Documentos no
patente 3, 4, 5 y 6) demostraron que el gen WT1 mas bien actia como un
oncogén en tumores hematopoyéticos y canceres soélidos.

El gen WT1 se expresa en altos niveles en muchos tipos de
tumores malignos. Entonces, se ha examinado si el producto del gen WT1
libre de mutaciones, que es una proteina antéloga, tiene o no
inmunogenicidad en un cuerpo vivo. Los resultados revelaron que la proteina
derivada del gen WT1 que se expresa en altos niveles en las células
tumorales se fragmenta a través del procesamiento intracelular, los péptidos
resultantes forman complejos con moléculas MHC clase | y los complejos se
presentan‘ en las superficies celutares y que los CTL que reconocen tales
complejos pueden ser inducidos por la vacunacién con péptidos (Documentos
no patente 7, 8 y 9). Se demostré también que en un ratén inmunizado con un
péptido WT1 6 un ADNc de WT1, las células tumorales trasplantadas que
expresan un gen WT1 son rechazadas con una alta probabilidad (Documentos
no patente 7 y 10), mientras que los tejidos normales que expresan

fisiologicamente el gen WT1 no son dafados por los CTL inducidos

bS
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(Documento no patente 7). Se demostréo en experimentos in vitro que usan
células humanas que cuando el péptido Db126 o el péptido WH187
(aminoacidos 187-195 de la SEC 1D No: 1, SLGEQQYSV) que tienen una gran
capacidad para unirse a una molécula HLA-A'0201, que es una de las
moléculas de MHC clase |, se usa para estimular células mononucleares
sanguineas periféricas humanas que tienen HLA-A'0201, se inducen CLT
especificos de WT1, los CTL especificos tienen una actividad citotoxica
especifica para células tumorales que expresan en forma enddgena un gen de
WT1 a altos niveles y la actividad citotdxica de tales CTL esta restringida en
HLA-A2 (Documento no patente 11). Se demostroé en experimentos in vitro en
células humanas utilizando el péptido WT1 que se aparea a HLA-A'2402 (que
se halla con maxima frecuencia en individuos japoneses entre los alelos de
HLA-A) (WT1235; aminoacidos 235-243 de la SEC ID No: 1, CMTWNQMNL)
que se inducen CTL especificos de WT1 (TAK-1)(Documento no patente 12) y
los CTL inducidos no suprimen la actividad formadora de colonias de las
células madre hematopoyéticas normales que parcialmente expresan en
forma fisioldégica un gen WT1 (Documentos no patente 12 y 13). Estos
informes sugieren fuertemente que no solo en ratones sino también en seres
humanos, se pueden inducir los CTL especificos de WT1, tales CTL tienen
una actividad citotdxica contra las células tumorales que expresan un gen
WT1 a altos niveles, pero no tienen actividad citotéxica frente a las células
normales que expresan fisioldgicamente un gen WT1 (Documentos no patente

7,10, 11, 12y 13).
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El producto génico WT1 estd presente como una proteina
nuclear, y es procesado por proteasomas en el citoplasma para fragmentarse
en peptidos. Los péptidos fragmentados son transportados al lumen del
reticulo endoplasmico por moléculas TAP (transportador asociado con el
procesamiento de antigeno), forman complejos con moléculas de MHC de
clase 1 y se presentan en las superficies de las células. Los CTL especificos
de WT1 son inducidos como resultado del reconocimiento de complejos
péptido WT1-molécula MHC de clase | por células precursoras de CTL por
medio de TCR, ejerciendo de este modo un efecto citotdxico sobre las células
tumorales que presentan un producto génico de WT1 a través de moléculas
de MHC de clase | (Documentos no patente 7, 8 y 9). Entonces, se requiere
por lo menos que un péptide WT1 usado en la inmunoterapia del cancer que
se dirige a un producto génico WT1 esté en la forma que se une a una
molécula de MHC de clase | en un ser vivo. Sin embargo, las moléculas de
MHC de clase | son diversas y las secuencias de aminoacidos de los péptidos
WT1 que se unen a las respectivas moléculas MHC de clase | son diferentes
entre si. En consecuencia, se requiere proporcionar un péptido que se
combine con cada subtipo de MHC de clase |. No obstante, hasta la fecha
solo los péptidos restringidos en la molécula HLA-A 2402, 1a molécula HLA-
A’0201, la molécula HLA-A'2601 y la molécula HLA-A"3303 son conocidos
como peéptidos WT1 restringidos en moléculas HLA (Documento de Patente 1,

Documento no patente 11, Documento de Patente 2 y Documento de Patente

53
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3, respectivamente). En consecuencia, se necesita hallar un péptido WT1

restringido a HLA-A*1101.

Documentb de Patente 1:

Documento de Patente 2:

Documento de Patente 3:
2006-45287.

Documento no patente 1:
de 1990; 61(7):1257-69.

Documento no patente 2:
1990; 60(3):509-20.

Documento no patente 3:
181:151-212. Review.

Documento no patente 4:
de 1996; 87(7):2878-84.

Documento no patente 5:
1998; 91(8):2969-76.

Documento no patente 6:
1999; 23(5):499-505.

Documento no patente 7:
de 2000; 164(4):1873-80.

Documento no patente 8:

1995; 145:167-77.

WO 2003/106682.

WO 2005/095598.

Solicitud de patente japonesa No.

Daniel A. Haber et al., Cell. 29 de junio

Call KM et al., Cell. 8 de febrero de

Menke AL et al., Int Rev Cytol. 1998;

Yamagami T et al., Blood. 1 de abril

Inoue K et al.,, Blood. 15 de abril de

Tsuboi A et al, Leuk Res. mayo de

Oka Y et al., J Immunol. 15 de febrero

Melief CJ et al., Immuno! Rev. junio de

LS
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Documento no patente 9: Ritz J, J Clin Oncol. Febrero de 1994;
12(2):237-8.

Documento no patente 10:Tsuboi A et al., J Clin Immunol. Mayo
de 2000; 20(3):1.95-202.

5 Documento no patente 11:0ka Y et al., Imnmunogenetics. Febrero

de 2000; 51(2):99-107.

Documento no patente 12:0hminami H et al., Blood. 1 de enero
de 2000; 95(1):286-93.

Documento no patente 13:Gao L et al., Blood. 1 de abril de 2000;

10 95(7):2198-203.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Problemas a ser resueltos por la invencién

15 Los problemas a ser resueltos por la presente invencién son
proporcionar un péptido que sea una molécula restringida en HLA-A*1101 y
comprenda una secuencia de aminoacidos de una proteina WT1, y un
polinucledtido que codifique el mismo, ademas de una composicion

farmacéutica para el tratamiento y/o prevencion de un cancer, que comprenda

20 el mismo y similares.
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Medios para resolver los problemas

Como resultado de estudios intensivos en vista de la situacién
descrita anteriormente, el presente inventor ha hallado que entre los péptidos
que comprenden una secuencia de aminoacidos que consiste en 9
aminoacidos contiguos de una proteina WT1, los péptidos que tienen una
capacidad de unién a una molécula HLA-A*1101 pueden inducir un CTL
especifico de WT1 con una tasa alta. De este modo, la presente invencién se
ha completado.

La presente invencion proporciona:

('1) un péptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que consiste en 9 aminoacidos contiguos de una proteina WT1, donde el
peptido tiene la capacidad de unirse a una molécula HLA-A*1101 y tiene la
capacidad de inducir un CTL.

(2) el peptido de conformidad con (1), donde el aminoacido de la
posicion 9 de la secuencia de aminoacidos es Lys o Arg.

(3) el péptido de conformidad con (1), donde una secuencia de
aminoacidos se selecciona del grupo que consiste en:

Ala Ala Gly Ser Ser Ser Ser Val Lys (SEC ID No: 2),

Pro lle Leu Cys Gly Ala Gin Tyr Arg (SEC ID No: 3),

Arg Ser Ala Ser Glu Thr Ser Glu Lys (SEC ID No: 4),

Ser Ala Ser Glu Thr Ser Glu Lys Arg (SEC {1D No: 5),

Ser His Leu GIn Met His Ser Arg Lys (SEC ID No: 6),

Thr Gly Val Lys Pro Phe GIn Cys Lys (SEC ID No: 7),




Lys Thr Cys GIn Arg Lys Phe Ser Arg (SEC ID No: 8),

Ser Cys Arg Trp Pro Ser Cys GIn Lys (SEC ID No: 9) y

Asn Met His GIn Arg Asn Met Thr Lys (SEC ID No: 10);

(4) el péptido de conformidad con (3), donde la secuencia de

5 aminoacidos es Ala Ala Gly Ser Ser Ser Ser Val Lys (SEC ID No: 2);

(5) un dimero de péptidos que tiene la capacidad de unirse a una
molécula HLA-A*1101 y que tiene la capacidad de inducir un CTL, donde dos
peptidos mondmeros que comprenden cada uno una secuencia de
aminoacidos que consiste en 9 aminoacidos contiguos de una proteina WT1 y

10 que comprenden por lo menos un residuo de cisteina, se unen entre si
mediante un enlace bisulfuro,

(6) el dimero de péptidos de conformidad con (5), donde la
secuencia de aminoacidos del péptido monomero se selecciona del grupo que
consiste en:

15 Pro lle Leu Cys Gly Ala GIn Tyr Arg (SEC ID No: 3),

Thr Gly Val Lys Pro Phe GIn Cys Lys (SEC ID No: 7),

Lys Thr Cys GIn Arg Lys Phe Ser Arg (SEC ID No: 8) y

Ser Cys Arg Trp Pro Ser Cys Gln Lys (SEC ID No: 9);

(7) una composicion farmacéutica para el tratamiento o

20  prevencidon de un cancer, que comprende el péptid'o de conformidad con (1)
y/o el dimero de péptidos de conformidad con (5);
(8) un método para el tratamiento o prevencién de un cancer,

que comprende la administracion de una cantidad efectiva del péptido de
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conformidad con (1) y/o el dimero de péptidos de conformidad con (5) a un
sujeto positivo para HLA-A*1101;

(9) un polinucledtido que codifica el péptido de conformidad con
(1);

(10) un vector de expresién que comprende el polinucleétido de
conformidad con (9);

(11) una composicion farmacéutica para el tratamiento o
prevencién de un cancer, que comprende el polinucleétido de conformidad
con (9) o el vector de conformidad con (10);

(12) un método para el tratamiento o prevenciéon de un cancer,
que comprende la administracion de una cantidad efectiva del polinucleétido
de conformidad con (9) o el vector de conformidad (10) a un sujeto positivo
para HLA-A*1101,

(13) un CTL especifico de WT1, que es inducido por el péptido
de conformidad con (1) y/o el dimero de péptidos de conformidad con (5);

(14) un metodo para la induccion de un CTL especifico de WT1,
que comprende cultivar una célula mononuclear sanguinea periférica en
presencia del péptido de conformidad con (1) y/o del dimero de péptidos de
conformidad con (5) para inducir el CTL especifico de WT1 de la célula
mononuclear sanguinea periférica;

(15) un equipo para la induccion -de un CTL especifico de WT1,
que comprende el péptido de conformidad con (1) o el dimero de péptidos de

conformidad con (5) como componente esencial;
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10

(16) una célula presentadora de antigenos que presenta un
péptido WT1, que es inducida por el péptido de conformidad con (1) y/o el
dimero de péptidos de conformidad con (5});

(17) un meétodo para la induccion de una célula presenta‘dora de
antigenos que presenta un péptido WT1, que comprende cultivar una célula
presentadora de antigenos inmadura en presencia del péptido de conformidad
con (1) y/o el dimero de péptidos de conformidad con (5) para inducir a la
célula presentadora de antigenos que presenta un péptido WT1 de la célula
presentadora de antigenos inmadura;

(18) un equipo para la induccién de una célula presentadora de
antigenos que presenta un péptido WT1, que comprende el péptido de
conformidad con (1) y/o el dimero de péptidos de conformidad con (5) como
componente esencial; y

(19) un meétodo para el diagnostico de un cancer, que comprende
usar el CTL de conformidad con (13) o la célula presentadora de antigenos de

conformidad con (16).

Efectos de la invencion

La presente invencién proporciona un péptido que es restringido
a HLA-A*1101 y comprende una secuencia de aminoacidos que consiste en 9
aminoacidos contiguos provenientes de una proteina WT1, y un polinucleétido
que codifica la misma, ademas de una con;lposicién farmacéutica para el

tratamiento y/o prevencion de un cancer, que comprende el mismo, y
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similares. En consecuencia, es posible inducir in vivo e in vitro CTL
especificos de WT1 en sujetos que tienen HLA-A*1101. Dado que la tasa de
HLA-A*1101 positivos en la poblacidn Japonesa es alta (aproximadamente

17.9%), se pueden inducir CTL especificos para WT1 en una amplia gama de

sujetos.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Fig. 1 representa la actividad citotoxica del CTL inducido con
WT 1251,

La Fig. 2 representa la actividad citotoxica del CTL inducido con
WT 127,

La Fig. 3 representa la actividad citotéxica del CTL inducido con
WT 1312,

La Fig. 4 representa la actividad citotéxica del CTL inducido con

WT 1343,

La Fig. 5 representa la actividad citotéxica del CTL inducido con
WT 1338

La Fig. 6 representa la actividad citotoxica del CTL inducido con
WT 1378,

La Fig. 7 representa la actividad citotéxica del CTL inducido con

WT13g6.
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La Fig. 8 representa la actividad citotdxica del CTL inducido con
WT1as.

La Fig. 9 representa la actividad citotoxica del CTL inducido con
WT 1436,

Las Figs. 10A-10C representan la actividad citotoxica del CTL
inducido con el péptido WT1375 (10A, 10B y 10C representan las actividades
citotdxicas observadas usando las PBMC de los dadores sanos HLA-A*1101-
positivos 1, 2 y 3, respectivamente).

Las Figs. 11A-11B representan la actividad citotéxica del CTL
inducido con el dimero de péptidos WT1375 (11A y 11B representan las
actividades citotoxicas observadas usando las PBMC de los dadores sanos
HLA-A*1101-positivos 1 y 2, respectivamente).

Las Figs. 12A-12C representan la actividad citotoxica del CTL
inducido con el péptido WT1;37;3 modificado (G — ) (12A, 12B y 12C
representan las actividades citotoxicas observadas usando las PBMC de los
dadores sanos HLA-A*1 101-positives 1, 2 y 3, respectivamente).

Las Figs. 13A-13C representan la actividad citotéxica del CTL
inducido con el péptido WT1373 modificado (G — V) (13A, 13B y 13C
representan las actividades citotéxicas observadas usando las PBMC de los
dadores sanos HLA-A*1101-positivos 1, 2 y 3, respectivamente).

Las Figs. 14A-14C representan la actividad citotéxica del CTL

inducido con el péptido WT 1379 (14A, 14B y 14C representan las actividades
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citotoxicas observadas usando las PBMC de los dadores sanos HLA-A*1101-

positivos 1, 2 y 3, respectivamente).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Maodo 6ptimo de llevar a cabo la invencién

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un péptido que
comprende una secuencia de aminoacidos que consiste en 9 aminoacidos
contiguos de una proteina WT1, donde el péptido tiene la capacidad de unirse
a una molécula HLA-A*1101 y tiene la capacidad de inducir un CTL (en la
presente memoria denominado "péptido WT1"}). La secuencia de aminoacidos
de la proteina WT1 humana se muestra en la SEC ID No: 1. El péptido de la
presente invencion comprende una secuencia de aminoacidos que consiste
en 9 aminoacidos éontiguos de la secuencia de aminoacidos que se muestra
en la SEC ID No: 1. Cuando el péptido de la presente invenciébn comprende
una secuencia de aminoacidos que comprende cisteina(s) tal como la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID No: 3, 7, 8 0 9 que se describe a
centinuacion, se puede aumentar la estabilidad por sustitucidn de la(s)
cisteina(s) en la secuencia de aminoacidos con otra sustancia tal como otro
aminoacido, por ejemplo serina, alanina y acido a-aminobutirico) o por
modificacion del grupo SH de la(s) cisteina(s) con un grupo protector conocido
en el técnica (por ejemplo, grupo carboximetilo o grupo piridiletilo). El péptido

de la presente invencion es un péptido antigénico del cancer que puede
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inducir un CTL como resultado de la presentacion, por una célula
presentadora de antigeno, de un péptido generado por el procesamiento del
péptido de la presente invencion en una célula.

Como se describié anteriormente, es un objeto de la presente
invencidén obtener un péptido restringido a HLA-A*1101. De este modo, el
péptido de la presente invencion tiene una capacidad de unirse a una
molécula HLA-A*1101. Se puede determinar la capacidad de unién por un
método conocido en la técnica. Los ejemplos de tales métodos incluyen un
método basado en computadora tal como Rankpep, BIMAS o SYFPEITHI y un
ensayo de unién competitiva con un péptido conocido que tiene capacidad de
unirse a una molécula HLA-A*1101. Por ejemplo, la capacidad determinada
para unirse se puede comparar con la de un péptido restringido a HLA-A*1101
conocido para juzgar si el péptido de la presente invencion tiene o no
capacidad para unirse. Los ejemplos de péptidos que tienen capacidad para
unirse de conformidad con la presente invencion incluyen un péptido cuya
puntuacion de afinidad a una molécula HLA-A*1101 determinada por el
método descrito en el ejemplo 1 es 4 o mayor, con preferencia 5 o mayor, con
mas preferencia 6 o mayar.

El péptido de la presente invencién ademas tiene una capacidad
de inducir un CTL. El gen WT1 se expresa en su forma nativa en altos niveles,
por ejemplo en tumores hematopoyéticos tales como leucemia, sindrome
mielodisplasico, mieloma multiple o linfoma maligno y canceres solidos tales

como cancer gastrico, cancer de colon, cancer de pulmon, cancer de mama,

1+
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cancer de células germinales, cancer hepatico, cancer de piel, cancer de
vejiga, cancer de prostata, cancer uterino, cancer cervical o cancer de ovario.
En consecuencia, el péptido de la presente invencién puede inducir un CTL
con elevado indice en un sujeto que sufre de tal enfermedad. La capacidad de
inducir un CTL se refiere a la capacidad de inducir un CTL in vivo o in vitro.
Tal capacidad se puede determinar mediante un método general tal como un
método en el que se determina la actividad citotéxica de un CTL mediante un
ensayo de liberacién de Cr.

El péptido de la presente invencion puede tener Lys o Arg en la
posicidn 9 de la secuencia de aminodcidos. Se considera que al tener tal
aminoacido, la capacidad del péptido de unirse a una molécula HLA-A*1101
es mayor.

La secuencia de aminoacidos que consiste en 9 aminoacidos

comprendidos en el péptido de la presente invencidén es con preferencia, Ala

‘Ala Gly Ser Ser Ser Ser Val Lys (SEC ID No: 2), Pro lle Leu Cys Gly Ala GIn

Tyr Arg (SEC ID No: 3), Arg Ser Ala Ser Glu Thr Ser Glu Lys (SEC ID No: 4),
Ser Ala Ser Glu Thr Ser Glu Lys Arg (SEC ID No: 5), Ser His Leu GIn Met His
Ser Arg Lys (SEC ID No: 6), Thr Gly Val Lys Pro Phe GIn Cys Lys (SEC ID No:
7), Lys Thr Cys Gin Arg Lys Phe Ser Arg (SEC ID No: 8), Ser Cys Arg Trp Pro
Ser Cys Gin Lys (SEC ID No: 9) o Asn Met His GIn Arg Asn Met Thr Lys (SEC
ID No: 10). Con maxima preferencia, es Thr Gly Val Lys Pro Phe GIn Cys Lys
(SEC ID No: 7). Ademas, puede tener una sustitucién de uno a varios, con

preferencia uno a cinco aminoacidos con otros aminodcidos en los nueve
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aminoacidos de cualquiera de las SEC ID Nos: 2-10. Cualquiera de los 9
aminoacidos u otros aminoacidos sustituidos pueden estar modificados en
forma apropiada. En cualquier caso, el péptido de la presente invencién
retiene la capacidad para unirse a una molécula HLA-A*1101.

Como se describid anteriormente, el péptido de la presente
invencién puede ser cualquiera, siempre que comprenda una secuencia de
aminodacidos que derive de una proteina WT1 y consista en 9 aminoacidos
contiguos. De este modo, el péptido de la presente invencidn puede ser, por
ejemplo, un péptido que consiste sélo en una secuencia de aminoacidos que
se muestra en cualquiera de las SEC |D Nos: 2-10, o una proteina WT1 o una
parte de esta que comprende la secuencia de aminoacidos que se muestra en
cualquiera de las SEC ID Nos: 2-10. La cantidad de aminoacidos
comprendidos en el péptido de la presente invencion no esta limitada
especificamente y el nimero es, por ejemplo, 9-500, 9-300, 9-200, 9-100, 9-
50, 9-30 y 9-12 aminoacidos. Diversas sustancias se pueden unir al extremo
N-terminal y/o extremo C-terminal de la secuencia de aminoacidos que
consiste en 9 aminoacidos contiguos en el peptido de la presente invencion.
Por ejemplo, se puede unir un aminoacido, un péptido o un analogo de estos.
Si tal sustancia esta unida al péptido de la presente invencién, la sustancia
puede ser procesada, por ejemplo, por una enzima en un cuerpo vivo o a
través de un proceso tal como procesamiento intracelular, y finalmente la
secuencia de aminoacidos que consiste en 9 aminoacidos contiguos se puede

producir y presentar como complejo con una molécula HLA-A*1101 en la
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superficie de una célula, produciendo de este modo el efecto de inducir un
CTL. La sustancia puede ser una sustancia que modula la solubilidad de!
péptido de la presente invencién o aumenta su estabilidad (resistencia a
proteasas, etc.). Alternativamente, puede ser una sustancia que libera el
péptido de la presente invencion especificamente, por ejemplo, a un tejido u
6rganc dado o puede ejercer una accién para aumentar la eficiencia de
captacién por una célula presentadora de antigeno o similar. La sustancia
puede ser una sustancia que aumenta la capacidad para inducir un CTL, tal
como un péptido ayudante o similar.

El péptido de la presente invenciéon se puede sintetizar por
métodos generalmente usados en la técnica o sus modificaciones. Tales
meétodos se describen, por ejemplo, en Peptide Synthesis, Interscience, New
York, 1966; The Proteins, Vol 2, Academic Press Inc.,, New York, 1976;
Peptide-Gosei, Maruzen Co., Ltd.,, 1975; Peptide-Gosei No Kiso To Jikken,
Maruzen Co., Ltd., 1985; e lyakuhin No Kaihatsu (Zoku), Vol. 14, Peptide-
Gosei, Hirokawa - Book store, 1991.

El péptido de la presente invencion también se puede preparar
mediante técnicas de manipulacion genética basadas en la informacion acerca
de la secuencia de nuclettidos que codifica el péptido de la presente
invencidn. Tales técnicas de manipulacion genética son bien conocidas por los
expertos en la técnica.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un

dimero de péptidos que tiene la capacidad de unirse a una molécula HLA-
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A*1101 y que tiene la capacidad de inducir un CTL, en el que dos péptidos
mondémeros que comprenden cada uno una secuencia de aminoacidos que
consiste en 9 aminoacidos contiguos de una proteina WT1 y que comprenden
por lo menos un residuo de cisteina, se unen entre si mediante un enlace
bisulfuro (de aqui en adelante denominado "dimero de péptidos WT1"). La
estabilidad del dimero de péptidos de la presente invencion esta aumentada
en comparacién con la del péptido monémereo por formacién de un dimero. El
dimero de péptidos de la presente invencion es un dimero de péptidos
antigenico de tumor que puede inducir un CTL como resultado de la
presentacién, por una célula presentadora de antigeno, de un péptido
generado por un procesamiento de peptido de la presente invencién en una
célula.

El dimero de péptidos de la presente invencion esta formado por
la unién de dos péptidos monémeros a través de un enlace bisulfuro entre los
residuos de cisteina presentes en los mondmeros. De este modo, cada uno de
los péptidos mondmeros comprendido en el dimero de péptidos WT1 de la
presente invencion es el péptido WT1 descrito anteriormente y comprende por
lo menos un residuc de cisteina. El dimero de péptidos WT1 de la presente
invencién puede ser un homodimero o un heterodimero.

En el dimero de péptidos WT1 de la presente invencion, la
secuencia de aminoacidos comprendida por el péptido monémero es con
preferencia Pro lle Leu Cys Gly Ala GIn Tyr Arg (SEC 1D No: 3), Thr Gly Val

Lys Pro Phe GIn Cys Lys (SEC ID No: 7), Lys Thr Cys G!In Arg Lys Phe Ser
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Arg (SEC ID No: 8) o Ser Cys Arg Trp Pro Ser Cys GIn Lys (SEC ID No: 9).
Con maxima preferencia, es Thr Gly Val Lys Pro Phe GIn Cys Lys (SEC ID
No: 7).

El dimero de péptidos WT1 de la presente invencion se puede
preparar mediante un método conocido en la técnica. Por ejemplo, si los
péptidos monomeros comprenden un par de residuos de cisteina, se puede
preparar el dimero de péptidos WT1 de la presente invenciéon, por ejemplo,
por eliminacion de todos los grupos protectores que incluyen algunos de las
cadenas laterales de cisteina y luego se somete la solucién del mondédmero
resultante a oxidacidn con aire en condiciones alcalinas, o agregado de un
oxidante en condiciones alcalinas ¢ acidas para formar un enlace bisulfuro.
Los ejemplos de oxidantes incluyen yodo, dimetilsulféxido (DMSQ) y
ferricianuro de potasio.

Cuando cada uno de los péptidos monémeros comprende dos o
mas residuos de cisteina, el dimero de péptidos WT1 de la presente invencioén
también se puede preparar por el método descritc anteriormente. En este
caso, los isdbmeros se obtienen debido a diferentes tipos de enlaces bisulfuro.
Alternativamente, el dimero de péptidos WT1 de |la presente invencion se
puede preparar por seleccidon de una combinaciéon de grupos protectores para
cadenas laterales de cisteina. Los ejemplos de combinaciones de grupos
protectores incluyen las combinacicnes del grupo MeBzl (metilbencilo) y Acm
(acetamidometilo), grupo Trt (tritilo) y grupo Acm, Npys (3-nitro-2-piridiltio) y

grupo Acm y grupo S-Bu-t {S-ter-butilo) y grupo Acm. Por ejemplo, en el caso

7
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de la combinacion del grupo MeBzl y grupo Acm, el dimero de péptidos WT1
se puede preparar por eliminacién de grupos protectores diferentes del grupo
MeBzl y el grupo protector de la cadena lateral de cisteina, luego se somete la
solucion del mondmero resultante a oxidacion con aire para formar un enlace
bisulfurc entre los residuos de cisteina protegida y luego se desprotege y
oxida con yodo para formar un enlace bisulfuro entre los residuos de cisteina
previamente protegidos por Acm.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una
composicion farmacéutica para el tratamiento o prevenciéon de un cancer que
comprende el péptido WT1 restringido a HLA-A*1101 y/o el dimero de
péptidos WT1. El gen WT1 se expresa en altos niveles en diversos canceres y
tumores que incluyen tumores hematopoyéticos tales como leucemia,
sindrome mielodisplasico, mieloma multiple o linfoma maligno y canceres
solidos tales como cancer gastrico, cancer de colon, cancer de pulmén,
cancer de mama, cancer de células germinales, cancer hepatico, cancer de
piel, cancer de vejiga, cancer de proéstata, cancer uterino, cancer cervical o
cancer de ovario. En consecuencia, la composicion farmacéutica de la
presente invencidon se puede usar para el tratamiento o prevencion de un
cancer. Cuando !a composicidon farmacéutica de la presente invencién se
administra a un sujeto HLA-A*1101-positivo, los CTL especificos de WT1 son
inducidos por el péptido WT1 restringido a HLA-A*1101 o el dimero de
péptidos WT1 comprendido en la composiciéon farmacéutica y las células

cancerosas del sujeto son dafiadas por tales CTL.

%>



10

15

20

21

La composicion farmacéutica de la presente invencidon puede
comprender ademas del péptido WT1 restringido a HLA-A*1101 y/o el dimero
de péptidos WT1 como componente activo, por ejemplo, un vehiculo, un
excipiente o similares. El péptido WT1 restringido a HLA-A*1101 o.el dimero
de péptidos WT1 comprendido en la composicién farmacéutica de la presente
invencién induce un CTL especifico de WT1. De este modo, la composicién
farmacéutica de la presente invencién puede comprender un adyuvante
apropiado o se puede administrar conjunto con un adyuvante apropiado para
aumentar la eficiencia de induccion. Los ejemplos de adyuvantes preferidos
incluyen, pero sin limitacidon, adyuvante completo o incompleto de Freund e
hidréxido de aluminio.

El método de administracién de la compaosicién farmacéutica de
la presente invencion se puede seleccionar apropiadamente dependiendo de
condiciones tales como el tipo de enfermedad, la condicion del sujeto o el sitio
objetivo. Los ejemplos de tales métodos incluyen, pero sin limitacion,
administracién intradérmica, administracion subcutanea, administracion
intramuscular, administracion  intravenosa, administracién nasal vy
administracién oral. La cantidad del péptido o el dimero de péptidos
comprendidos en la composicion farmacéutica de la presente invencion,
ademas de la forma de dosificacién, el nimero de veces de la administracion
y similares de la composicion farmacéutica de la presente invencion se
pueden seleccionar apropiadamente de conformidad con condiciones tales

como el tipo de enfermedad, el estado del sujeto o el sitio objetivo. La dosis
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unica del péptido es usualmente 0.0001 mg-1000 mg, con preferencia 0.001
mg-1000 mg.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método
para el tratamiento o prevencién de un cancer, que comprende administrar
una cantidad efectiva del péptido WTI 1 y/o el dimero de péptidos WT1 a un
sujeto HLA-A*1101-positivo. El cancer tratado o prevenido puede ser
cualquiera, y sus ejemplos incluyen tumores hematopoyeticos tales como
leucemia, sindrome mielodisplasico, mieloma multiple o linfoma maligno y
canceres solidos tales como cancer gastrico, cancer de colon, cancer de
pulmén, cancer de mama, cancer de células germinales, cancer hepatico,
cancer de piel, cancer de vejiga, cancer de prostata, cancer uterino, cancer
cervical o cancer de ovario.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un
meétodo para la determinacion de la presencia o cantidad de un CTL especifico
de WT1 en un sujeto HLA-A*1101-positivo, que comprende:

(a) hacer reaccionar un compiejo de un péptido WT1 y una
molecula HLA-A*1101 con una muestra del sujeto; y

(b) determinar la presencia o cantidad de un CTL que reconoce
el complejo contenido en 1a muestra. La muestra de un sujeto puede ser
cualquiera siempre que haya una posibilidad que esta contenga un linfocito.
Los ejemplos de las muestras incluyen un fluido corporal tal como sangre o
linfa y un tejido. El complejo de un péptido WT1 y una molécula HLA-A*1101

se puede preparar, por ejemplo, como un tetramero o pentamero mediante un

¥
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método conocido por un experto en el técnica tal como un método de biotina-
estreptavidina. La presencia o proporcion del CTL que reconoce tal complejo
se puede medir por un método conocido por los expertos en la técnica. En
este aspecto de la presente invencién, el complejo puede estar marcado. Se
puede usar un marcador conocido tal como un marcador fluorescente o un
marcador radiactivo. La marcacién permite la determinacion facil y rapida de la
presencia o cantidad de un CTL. |

De este modo, la presente invencion también proporciona una
composicion para la determinacién de la presencia o cantidad de un CTL
especifico de WT1 en un sujeto HLA-A*1101-positivo que comprende un
péptido WT1 restringido a HLA-A*1101.

Ademas, la presente invencién proporciona un equipo para la
determinacion de la presencia o cantidad de un CTL especifico de WT1 en un
sujeto HLA-A*1101-positivo, que comprende un péptido WT1 restringido a
HLA-A*1101.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un
meétodo para la produccion de un CTL especifico de WT1 mediante un
complejo de un péptido WT1 y una molécula HLA-A*1101, que comprende:

(a) hacer reaccionar el complejo con una muestra y

(b) obtener un CTL que reconoce el complejo contenido en la
muestra. El complejo de un péptido WT1 y una molécula HLA-A*1101 se
describié anteriormente. La muestra puede ser cualquiera siempre que haya

una posibilidad de que contenga un linfocito. Los ejemplos de muestras
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incluyen una muestra del sujeto tal como sangre y un cultivo celular. EI CTL
que reconoce el complejo se puede obtener mediante un método conocido por
los expertos en el técnica tal como FACS o MACS. La presente invencion
permite cultivar el CTL especifico de WT1 obtenido y usar este para el
tratamiento o prevencion de diversos canceres.

De este modo, la presente invencidn también se refiere a un CTL
especifico de WT1 que se puede obtener por un método para la produccién de
un CTL especifico de WT1 usando un complejo de un péptido de WT1 y una
molécula HLA-A*1101.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un
polinucledtido que codifica el péptido WT1 restringido a HLA-A*1101. El
polinucleétido de la presente invencion puede ser ADN o ARN. La secuencia
de bases del polinucledtido de la presente invencion se puede determinar
sobre la base de la secuencia de aminoacidos del péptido WT1 restringido a
HLA-A*1101. El polinucleétido se puede preparar por un método conocido
para la sintesis de ADN o ARN (por ejemplo, método de sintesis quimica),
método de PCR o similares.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un vector de
expresion que comprende el polinucleétido. El tipo de vector de expresién, la
secuencia comprendida diferente del polinucleétido y similares se puede
seleccionar en forma apropiada de conformidad con el tipo de un huésped en
el que se introduce el vector de expresion de la presente invencion, el

propdsito de uso o similares. Es posible tratar o prevenir tumores
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hematopoyéticos o canceres sélidos por administracién del vector de
expresion de la presente invencidon a un sujeto HLA-A*1101-positivo para
producir un péptido WT1 restringido a HLA-A*1101 en un ser vivo e inducir un
CTL especifico de WT1 y danar células tumorales hematopoyéticas o células
de cancer sdlido en el sujeto.

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a una
composicion farmacéutica para el tratamiento o prevencién de un cancer, que
comprende el polinucleétido o el vector de expresion. La composicion, método
de administracion y similares de la composicion farmacéutica de la presente
invencion en este aspecto se describieron anteriormente.

En otro aspecto, la presente invencidén se refiere a un método
para el tratamiento o prevencién de un cancer, que comprende administrar
una cantidad efectiva del polinucleétido o el vector de expresidn a un sujeto
HLA-A*1101-positivo. Los ejemplos de canceres a tratar o prevenir incluyen
tumores hematopoyeticos tales como leucemia, sindrome -mielodisplasico,
mieloma multiple o linfoma maligno y canceres sélidos tales como cancer
gastrico, cancer de colon, cancer de pulmén, cancer de mama, cancer de
células germinales, cancer hepatico, cancer de piel, cadncer de vejiga, cancer
de prostata, cancer uterino, cancer cervical o cancer de ovario.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una célula
que comprende el vector de expresion. La célula de la presente invencion se
puede preparar, por ejemplo, por transformacién de una célula huésped tal

como E. coli, levadura, célula de insecto o célula de animal con e! vector de
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expresion. El meétodo para la introduccion del vector de expresién en una
célula huésped se puede seleccionar apropiadamente de diversos métodos. El
péptido de la presente invencion se puede preparar por cultivo de la célula
transformada y recuperacion y purificacion del péptido WT1 producido.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un
CTL especifico de WT1, que es inducido por el péptido WT1 restringido a
HLA-A*1101 y/o el dimero de péptidas WT1. El CTL de la presente invencién
reconoce un complejo de un péptido WT1 y una molécula HLA-A*1101. De
este modo, el CTL de la presente invencidon se puede usar para danar
especificamente una célula tumoral positiva para HLA-A*1101 y que expresa
WT1 a alto nivel.

En otro aspecto, la presente invencién s‘e refiere a un método
para el tratamiento o prevencién de un cancer, que comprende administrar un
CTL especifico de WT1 a un sujeto HLA-A*1101-positivo. EI método de
administracion del CTL especifico de WT1 se puede seleccionar en forma
apropiada de conformidad con condiciones tales como el tipo de enfermedad,
el estado del sujeto o el sitio objetivo. Los ejemplos de tales métodos incluyen,
pero sin limitacion, administracion intravenosa, administracion intradérmica,
administracion subcutanea, administracion intramuscular, administracion nasal
y administracién oral.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un método
para la induccién de un CTL especifico de WT1, que comprende cultivar una

célula mononuclear sanguinea periférica en presencia del péptido WT1
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restringido a HLA-A*1101 y/o el dimero de péptidos WT1 para inducir el CTL
especifico de WT1 de la célula mononuclear sanguinea periférica. El sujeto
del que deriva la célula mononuclear sanguinea periférica puede ser
cuaiquiera siempre que sea positivo para HLA-A*1101. Por cultivo de las
células mononucleares sanguineas periféricas en presencia del péptido WT1
restringido a HLA-A*1101 y/o el dimero de péptidos WT1, se inducen CTL
especificos de WT1 a partir de células precursoras de CTL contenidas en las
células mononucleares sanguineas periféricas. Es posible tratar o prevenir
tumores hematopoyéticos o canceres soélidos en un sujeto HLA-A*1101-
positive por administracion del CTL especifico de WT1 obtenido de
conformidad con la presente invencidn al sujeto.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un equipo
para la induccién de un CTL especifico de WT1, que comprende un péptido
WT1 restringido a HLA-A*1101 y/o el dimero de péptidos WT1 como
componente esencial. Con preferencia, el equipo se usa en el método para la
induccién de un CTL especifico de WT1. El equipo de la presente invencion
puede comprender ademas del péptido WT1 restringido a HLA-A*1101 y/o el
dimero de péptidos WT1, por ejemplo, un medio de obtencién de una célula
mononuclear sanguinea periférica, un adyuvante;, un recipiente de reaccién o
similares. En general, se adjunta un manual de instrucciones en el equipo. Por
medio del equipo de la presente invencién, se pueden inducir en forma

eficiente CTL especificos de WT1.
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En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a una
célula presentadora de antigeno (tal como una célula dendritica) que presenta
un péptido WT1 a través de una molécula HLA-A*1101, que es inducida por el
péptido WT1 restringido a HLA-A*1101 y/o el dimero de péptidos WT1.
Utilizando la célula presentadora de antigeno de la presente invencion, se
inducen en forma eficiente CTL especificos de WT1.

En ofro aspecto, la presente invencion se refiere a un método
para e! tratamiento o prevencién de un cancer, que comprende administrar la
célula presentadora de antigeno que presenta un péptido WT1 a travéé de
una moléecula HLA-A*1101 a un sujeto HLA-A*1101-positivo. El método de
administracion de la célula presentadora de antigeno se puede seleccionar en
forma apropiada de conformidad con condiciones tales como el tipo de
enfermedad, el estado del sujeto o el sitio objetivo. Los ejemplos de tales
métodos incluyen, pero sin limitacidon, administracién intravenosa,
adminisiracion intradérmica, administracion subcutanea, administracién
intramuscular, administracién nasal y administracion oral.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un método
para la induccion de una célula presentadora de antigeno de un péptido WT1
a través de una molécula HLA-A*1101, que comprende cultivar una célula
presentadora de antigeno inmadura en presencia de un péptido WT1
restringido a HLA-A*1101 y/o el dimero de péptidos WT1 para inducir la célula
presentadora de antigeno que presenta un péptido WT1 a través de una

molécula HLA-A*1101 a partir de la célula presentadora de antigeno
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inmadura. La célula presentadora de antigeno inmadura se refiere a una
célula tal como una ¢élula dendritica inmadura que puede madurar a una
celula presentadora de antigeno. Un sujeto del cual deriva la célula
presentadora de antigeno inmadura puede ser cualquiera que sea positivo
para HLA-A*1101. Debido a que las células presentadoras de antigeno
inmaduras estan contenidas, por ejemplo, en células mononucleares
sanguineas periféricas, tales células se pueden cultivar en presencia del
péptido WT1 y/o el dimero de péptidos WT1.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un equipo
para la induccidn de una célula presentadora de antigeno que presenta un
péptido WT1 a través de una molécula HLA-A*1101, que comprende el
péptido WT1 restringido a HLA-A*1101 y/o el dimero de péptidos WT1 como
compoenente esencial. Con preferencia, se usa el equipo en el método para la
induccion de una célula presentadora de antigeno. Otros componentes que
pueden estar comprendidos en el equipo de la presente invencién y similares
se describieron anteriormente. El equipo de la presente invencién se puede
usar para inducir en forma eficiente una célula presentadora de antigeno que
preéenta un péptido WT1 a través de una molécula HLA-A*1101.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un anticuerpo
contra un péptido WT1 restringido a HLA-A*1101 o un polinucleétido que
codifica el péptido. El anticuerpo de la presente invencién puede ser un

anticuerpo policlonal o un anticuerpo monoclonal.
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En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a un
metodo para el diagnéstico de un cancer, que comprende utilizar el CTL
especifico de WT1, la célula presentadora de antigeno que presenta un
péptido WT1 a traves de una molécuta HLA-A*1101 o el anticuerpo contra el
péptido WT1 restringido a HLA-A*1101 o un polinucleétido que codifica el
péptido. Con preferencia, se usa el CTL especifico de WT1 en el método para
el diagnédstico de la presente invencién. Por ejemplo, es posible diagnosticar
un cancer por incubacion del CTL, la célula presentadora de antigeno o el
anticuerpo con una muestra de un sujeto HLA-A*1101-positivo, o administrarlo
a un sujeto HLA-A*1101-positivo y determinar, por ejemplo, la posicién, sitio o
cantidad de este. El CTL, la célula presentadora de antigeno o el anticuerpo
pueden ser marcados. Por union de un marcador, se puede practicar en forma

eficiente el método para el diagnéstico de la presente invencion.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos ilustran la presente invenciéon con mas

detalle, pero no deben considerarse limitantes del alcance de la misma.

Y9
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EJEMPLO 1

Seleccidn del péptido WT1

RANKPEP (http://bio.dfci.harvard.edu/Toocls/rankpep.html) se usé
para seleccionar WT 1251, WT 1279, WT 1312, WT 1313, WT 1335, WT 1378, WT 135,
WT 1415 Yy WT 1436, que tienen una gran capacidad para unirse a2 una molécula
HLA-A*1101 derivada de péptidos de una proteina WT1 (SEC ID No: 1). Las
secuencias de aminoacidos, nﬁmeros de aminoacidos en la SEC ID No: 1y
puntuacién de afinidad a una molécula HLA-A*1101 de estos péptidos se

muestran en el Cuadro 1.

CUADRO 1
Péptido Numeros Secuencia Puntuacion
de aminoacidos de aminodcidos | de afinidad
WT 125, 251-259 AAGSSSSVK 15.18
(SEC ID No: 2)
WT 1,79 279-287 PILCGAQYR 11.47
(SEC ID No: 3)
WT1342 312-320 RSASETSEK 14.96
(SEC ID No: 4)
WT1345 313-321 SASETSEKR 6.87
(SEC ID No: 5)
WT 1338 338-346 SHLOMHSRK 13.72
(SEC ID No: 6)
WT 138 378-386 TGVKPFQCK 11.33
(SECID No: 7)
W13 386-394 KTCQRKFSR 13.82
(SEC ID No: 8)
WT 1445 415423 SCRWPSCQK 10.29
(SEC ID No: 9)
WT 1,36 436-444 NMHQRNMTK 14.19
(SEC ID No: 10)

44
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Preparaciéon de células B-LCL

Se separaron células mononucleares sanguineas periféricas
(PBMC) por el método de centrifugacion por gradiente de densidad de Ficoll-
Hypaque a partir de sangre periférica que habia sido recolectada de un
donador sano HLA-A*1101-positivo. Las PBMC luego se sembraron en una
placa de cultivo de 24 pocillos a una densidad de aproximadamente 1 x 107 en
medio RPMI 1640 que contenia 10% de FCS, y a un sobrenadante de cultivo
de células B95-8 (células que producen virus EB). Se cultivaron a 37°C con
5% de CO, durante aproximadamente 1 mes. Se obtuvieron células B-LCL
transformadas con virus EB, que con células tumorales de células B. Se
confirmé que las células B-LCL resultantes no expresaban el gen WT1. Las
células B-LCL se pulsaron incubandolas con 20 pg/ml de WT1251, WT 127,
WT 1312, WT 1313, WT 1335, WT 1375, WT 1385, WT 1415 0 WT 1435 durante 2 horas y
se irradiaron con 80 Gy de radiacidn. Se usaron las células B-LCL resultantes
(de aqui en adelante denominadas células B-LCL pulsadas con un péptido
WT1) como células presentadoras de antigeno para los siguientes

experimentos.

Induccién de CTL especifico de WT1

Se cultivaron 3 x 10° PBMC autélogas en una placa de cultivo
celular de 24 pocillos en medio completo (45% de RPMI, 45% de medio AMI-V
y 10% de suero AB humano) que contenia 20 pg/ml de WT1,5;, WT 157,

WT1312, WT1313, VVT1333, WT1373, VVT1335, VVT1415 0 WT1435 a 37°C con 5% de
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CO; durante 1 semana para obtener células respondedoras. Se co-cultivaron
2 x 10° de las células respondedoras resultantes con 1 x 10° de las células B-
LCL pulsadas con el mismo péptido WT1 en medio completo durante 1
semana (primera estimulacion). Las PBMC se co-cultivaron con las células B-
LCL pulsadas con el péptido WT1 fres veces mas (segunda a cuaria
estimulaciones} en [as condiciones en las que se agregaron 20 IU/ml
(concentracién final) de IL2 de la siguiente manera: segunda estimulacién: dos

veces cada dos dias desde 3 dias después de la iniciacién de la estimulacidn;

‘tercera y cuaria estimulaciones: tres veces a intervalos de un dia desde el dia

después de la iniciacion de la estimulacidon. Las celulas resultantes se
concentraron utilizando el Equipo Negative Selection Columns Gravity Feed
{StemSp) de modo que la relacién de células T CO8-positivas se convintié en
aproximadamente 80%, y se co-cultivaron con las células B-LCL pulsadas con
el péptido WT1 (quinta estimulacién). Se usaron las célufas T CD8-positivas
(CTL) obtenidas 5 dias después de la estimulacion final para la medicidon de la

actividad citotoxica.

Actividad citotdxica de los CTL

Se midié la actividad citotdxica de los CTL mediante el ensayo
de liberacion de 3'Cr. Las células CTL (de aqui en adelante denominadas
células efectoras) se mezciaron en una relacidn (relacion Eﬂ") de 1:1 a 30:1
en 200 pl de medio con células objetivo en las que se habia incorporado *'Cr

y se cultivaron en una placa de cultivo celular de 96 pocillos a 37°C con 5% de
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CO; durante 4 horas. Las células B-LCL pulsadas con el mismo péptido WT1
que el usado para la induccion de Iqs CTL (BLCL-Ps) y células B-LCL sin
pulsado con un péptido WT1 (BLCL-NPs) se utilizaron como células objetivo.
Después del cultivo, los sobrenadantes se recogieron por centrifugacion. Las
cantidades de >'Cr liberado en los sobrenadantes se midieron con un contador
de centelleo liquido. La actividad citotoxica (%) se determiné mediante la
siguiente férmula:

(liberacién de *'Cr en el sobrenadante de la muestra — liberacién
espontanea de 'Cr) / (liberaciéon maxima de 3'Cr -liberacion espontanea de
*'Cr)x 100

donde la liberacién espontanea de °'Cr es la liberacion de *'Cr
observada cuando las células objetivo en las que se habia incorporado >'Cr se
cultivaron solas en las mismas condiciones y la liberacion maxima de >'Cr es
la liberacién de *'Cr observada cuando las células objetivo en las que se
habia incorporado °'Cr se lisaron completamente empleando Triton X-100 1%.
Los resultados se muestran en las Figs. 1-9. En las figuras, los ejes verticales
representan la lisis especifica (%), y los ejes horizontales representan
relaciones de E/T. Las BLCL-P se representan mediante lineas completas y
las BLCL-NP se representan con lineas punteadas. Se confirmé que los CTL
inducidos con WT1255, WT 1279, WT 1312, WT 1343, WT 1335, WT 1375, WT13gs,
WT 1415 0 WT 1,43 danan especificamente las BLCL-P que presentan el péptido

WT1 como un complejo con una molécula HLA-A*1101 en comparacién con

-
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las BLCL-NP. Los CTL inducidos con WT 135y, WT 1,4, WT1313, WT1335 8]

WT 1355 S€ usaron para los siguientes experimentos adicionales.

Actividad citotéxica de los CTL contra células que expresan WT 1

en forma enddgena

La actividad citotoxica de los CTL inducidos con  WT1as,
WT 1270, WT 1313, WT 1338 © WT 1335 contra las B-LCL gue expresan WT1 se
determind mediante el método descrito anteriormente. Una célula que expresa
WT1 se refiere a una B-LCL en la cual se introduce un gen humano WT1 y
gque expresa una proteina WT1 en la célula y presenta un péptido que consiste
en aproximadamente 9 aminoacidos provenientes del precesamiento en una
molécula HLA-A*1101. Los resultados se muestran en las Figs. 1,2, 4,6y 7.
En las figuras, las B-LCL que expresan WT1 se represenian con lineas
discontinuas. Se confirmé que los CTL inducidos con WT 1251, WT 1279, WT 1343,
WT113a 0 WT1ass tienen una actividad citotdxica contra celulas que expresan

el gen WT1 en forma endbégena.

Preparacion del dimero de péptidos WT1

Una mezcla de 227.5 mg del péptido mondmero WT 1375, 227.5
mg de N-metilglucamina (NMG) y 23 ml de agua se oxidé al aire por agitacion
a temperatura ambiente durante aproximadamente 2 dias. A‘ la mezcla
resultante, se agregé una solucion acuosa de 2 g de acetato de sodio en 5 ml

de agua y la mezcla se aqgitd a temperatura ambiente durante

<
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aproximadamente 20 minutos. A la solucién resultante, se agregaron 200 mi
de agua y aproximadamente 200 mi de acetonitrilo y la mezcla se filtrd a
través de un embudo Kiriyama (papel de filtro No. 5C) y lavo con agua
(aproximadamente 50 ml x 3). Al residuo se agregaron aproximadamente 200
ml de agua y el residuo se liofilizé para obtener 158 mg de dimero de péptidos

WT1 378 bruto.

Purificacion de dimero de péptidos WT 1 bruto

Se disolvieron 158 mg del dimero de peptidos WT 1375 bruto en 9
ml de DMSO vy se inyectaron en una columna ODS Cis (5 ecm ® x 50 cm L,
YMC Co., LTD.) unida a HPLC (Shimadzu, tipo LCBAD) y equilibrada con la
solucion 1 (H,O0/1% de AcOH) mediante una bomba de HPLC. La columna se
dejé durante aproximadamente 30 minufos, y se eluyd con gradiente de
concentracion de 0% a 40% de la solucion 2 (CHaCN/M% AcOH) durante 360
minutos. Las fracciones que contenian el dimero de péptidos WT1 se
recogieron mediante un colector de fracciones automatico mientras se
monitareaba |a absorbancia a 220 nm. Las fracciones recogidas se
combinaron, inyectaron en una columna ODS Cis(4.6 mm ® x 25 ¢cm L, YMC
Co., LTD.) unida a HPLC (Hitachi, tipo L-4000) vy equilibrada con 17% de la
sclucién 2, y se eluyeron con gradiente de concentracion de 0% a 47% de la
solucién 2 durante 30 minutos para obtener 46 6 mg del dimero de péptidos
WT 1373 purificado con un tiempo de retencion de 20.51 minutos.

FAB.MS 2365.0 {valor tedrico: 2342.70) Na®' F = 0.25%
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Induccion del CTL por dimero de péptidos WT 1

Las capacidades del dimero de péptidos WT147s, péptido
WT 1378, péptido WT 1175 modificado (G — 1) (SEC ID No: 11) y péptido WT 1373
modificado (G — V) (SEC 1D No: 12) ademas del péptido WT 1579 {SEC ID No:
13, descrito en WO 2002/28414) para inducir un CTL se examinaron mediante
PBMC de los donadores sanos HLA-A*1101-positivos 1-3 de conformidad con
el método descrito anteriormente. Los resultados se muestran en las Figs.
10A-14C. En las Figs., los ejes verticales representan la lisis especifica (%), y

los ejes honzontales representan las relaciones E/T. Las BLCL-P se

representan usando lineas completas y las BLCL-NP se representan con

lineas punteadas. Se confirmé que el dimero de péptidos WT1s tiene
capacidad para inducir un CTL. Ademas, se hallé que la capacidad de cada
péptido WT 1379 del cual la secuencia de aminoacides es diferente del péptido
WT1575 en un aminoacido de la secuencia de aminoacidos de la proteina WT1
para inducir un CTL, es mucho menor que la del péptido WT1az5 vy, dé este
modo, el péptido WT1 de la presente invencion tiene un excelenie e

inesperado efecto en comparacion con el péptido conocido.

Aplicacion industrial

La presente invencion proporciona un péptido WT1 restringido a
HLA-A*1101, un polinucledtido que codifica el péptido, una composicion
farmacéutica que comprende el mismo y similares. En consecuencia, la

presente invencidn se puede usar en los campos de la medicina y simitares,
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por ejemplo en los campos de desarrollo y preparacién de una composicion
farmacéutica para la prevencidn o tratamienio de diversos tumores

hematopoyéticos y canceres sdlidos que expresan el gen WT1 a altos niveles.

Texto libre de listado de secuencias

SEC ID NO: 11: Péptido WT1 modificado

SEC ID NO: 12: Péptido WT1 modificado
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NOVEDAD DE LA INVENCION

REIVINDICACIONES

1.- Un péptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que consiste en 9 aminoacidos contiguos de una proteina WT1, donde el
péptido tiene ia capacidad de unirse a una molécula HLA-A*1101 y tiene la
capacidad de inducir un CTL.

2- El péptide de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado ademas porque el aminoacido de la posicion 9 de la secuencia
de aminodcidos es Lys o Arg.

3.- ElI péptido de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizado ademas porque una secuencia de aminoacidos se selecciona
del grupo que consiste en:

Ala Ala Gly Ser Ser Ser Ser Val Lys {(SEC 1D No: 2),

Pro lle Leu Cys Gly Ala Gin Tyr Arg (SEC 1D No: 3),

Arg Ser Ala Ser Glu Thr Ser Glu Lys (SEC 1D No: 4),

Ser Ala Ser Glu Thr Ser Glu Lys Arg (SEC ID No: 5),

Ser His Leu Gin Met His Ser Arg Lys (SEC [ID No: 6),

Thr Gly Val Lys Pro Phe GIn Cys Lys (SEC ID No; 7),

Lys Thr Cys Gln Arg Lys Phe Ser Arg (SEC ID No: 8),

Ser Cys Arg Trp Pro Ser Cys Gin Lys (SEC ID No: 9), y

Asn Met His Gln Arg Asn Met Thr Lys (SEC ID No: 10).

(RN
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4.- El péptido de conformidad con la reivindicacidn 3,
caracterizado ademas porque la secuencia de aminoacidos es Ala Ala Gly Ser
Ser Ser Ser Val Lys (SEC ID No: 2).

5.- Un dimero de péptidos que tiene la capacidad de unirse a una
molécula HLA-A*1101 y que tiene la capacidad de inducir un CTL,
caracterizado porque dos péptidos mondmeros que comprenden cada uno
una secuencia de aminoacidos que consiste en 8 aminoacidos contiguos de
una proteina WT1 y que comprenden por o menos un residuo de cisteina, se
unen entre si mediante un enlace bisulfuro.

6.- El dimero del péptido de conformidad con la reivindicacién &,
caracterizado ademas porque la secuencia de aminoacidos del péplido
monomero se selecciona del grupo que consiste en:

Pro lle Leu Cys Gly Ala GIn Tyr Arg (SEC |ID No: 3),

Thr Gly Val Lys Pro Phe Gin Cys Lys (SEC ID No: 7),

Lys Thr Cys Gin Arg Lys Phe Ser Arg (SEC 1D No: 8} y

Ser Cys Arg Trp Pro Ser Cys Gin Lys (SEC 1D No: 9).

7.~ Una composicion farmacéutica para el tratamiento o©
prevencién de un cancer, que comprende el péptido de conformidad con la
reivindicacion 1 y/o el dimero de péptidos de conformidad con la reivindicacion
5.

8.- Un método para el tratamientc o prevencion de un cancer,

que comprende la administracidn de una cantidad efectiva del péptido de
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conformidad con la reivindicacion 1 yfo el dimero de péptidos de conformidad
con la reivindicacién 5 a un sujeto positive para HLA-A*1101.

9.- Un polinucledtido que codifica el péptido de conformidad con
ta reivindicacion 1.

10.- Un vector de expresion que comprende el polinucledtido de
conformidad con la reivindicacion 9.

11.- Una composicion farmacéutica para el tratamiento o
prevencidn de un cancer, que compiende el polinucledtido de conformidad
con la reivindicacion 9 o el vector de conformidad con la reivindicacion 10.

12.- Un método para el tratamiento o prevencién de un cancer,
que comprende la administracion de una cantidad efectiva del polinucleétido
de conformidad con la reivindicacion 8 o el vector de conformidad con la
reivindicacion 10 a un sujeto positivo para HLA-A*1101.

13.- Un CTL especifico de WT1, que es inducido por el péptido
de conformidad con la reivindicacidén 1 ylc el dimero de péplidos de
conformidad con la reivindicacién 5.

14.- Un método para la induccion de una CTL especifica de
WT1, que comprende cultivar una célula mononuctear sanguinea periférica en
presencia del péptido de conformidad con la reivindicacion 1 yfo del dimero de
péptidos de conformidad con la reivindicacion 5 para inducir el CTL especifico
de WT1 de la célula mononuclear sanguinea periférica.

15.- Un equipo para la induccion de una CTL especifica de WTH,

que comprende el péptido de conformidad con la reivindicacién 1 y/o el dimero
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de péptidos de conformidad con la reivindicacidn 5 como componente
esencial.

16.- Una célula presentadora de antigenos que presenta un
péptidec WT1, que es inducida por el péptido de conformidad con la
reivindicacion 1 y/o el dimero de péptidos de conformidad con ia reivindicacion
5.

17.- Un método para la induccion de una célula presentadora de
antigenos que presenta un péptidc WT1, que comprende cuitivar una célula
presentadora de antigenos inmadura en presencia det péptido de conformidad
con la reivindicacién 1 yfo el dimero de péptidos de conformidad con la
reivindicacién 5 para inducir a {a célula presentadora de antigenos que
presenta un péptido WT1 de la célula presentadora de antigenos inmadura.

18.- Un equipo para la induccidn de una célula presentadora de
antigenos que presenta un péptidc WT1, que comprende el péplido de
conformidad con la reivindicacién 1 y/o el dimero de péptidos de conformidad
con la reivindicacion 5 como componente esencial.

18.- Un método para el diagnéstico de<un cancer, que
comprende usar el CTL de conformidad con la reivindicacién 13 o la célula

presentadora de antigenos de conformidad con la reivindicacién 16.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un péptido WT1 restringido a
HLA-A*1101, especificamente un péptido que comprende una secuencia de
aminoacides que consiste en 9 aminodcides coptiguos provenientes de una
proteina WT1, donde el péptido tiene la capacidad de unirse a una molécula
HLA-A*1101 y tiene la capacidad de inducir un CTL; la presente invencidn
también se refiere a un dimerc de péptidos que tiene la capacidad de unirse a
una molécula HLA-A*1101 y que tiene la capacidad de inducir un CTL, donde
dos péptidos monémeros que comprenden cada uno una secuencia de
aminoacidos que consiste en 9 aminoacidos contiguos de una proteina WT1 y
que comprenden por lo menos un residuo de cisteina, se unen entre si
mediante un enlace bisulfuro, ademas, la presente .invéncién se refiere a un
polinucledtido que codifica el péptido, a una composicién farmacéutica para el

tratamiento yfo prevencion de un cancer que comprende el mismo y similares.
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SEGUENCE LISTING

<{110> International Institute of Cancer lmmunology, Inc.

<120> HLA-A*1107 restricted WTt peptide and pharmaceutical composition
camprising the same

<130> 667985

{150> JP 2006-355356
<1561> 2006-12-28

<160> 13
170> Patentin version 3.2

21> 1

211> 449

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Ket Gly Ser Asp Vaé Arg Asp Leu Asn Ala Leu Leu Pro Ala Val Pro
1 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 Va! Leu Asp Phe Ala Pro Fro Gly Ala Ser Ala Tyr
35 40 45

Gly Ser Leu Giy Gly Pro Ala Pro Pro Pro Ala Pro Pro Pro Pro Pro
50 55 60

Pro Pro Pro Pro His Ser Phe tle Lys Gln Glu Pro Ser Trp Gly Gly
65 T0 15 80

Ala Glu Pro His Glu Glu GIn Cys Leu Ser Ala Phe Thr Val His Phe
85 a¢ 95

Ser Gly Gin Phe Thr Giy Thr Ala Gly Ala Cys Arg Tyr G
100 105 1

Gly Pro Pro Pro Pro Ser Gln Ala Ser Ser Gly Gln Ata Arg Met Phe
115 , 120 125

Pro Asn Ala Pro Tyr Leu Pro Ser Cys Leu Glu Ser Gin Pro Ala lle
130 135 140

Areg Asn Gln Gly Tyr Ser Thr Val Thr Phe Asp Gly Thr Fro Ser Tyr
145 150 155 - 160

Gly His Thr Pro Ser His His Ala Ala GIn Phe Pro Asn His Ser Phe
165 170 175

Lys His Glu Asp Pro Met Gly Gln GIn Gly Ser Leu Gly Glu &tn Gin
180 185 190

Tyr Ser Val Pro Pro Pro Val Tyr Gly Cys His Thr Pro Thr Asp Ser
195 200 205

Page 1

Iy Pro Phe
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Cys Thr Gly Ser Gln Ala Leu Leu Leu Arg Thr Pro Tyr Ser Ser Asp
210 215 220

Asn Leu Tyr GIn Met Thr Ser Gln Leu Glu Cvs Met Thr Trp Asn Gin
225 230 235 240

Met Asn Leu Gly Ala Thr Leu Lys Gly Val Ala Ala Gly Ser Ser Ser
245 250 255

Ser Val Lys Trp Thr Glu Gly Gln Ser Asn His Ser Thr Gly Tyr Glu
260 265 270

Ser Asp Asn His Thr Thr Pro |le Leu Cys Gly Ala GlIn Tyr Arg lle
215 280 285

His Thr His Gly Val Phe Arg Gly lle Gln Asp Val Arg Arg Val Pro
290 2495 300

Gly Val Ala Pro Thr Leu Val Arg Ser Ala Ser Glu Thr Ser Glu Lys
305 310 315 320

Arg Pro Phe Met Cys Ala Tyr Pro Gly Cys Asn Lys Arg Tyr Phe Lys
325 330 335

Leu Ser His Leu GIn Met His Ser Arg Lys His Thr Gly Glu Lys Pro
340 345 350

Tyr Gln Cys Asp Phe Lys Asp Cys Glu Arg Arz Phe Ser Arg Ser Asp
355 360 365

Gln Leu Lys Arg His Gln Arg Arg His Thr Gly Val Lys Pro Phe Gin
370 375 380

Cys Lys Thr Cvs Gin Arg Lys Phe Ser Arg Ser Asp His Leu Ltys Thr
385 390 395 400

His Thr Arg Thr His Thr Gly Lys Thr Ser Glu Lys Pro Phe Ser Cys
405 410 415

Arg Trp Pro Ser Cys GIn Lys Lys Phe Ala Arg Ser Asp Glu lLeu Val
42Q ' 425 430

Arg His His Asn Met His GIn Arg Asn Met Thr Evs Leu Gla Leu Ala
435 440 445

Leu

10> 2

211> 9

212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
?Ia Ala Gly Ser Ser Ser Ser Val Lys
5

<210> 3
Page 2
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211> 9
212> FPRT
<213> Homo sapiens

<400> 3
1

210> 4

211> ¢

12> PRT

<213> Homo sapiens

400> 4
?rg Ser Ala Ser glu Thr

o> 5

211> 9

212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

?er Ala Ser Gluv ghr Ser

210> 6

211> 9

212> PRT

213> Homo sapiens

<400> 6

Ser His Leu GIn get His
1

210> 7

21109

€212> PRT

<213> Homo sapiens

400> 7
¥hr Gly Yal Lys Ero Phe

210> 8

AR DI

212> PRT

<213> Homo sapiens

400> 8
Lys Thr Cys Gln Arg Lys

Pro lle Leu Cys Gly Ala Gin Tyr Arg
5

Ser Glu Lys

Glu Lys Arg

Ser Arg Lys

Gln Cys Lys

Phe Ser Arg

Page 3
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212>
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<400>
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9

9

PRT

Homo sapiens

9

?er Cys Arg Trp gro Ser Cys Gln Lys

<2102
<21
2A1L
213>

<400>

10

9

PRT

Homo sapiens

10

?sn Met His GIn érg Asn Met Thr Lys

10>
211>
212>
<213>

220>
223>

<400>

11

9

PRT

Artificial Sequence

Modified WT1 peptide
11

yhr Ile Val Lys gro Phe GIn Cys Lys

<210>
211>
L2125
<213>

220>
<223>

<400>

1

<210>
11>
12>
<21

<400>

12

9

PRT

Artificial Sequence

Modified WT1 peptide
12

Thr val Val Lys gro Phe GIn Cys Lys

13

9

PRT

Homo sapiens

13

?Iy Val Lys Pro Ehe Gln Cys Lys Thr

Page 4
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(87)  Publicacion intemacional
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(34) Titwle: ~ PEPTIDO WT1 RESTRINGIDO A HLA-A*1101 Y COMPOSICION FARMACEUTICA QUE COMPRENDE EL MISMO

Reivindicacion{es):

1.- Un péplide que comprende una secuencia de
aminoacidos que consiste en § eminoacidos contiguos de una
proteina WT1, donde el pépiido fiene la capacidad de unirse a
ung malecula HLA-A*1101 y ticne fa capacidad de inducir un
CTL

2.- El péptido de conformidad can la reivindicacion 1,
caracterizado ademéas porque el aminoacido de la posicion 9
de la secuencia de amineécidos es Lys o Arg,

3.- El péntido de conformiiad con la reivindicacion 1,
caracterizado ademas porgue una secuencia de aminoacidos
se selecciona del grupo que consisle en:

Ala Ala Gly Ser Ser Ser Ser Val Lys (SEC ID No:; 3},

Pra lle Leu Cys Gly Ala GIn Tyr Arg (SEC 1D No: 3),

Arg Ser Ala Ser Glu Thr Ser Glu Lys {SEC 1T No: 4],

Ser Ala Ser Glu Thr Ser Glu Lys Arg (SEC ID No: 5),

Ser His Leu Gln Met His Ser Arg Lys {SEC {D No: 6),

Thr Gly Val Lys Pro Phe Gln Cys Lys (SEGC D No: 7),

Lys Thr Cys Gln Arg Lys Phe Ser Arg (SEC ID No: 8),

Ser Cys Arg Trp Pro Ser Cys Gln Lys {(SEC ID Ne: 9), ¥

Asn Met His Gln Arg Asn Met Thr Lys (SEC iD No: 10).

4.- El péptido de conformigdad con la reivindicacion 3,
caracterizado ademas porgue la secuencia de aminoacidos es
Ala Ala Gly Ser Ser Ser Ser Val Lys (SEC ID No: 2).

5.- Un dimero de péplidos que tiene fa capacidad de
unirse a una molécula HLA-A1101 y que tiene la capacidad
de inducir un CTL, caracterizado porque dos péplidos
monomeres que comprenden ¢ada uno una secuencia de
arinodcidos gue consiste en 9 amineacides contiguos de una
profeina WT! y que comprenden por lo menas un residuo de
cisteina, se unen entre si mediante yn enlzce bisulfuro.

6.~ El dimero del péptido de conformidad con la
reivindicacion 3, caracterizado ademas porque la secuencia de
aminpacidos del peplide mendmero se selecciona del grupo
que consiste en:

Pro lle Leu Cys Gly Ala Gln Tyr Arg (SEC ID No: 3),

Thr Gly Val Lys Pro Phe Gin Cys Lys {SEC 1D No: 7},

Lys Thr Cys Gln Arg Lys Phe Ser Arg (SEC 1D No: 8} y

Ser Cys Arg Trp Pro Ser Cys Gin Lys (SEC ID No: 9).

7~ Una compoesicion farmacéutica para el iratamiento o
prevencion de un cancer, que comprende el peptido de
conformidad con la reivindicacion 1 ylo el dimero de péplidos
de conformidad con la reivindicacion 5.

8- Un método para e ratamiento o prevencién de un
cancer, que comprende la admipistracion de una cantidad
efectiva del péplido de conformidad con 12 reivindicacién 1 yio
el dimero de péplides de conformidad con [a reivindicacidn 5 a
un sujeto positive para HLA-A™1101.

8. Un poliinucledtido que codifica el péptido de
canformidad con Ia reivindicacion 1.

10.- Un veclor de expresidn que comprende el
polinucledtido de conformidad con fa reivindicacion 9.

1. Una compesicion farmacéulica para el tratamienio ©
prevencion de un cancer, que comprende el polinudedtido de
conformidad con la reivindicacion 9 o el vector de conformidad
con la reivindicacién 10.

12- Un método para el tratamiznio o prevencidn de un
¢ancer, que comprende la administractdn de una canlidad
efectiva del palinuclediido de conformidad con la reivindicacion
9 o el veclor de conformidad con la reivindicacidn 10 a un
sufelo positivo para ELA-A*1101.

13- Un CTL especifico de WT1, que es indudido por e
péplido de conformidad con la reivindicacién 1 ylo el dimem
de péplidos de conformidad con Ja reivindicacién 5.

14.- Un méiodo para la induccidon de una CTL especifica
de WT1, que comprende cullivar una célula mononuclear
sanguinea periférica en presencia del pépédo de conformidad
con fa reivindicacion 1 yo del dimero de pépiidos de
conformidad con la reivindicactdn 5 para inducir e CTL
especifico de WT1 de la célula mononudear sanguinea
peniférica.

19- Un equipo para la induccion de una CTL especifica
de WTH, que comprende el péplido de conformidad con la
reivindicacién 1 yle el dimero de péplidos de confarmidad con
fa reivindicacién 5 como componente esencial.

16.- Una célula presentadora de anligenos que presenta
un péptido WT1, que es inducida por el péplide de
confermidad con la reivindicacian 1 vio el dimero de péptidos
de conformidad con la reivindicacion 5.

i7.- Un mélode para la inducgidn de una célvia
presentadora de antigenos que peesenia un péplido WT1, que
comprende cullivar una célula pressntadora de antigsnos
inmadura en presencia del péplido de conformidad con [a
reivindicacion 1 yfo el dimero de péptidos de confarmidad con
la relvindicacion & para indudir a la célula presentadora de
antigenos que presenia un pépiido Wit de la célula
presentadora de antigenos inmadura.
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2020
Beogotd D.C.,

Doctor (a)

SUAREZ DE PAEZ LUZ CLEMENCIA

Apoderado(a} y/o Representante de

INTERNATIONAL INSTITUTE OF CANCER IMMUNOLOGY, INC

REFERENCIA Radicacién No. 9 78403
Solicitud internacional PCT/JIP2007/074146
Fecha inicio fase nacional 28/07/20089
Tramite i
Evento 378
Actuacidn 416
Oficioc No. 8659
Folios 1

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente gue se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, reine los reguisitos de forma establecidos en
la Decisidn 486 de la Comisidn de la Comunidad Andina, el Tratado de Cooperacidn en
Materia de Patentes (PCT), el Regliamento y la Circular Unica de la Superintendencia
de 1Industria y Comercio, se envia el extracto de la solicitud a la Oficina de
Comunicaciones para efecto de su publicacién en la Gaceta de Propiedad Industrial.

Cuamplase
Dado en Bogoté& DC,

25 A0

ALIX CARMENZA
Jefe de la di

LSPEDES DE VERGEL
sidn de Nuevas Creaciones
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