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Asunto: Solicitud de patente para:
METODO PARA LA ACTIVACION DE CELULA T
AUXILIAR Y COMPOSICION PARA USARSE EN EL

METODO
Solicitante: - INTERNATIONAL INSTITUTE OF CANCER
IMMUNOLOGY, INC.
. Fecha de Solicitud: 23 de Septiembre de 2009

1. Yo, Luz Clemencia de PAEZ, obrando como apoderada del solicitante en el asunto antes
identificado, me refiero al Oficio No. 11489 notificado por fijacién en lista del 29 de Junio de
2012.

2. Mediante el Oficio No. 11489 se puso en conocimiento del solicitante el informe del
examen de fondo que contiene las observaciones hechas por su Despacho sobre la presente

solicitud de patente. Las objeciones fueron las siguientes:

e Las reivindicaciones 1-6, 8, 9, 12, 13 hacen referencia a un método de tratamiento el
cual no es patentable a la luz del Articulo 20 D486.

. e Las reivindicaciones 11, 14, 15 se refieren a un método de diagnostico. De igual
manera no son patentables.

¢ Lareivindicacién 10 no es clara dado que no define el anticuerpo.

e Lareivindicacion 7 carece de novedad a la luz del documento D1 (WO 2005/045027)

NIT. 860.041.367-3
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3. Respuesta a las objeciones

Con el objeto de atender las objeciones, se pone de presente al Despacho las siguientes
modificaciones, aclaraciones y argumentos:

31 Modificacién a una Solicitud en Tramite

De acuerdo con el articulo 34 de la Decision 486 de la Comisién de la Comunidad Andina,
donde se establece que la modificacién de una solicitud es posible en cualquier momento del
tramite, mientras no implique una ampliacién de la solicitud inicial, hemos efectuado las
siguientes modificaciones: |

3.1.1 Modificacion del capitulo reivindicatorio

Me permito presentar a su Despacho un nuevo pliego reivindicatorio compuesto por 11
reivindicaciones. Asi, siguiendo algunas de las diferentes observaciones del Examinador, se
han realizado modificaciones sobre la presente solicitud.

Permitame poner a su consideracion las siguientes modificaciones:

Las reivindicaciones 1-5 fueron eliminadas atendiendo la objecién por no-
patentabilidad hecha por el examinador.

¢ La reivindicacién 7 fue modificada de tal manera que el péptido es definido alrededor
de la secuencia SEQ ID No. 2, tal como esta establecido en la guia para la solicitud
de patentes de su despacho. Esta reivindicacion corresponde a la nueva
reivindicacion 1. Para posteriores aclaraciones, por favor remitase a la siguiente
seccion de este memorial.

¢ Las reivindicacion 8 fue eliminada del nuevo pliego con el fin de superar la objecion
por no patentabilidad.

e Se modificé [a reivindicacion 9 con el fin de mostrar una composicion farmacéutica la
cual consiste del péptido WT1, un portador y un excipiente farmacéuticamente
aceptado. De esta manera se da por superada la objecién por no patentabilidad
formulada por el examinador. Esta reivindicacién corresponde a la nueva
reivindicacion 3.

e Las reivindicaciones 12 y 13 fueron eliminadas del nuevo pliego siguiendo la objecién
por no patentabilidad hecha por el examinador.
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e Respecto a las reivindicaciones 11, 14, 15, dichas reivindicaciones fueron
modificadas con el fin de ensefiar un método in vitro de determinacién de la presencia
del péptido WT1. Estas reivindicaciones corresponden a las nuevas reivindicaciones
6, 8y 10.

e La reivindicacién 10 fue eliminada del nuevo pliego con el fin de atender la objecion
por la no apropiada definicién del anticuerpo alli reclamado.

3.2 Respuesta a objeciones hechas por el examinador

Con respecto a la claridad de las reivindicaciones

De acuerdo con lo encontrado por los inventores, el péptido WT1 puede estar definido de dos
categorias alrededor de la SEQ ID No. 2. La primera corresponde estrictamente a la
secuencia SEQ ID No 2. La segunda corresponde a péptidos de 25 aminoacidos de longitud
0 menos los cuales conservan el motivo SEQ ID No 2 los cuales presentan la actividad que
responde al problema técnico planteado en esta patente. Aqui es importante mencionar que
los dichos péptidos estan debidamente justificados en la pagina 14 del capitulo descriptivo de
la presente solicitud. Adicionalmente, los inventores desean anexar a este memorial
resultados experimentales los cuales evidencian la novedad y la altura inventiva de la
presente solicitud.

Estos datos experimentales muestran que un péptido de 25 aminoacidos de longitud, que
conservan el motivo SEQ ID No: 2, los cuales tienen la habilidad de unirse a cualquiera de
las moléculas HLA-DRB1*1501, HLA-DPB1*0901 y HLA-DRB*0501 y asi activar la célula T.

Tabla 1. Péptidos

Nombre Secuencia de Aminoacidos MW Distribuidor
OCV-501 KRYFKLSHLQMHSRKH 2086.45
5+OCV-501 | YPGCNKRYFKLSHLQMHSRKH 2621.04 Sﬁiﬂﬁfaceuﬁca,
9+OCV-501 | FMCAYPGCNKRYFKLSHLQMHSRKH | 3073.63 ggéegfc'h
OCV-501+5 | KRYFKLSHLQMHSRKHTGEKP 2599.01 | |nstitute of
OCV-501+9 | KRYFKLSHLOQMHSRKHTGEKPYQCD | 3108.55 &%m:w
WT1-35 WAPVLDFAPPGASAYGSL 1819.05

SEQ ID No:2 de OCV-501 esta subrayada. El peso molecular (MW) fue calcluado con
“Compute pl/Mw tool (ExPASyY)”. Los péptidos fueron almacenados a -20°C.
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La tabla 1 se refiere a especificamente los péptidos usados. OCV-501 es un péptido que
consiste de 16 aminoacidos (SEQ ID No. 2). 5+0OCV-501, 9+OCV-501 son péptidos a los que
se agrega en el N - terminal 5 y 9 aminoacidos respectivamente. OCV-501+5, OCV-501+9
son péptidos a los que se agrega en el C - terminal 5 y 9 aminoacidos respectivamente.
Estos péptidos de 25 aminoacidos o menos corresponden a la categoria 2.

En este caso, el control corresponde al péptido WT1-35 el cual es un péptido que no
contiene el motivo SEQ ID No:2.

Tal como lo muestra la figura 6 del documento anexo a este memorial, se evidencia que los
péptidos de la tabla 1 (excepto el control) activan las células T para producir IFN —~gamma.

3.3. Argumentos a favor de la novedad de la presente solicitud

El péptido WT1 esta limitado a un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ
ID No.2 o una variante de ella. Tal como se explico arriba, esta materia esta debidamente
justificada en el capitulo descriptivo. El documento (WO 2005/045027) no revela una
secuencia tal como la muestra la reivindicacién 1, especificamente SEQ ID No. 2 la cual
presenta una afinidad hacia unas moléculas HLA-DRB1*1501, HLA-DRB1*0901, HLA-
DRB1*0501. De esta manera, el documento D1 no revela ni sugiere tal afinidad por dichas
moléculas lo que lo hace nuevo con respecto al estado de la técnica.

4, Conclusiones

De esta manera, se ha dado respuesta a todas las objeciones formuladas por el Examinador.
En consecuencia solicitamos atentamente proceder al otorgamiento de la solicitud de patente
que corresponde a 11 reivindicaciones. Respetuosamente, recordamos al Examinador que la
patente no podra ser negada con base en objeciones diferentes a las expuestas en la accién
oficial No. No. 11489, todas vez que al no haber sido trasladadas a mi representada, dicha
decisidn violaria tanto el tenor literal del articulo 45 de la Decisién 486 como el derecho
constitucional al debido proceso. En este evento, y con base en el inciso 2 del articulo 45,
respetuosamente solicitamos al Examinador expedir una nueva accion oficial que permita a
mi representada contra argumentar las mismas o modificar la solicitud con el fin de cumplir
los requisitos de patentabilidad.
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5. Anexos
5.1 Formulario para modificaciones.
5.2  Nuevo pliego reivindicatorio, conformado por 11 reivindicaciones.
5.3 Comprobante de pago por 30.000 correspondiente a 1 reivindicacion en exceso de las
10 primeras.
5.4 Reporte experimental sobre actividad de péptidos.

Sefor Director,

Verd CBlorenacdobles

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
C.C. 35.456.344 de Usaquén
T.P.A. No. 23.555

COLO-17075-0841-002-2
DRD\DRD\ID-226290\WPC17075
? No. M-2012-226290\DRD
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REIVINDICACIONES

1.- Un péptido para la activacion de una célula T auxiliar mediante la adiciéon de un
péptido WT1 a una célula presentadora de antigeno, caracterizado porque el
péptido WT1 puede ser seleccionado de:
1) Un péptido que consiste en la los siguientes aminoacidos Lys-Arg-Tyr-Phe-
Lys-Leu-Ser-His-Leu-GIn-Met-His-Ser-Arg-Lys-His que corresponde a la
SEQ ID NO:2
2) Un péptido que consiste de 25 aminoacidos 0 menos que conserva la

regiéon que corresponde a la secuencia SEQ ID No:2

2.- El péptido de acuerdo a la reivindicacion 1, caracterizado porque la secuencia
SEQ ID No: 2 o la region que comprende SEQ ID No: 2 contiene una sustitucion,

una modificacion, o una delecién en uno o mas aminoacidos.

3.- El péptido de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizado ademas porque la adicibn del péptido WT1 a las células
presentadoras de antigeno se pone en practica mediante la adicion del péptido
WT1, la adicién de un vector de expresion que comprende el polinucleétido que
codifica el péptido WT1 o la adicidbn de una célula que incluye el vector de

expresioén.

4.- Una composicion farmacéutica para el tratamiento o prevencién de un cancer
al activar una célula T auxiliar mediante la adicion de un péptido WT1 a una célula
presentadora de antigeno, caracterizado porque comprende el péptido WT1 es
seleccionado de

1) Un péptido que consiste en la los siguientes aminoacidos Lys-Arg-Tyr-Phe-



Lys-Leu-Ser-His-Leu-Gin-Met-His-Ser-Arg-Lys-His que corresponde a la
SEQ ID NO:2

2) Un péptido que consiste de 25 aminoacidos o menos que conserva la
region que corresponde a la secuencia SEQ ID No:2

un portador y un excipiente farmacéuticamente aceptado.

5.- La composicion farmacéutica de acuerdo a la reivindicacion 4 caracterizado
porque la secuencia SEQ ID No: 2 o la regién que comprende SEQ ID No: 2
contiene una sustitucién, una modificacion, o una delecion en uno o mas

aminoacidos.

6.- Un método in vitro para la determinacion de la presencia o cantidad de un
péptido WT1 en cualquier sujeto HLA-DRB1*1501-positivo, HLA-DPB1*0901-
positivo y HLA-DPB1*0501-positivo, que comprende:
(a) hacer reaccionar un anticuerpo anti-WT1 con una muestra del sujeto; y
(b) determinar la presencia o cantidad del anticuerpo anti-WT1 cjue se une
especificamente al péptido WT1 contenido en la muestra donde el péptido WT1 es
seleccionado de
1) Un péptido que consiste en la los siguientes aminoacidos Lys-Arg-Tyr-Phe-
Lys-Leu-Ser-His-Leu-GIn-Met-His-Ser-Arg-Lys-His que corresponde a la
SEQ ID NO:2
2) Un péptido que consiste de 25 aminoacidos 0 menos que conserva la

region que corresponde a la secuencia SEQ ID No:2

7.- El método in vitro de acuerdo con la reivindicacién 6 caracterizado porque la
secuencia SEQ ID No: 2 o la regién que comprende SEQ ID No: 2 contiene una

sustituciéon, una modificacion, o una delecién en uno o mas aminoacidos.



8.- Un método in vitro para la determinacion de la presencia o cantidad de una
celula T auxiliar especifica de WT1 en cualquier sujeto HLA-DRB1*1501-positivo,
HLA-DPB1*0901-positivo y HLA-DPB1*0501-positivo, que comprende:
(a) hacer reaccionar un complejo de un péptido WT1 y una molécula de HLA-
DRB1*1501, una molécula de HLA-DPB1*0901 o una molécula de HLA-
DPB1*0501 con una muestra del sujeto; y
(b) determinar la presencia o cantidad de una célula T auxiliar que reconoce el
complejo contenido en la muestra donde el péptido WT1 es seleccionado de
1) Un péptido que consiste en la los siguientes aminoacidos Lys-Arg-Tyr-Phe-
Lys-Leu-Ser-His-Leu-GIn-Met-His-Ser-Arg-Lys-His que corresponde a la
SEQ ID NO:2
2) Un péptido que consiste de 25 aminoacidos 0 menos que conserva la

region que corresponde a la secuencia SEQ ID No:2

9.- El metodo in vitro de acuerdo con la reivindicacion 8 caracterizado porque la
secuencia SEQ ID No: 2 o la regién que comprende SEQ ID No: 2 contiene una

sustitucién, una modificacién, o una delecién en uno o mas aminoacidos.

10.- Un método in vitro para la determinacion de la presencia o cantidad de una
célula T auxiliar especifica de WT1 en cualquier sujeto HLA-DRB1*1501-positivo,
HLA-DPB1*0901-positivo, HLA-DPB1*0501-positivo, HLA-DRB1*0405-positivo o
HLA-DRB1*1502-positivo, que comprende:

(a) estimular una célula mononuclear de sangre periférica, linfocito invasivo, célula
tumoral, célula en fluido ascitico, célula en fluido pleural, célula en fluido
cerebroespinal, célula de médula 6sea o célula de nodo linfatico con un péptido
WT1;y

(b) determinar la produccion de una citocina o la reaccion de la célula T auxiliar, en



donde una presencia o un incremento en la cantidad de la produccién de la
citocina o la reaccion de la célula T auxiliar indica la presencia o cantidad de la
célula T auxiliar especifica de WT1 donde el péptido WT1 es seleccionado de
1) Un péptido que consiste en la los siguientes aminoacidos Lys-Arg-Tyr-Phe-
Lys-Leu-Ser-His-Leu-GIn-Met-His-Ser-Arg-Lys-His que corresponde a la
SEQ ID NO:2
2) Un péptido que consiste de 25 aminoacidos 0o menos que conserva la

regién que corresponde a la secuencia SEQ ID No:2

11. Un método in vitro de acuerdo con la reivindicaciéon 10 caracterizado porque la

secuencia SEQ ID No: 2 o la regién que comprende SEQ ID No: 2 contiene una

sustituciéon, una modificacion, o una delecién en uno o mas aminoacidos.

DRD\DRD\D-226260\WPC17075
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EXPERIMENTAL DATA

Abstract

IFN-y production by the stimulation of the peptide having the amino
acid sequence of KRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 2) (herein referred as
OCV-501) and longer peptides comprising the sequence of OCV-501 were
analyzed by Intracellular Cytokine Staining (ICS) and ELISA. Using OCV-
501-specific Th1 clones, OCV-501 and four peptides each of which was
prepared by adding 5 or 9 amino acids to N or C-terminus of OCV-501 were
analyzed.  As control stimulation, 10 mM acetic acid (AcOH) (solvent) and
WT1-35 peptide (control peptide) were used.

In four Thi clones in which OCV-501 induced IFN-y production, all
the peptides tested induced similar IFN-y production. In three Thl clones,
the C-terminus-added peptides showed lower IFN-y production, or addition
of amino acids resulted in increase of IFN-y production, implying that
addition of amino acids would modify the activity of the peptide. Also, in
three Th1 clones in which OCV-501 did not induce IFN-y production, none of
the peptides induced IFN-y production, in other words, non peptide-specific
induction was not observed.

Those results demonstrate that the activity of OCV-501 is maintained

even if amino acids up to 9 are added to its N or C-terminus.

Introduction

OCV-501, a peptide consisting of the amino acid sequence of
KRYFKLSHLQMHSRKH (SEQ ID NO: 2), binds to MHC class Il molecule and
induce IFN-y-producing Th1 cells. While MHC class Il binding peptides have
12-15 amino acids in general, OCV-501 has a longer amino acid sequence
consisting of 16 amino acids. Further, it has not been demonstrated
whether or not peptides longer than OCV-501 show similar activity to OCV-
501. In the present study, it was evaluated whether longer peptides each of
which was prepared by adding 5 or 9 amino acids to N or C-terminus of
OCV-501 had the activity equivalent to OCV-501 using OCV-501-specific
Thl clones and based on IFN-y production after peptide stimulation
determined by Intracellular Cytokine Staining (ICS) and ELISA.



Materials and Methods

Peptides
Table 1 Peptides
name amino acid sequence MW supplier

OCv-501 KRYFKILSHIL OMHSRKH 2086.45 Otsuka

5+0CV-501 | YPGCNKRYFKLSHLQMHSRKH 2621.04 | Pharmaceutic

9+0CV-501 | FMCAYPGCNKRYFKLSHLQMHSRKH |3073.63 iidco

OCV-501+5 | KRYFKLSHLOMHSRKHTGEKP 2599.01 | Research
Institute of

0CV-501+9 | KRYFKLSHLQOMHSRKHTGEKPYQCD | 3108.55 | Organic

WT1-35 WAPVLDFAPPGASAYGSL 1819. 05 | Chemistry

The amino acid sequence of OCV-501 is underlined. Molecular weight (MW)
was calculated with Compute pl/ Mw tool (ExPASy). The peptides were
stored in a freezer at -20°C.

Preparation of peptide solutions

The peptides except for WT1-35 were dissolved in 10 mM acetic acid (AcOH),
respectively, and WT1-35 was in DMSO [WAKO: WKX2830] to prepare stock
solutions. Each of the stock solutions was dispensed into 0.5 ml polypropylene tubes
and stored at -20°C until just before use. The frozen solutions were thawed and
immediately used for the test.

Cells
1) Name of cell: Thl clone cells
2) Source: Human PBMC from blood donor (Each Thl clone cells were
established from PBMC from healthy donor obtained with informed
consent)
3) Number of Thl clones: 10 clones

Y



Table2 ~ HLA types of Thl clones used in the test
Exp. clone HLA-A HLA-DRB1 | HLA-DPB1
#106_3D02 | 0206/2402 | 0405/1501 | 0501/-
#77 3B08 |2402/2402|0405/1405| 0501/-
120410 =
#107_1E02 | 2402/2402 | 0405/0901| 0501/-
#140 _1D04 | 1101/2402 | 0405/1602 | 0202/0501
#107_1E04 | 2402/2402 | 0405/0901 | 0501/-
#77 3B08 |2402/2402|0405/1405| 0501/~
120416 —
#77 3F05 | 2402/2402 | 0405/1405| 0501/-
#140 1HO0S5 | 1101/2402 | 0405/1602 | 0202/0501
#106_1H11 | 0206/2402 | 0405/1501 0501/-
120417 | #113_1F04 | 0206/2402 | 0405/0803 | 0501/-
#140 3F06 | 1101/2402 | 0405/1602 | 0202/0501

These experiments were performed according to the Biosafety Guidelines of Otsuka

Pharmaceutical Co., Ltd (Nov.19,2010 revision).

Groups
Table 3 Groups
Group# Stimulation Stimulant
1 solvent 10mM Acetic Acid AcOH
2 Parent peptide OCvV-501
3 Comparative peptide 1 5+0CV501
4 Comparative peptide 2 9+0CV501
5 Comparative peptide 3 OCV-501+5
6 Comparative peptide 4 OCV-501+9
7 control peptide WT1-35

WT1-35 is considered to be a helper peptide which is known to bind to
HLA types of Th1 clones used in the experiment (see WO 2010/123065). As
shown below, WTI1-35 did not induce Th1l response under the present

experimental conditions.



Reagents

The reagents used in the test are summarized in Table 4.

Table 4 Reagents for the test
name Code No. supplier

human recombinant 200-02 PeproTech, Inc.
interleukin-2 (IL-2)
Brefeldin A Solution 420601 BioLegend
(1,000%)
Cytofix Cytoperm Fix/Perm 554723 BD Bioscience
Permeabilization Wash 421002 BD Bioscience
Buffer (10X)
FITC-labeled anti-human A07756 Beckman Coulter
CD8 antibody
PE-labeled anti-human CD4 A07751 Beckman Coulter
antibody
PexrCPCy5.5-1labeled anti- 502525 BioLegend
human IFN-y antibody
OptEIA ELISA set (human 555142 BD Bioscience
IFN-y)
OptEIA Reagent Set B. 550534 BD Bioscience
AIM-V 12055-091 Invitrogen
Human AB serum 2931949 Dainippon

Sumitomo Pharma

Preparation of medium and staining buffer

Human AB serum was inactivated at 56°C for 30 min and filtered with
0.22 um filter (Serum Acrodisc, Gelman). The inactivated Human AB serum
(50 mL) was mixed with 500mL AIM-V in a clean bench to prepare the
medium (90% AIM-V+10% human serum). The staining buffer was prepared
by mixing 500mL PBS(-) with 10 mL inactivated FBS.

staining buffer were stored at 4°C until use.

The medium and



Test method
Pre-culture of Thl clone

The Thi clones stored in a frozen state were thawed in a warm bath at
37°C and immediately washed with 10 mL AIM-V by centrifugal washing at
1,800 rpm for 5 min. After the centrifugation, the supernatant was removed
and the cells were re-suspended into 1 mL medium. After that, the cell
number of the resulting solution was counted.

The solution was diluted with medium as appropriate and seeded onto
24-well plates (1 mL/well). Further, 1 mL IL-2 containing medium (40U/mL)
was added to each well and the cells were cultured for 2 days at 37°C under
5% CO,.

Collection of cells and stimulation with peptides

After 2 days of culture, the cells were collected by centrifugation and
re-suspended into 1 mL medium and the cell number of the resulting
solution was counted. After that, the solution was diluted as appropriate and
seeded onto a 96-well round-bottom plate (100 pl/ well). Then, peptide-
containing medium (40 pg/ mL) was prepared for each peptide and the
medium thus prepared was added to the 96-well round-bottom plate (100
ul/ well) (final concentration of peptide: 20 pg/ mL). The cells were cultured
at 37°C under 5% CO,. ELISA assay was performed in triplicate for each

stimulation.

Intracellular Cytokine Staining (ICS)

After 4 hours of the peptide stimulation, the cells were added with
Brefeldin A Solution (1000x) such that the final concentration of Brefeldin A
Solution became Ix and further cultured. After 6 hours of the initiation of
culture, the cells were collected and the culture supernatant was removed.
The collected cells were reacted with PE-labeled anti-human CD4 antibody
and FITC-labeled anti-human CD8 antibody (2 pL) for 15 min at 4°C. The
cells were washed twice with the staining buffer, added with Cytofix
Cytoperm Fix/Perm (250 pL), and reacted for 20 min at 4°C for cell fixation.
The cells were washed twice with 1x Perm./ Wash Buffer, and reacted with
PerCPCy5.5-labeled anti-humna IFN-y anitbody (0.5 uL) for 30 min at 4°C.
The cells were washed twice with 1x Perm./ Wash Buffer, re-suspended with
400 pL staining buffer and analyzed with Gallios [Beckman Coulter].

N



ELISA

After 24 hours of the peptide stimulation, the culture supernatant
(160pL) was gently removed from each well and transferred to a new 96-well
round-bottom plate. The plate was sealed and stored in a frozen state at -
20°C until measurement. Concentration of IFN-y in the culture supernatant
was measured by ELISA using BD OptEIA ELISA set (human IFN-y)

according to the manufacture's instructions and V-max (Molecular Device).

Evaluation
Thl ratio after stimulation was determined by Intracellular Cytokine

Staining and IFN-y production was measured by ELISA.

Peptide-specific Thl ratio (%) = number of CD4-positive and intracellular
IFN-y-positive cells after peptide stimulation/ total number of viable cells x
100

Non peptide-specific Thl ratio (%) = number of CD4-positive and
intracellular IFN-y-positive cells after stimulation with 10 mM AcOH/ total

number of viable cells x 100

Results and Discussion

Peptide specific Thl ratio in OCV-501-specific Thl clone after stimulation
was determined by ICS of IFN-y. The Thl ratio after stimulation is shown in Table 5.



Table 5 Th1 ratio after stimulation determined by ICS (%)

Exp. clone ACOH | OCV-501 | 5+0CV-501 | 9+0CV-501 [ OCV-501+5 | OCV-501+9 | WI1-35
#106_3D02 0.002 2.432 2.950 4.202 2.856 2.968 NT
#77_3B08 0.004 0.000 0.006 0.000 0.002 0.010 NT

120810 #107_1E02 NT
#140_1D04 | 0.002 0.080 0.090 0.100 0.080 0.130 NT
#107_1E04 | 0.006 6.080 4.768 11.648 5.370 6.314 0.006

120416 #77_3B08 0.004 0.004 0.004 0.008 0.006 0.006 0.008
#77_3F05 0.002 0.012 0.006 0.008 0.006 0.012 0..006
#140_1HO05 | 0.006 10.536 5.600 3.922 7.652 4.834 0.004
#106_1H11 | 0.006 0.922 0.842 0.892 1.174 1.540 0.002

120417 | #113_1F04 | 0.000 0.000 0.006 0.006 0.004 0.002 0.004
#140_3F06 | 0.002 22.066 18.251 20.452 5.317 5.183 0.009

NT: Not tested due to insufficient cell number.

W



As shown in Table 5, the following Th1 clones showed increase of Th1 ratio
upon OCV-501 stimulation compared to stimulation with AcOH or WT1-35:
#106 3D02, #140 _1D04 (Exp.120410), #107 1E04, #140_1HO5 (Exp.120416),
#106 1H11 (Exp.120417). In those five clones, all the peptides containing the
sequence of OCV-501 induced Th1 ratio increase, similarly.

Different from the other clones, only in clone #140 3F06 (Exp.120417), the
C-términus-added peptides showed lower Th1 ratio compared to OCV-501 and the
N- terminus-added peptides.

In three clones #77 3B08, #77_3F05, and #113_1F04, increase of Thl ratio
was not observed with OCV-501 nor any of the peptides containing the sequence of
OCV-501.

Next, IFN-y production in OCV-501-specific Th1 clone after stimulation was
determined by ELISA. IFN-y production after 24 hours of stimulation in each clone
is shown in Table 6 and Fig 1.



Table 6  IFN-y production after 24 hours of stimulation determined by ELISA
EXp . clone AcOH OCvV-501 5+0CV-501 9+0CV-501
#106_3D02 4.8312.7 13716.73+937.32 114223.66+1107.56 [10850.58+3135.34
120410 #77 _3B08 0.76+0 16.52+0 3.861+6.38 2.00+0
#107 _1E02 1.1210 15478.01+55.93 16322.26+193.77 | 16264.41+87.96
#140_1D04 10.33+11.1 11877.9141540.12|13313.63+1153.17 |12241.894507.78
#107 1E04 27.13+0 2243.59+1149.68 | 9460.86+445.75 [10218.31+184.85
#77 _3B08 ND ND ND ND
120416 #77 _3F05 ND ND ND ND
#140 1HO5 ND 7228.09+2458.95 | 9102.68+951.49 |[8421.16+1133.13
#106 _1H11 ND 2302.70+1001.15 | 4517.55+1165.76 | 3593.52+898.22
120417 | #113_1F04 ND ND 8.12+1.53 ND
#140_3F06 ND 5594.96+658.74 6297.21+312.43 [ 6771.151+403.97
EXp. clone OCV-501+5 OCV-501+9 WT1-35
#106_3D02 [ 10749.32+3839.2 | 7544.474+2250.98
120410 |#77.3B08 3.03+0 36.88+49.26 NT
#107 _1E02 | 16233.51+29.21 | 16614.37+361.26
#140_1D04 | 12691.97+753.57 | 13718.67+644.33
#107_1E04 | 10369.6+220.14 9238.244548.58 15.46+16.62
#77_3B08 0.54+0 3.02+4.08 30.841+0
120416 #77 _3F05 ND ND ND
#140 _1HOS5 | 9153.63+562.07 [ 7342.38+830.53 ND
#106_1H11 | 2630.98+604.56 | 2341.75+563.77 ND
120417 | #113_1F04 ND ND ND
#140 3F06 | 3108.16+146.85 | 2753.77+397.19 ND

Unit: pg/mL. NT: Not tested due to insufficient cell number. ND: Under detection limit.

<



Fig. 1 IFN-y production after 24 hours of stimulation determined by ELISA
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As shown in Table 6 and Fig. 1, AcOH and WT-1 35 did not induce IFN-y
production in all clones.

In 4 clones #107_1E02, #140_1D04 (Exp.120410), #140_1HOS
(Exp.120416), #106 1H11 (Exp.120417), OCV-501 and all the peptides
containing the sequence of OCV-501 induced similar IFN-y production.

Similar to the result of ICS, only in clone #140_3F06 (Exp.120417), the
C-terminus-added peptides induced lower IFN-y production compared to OCV-



501 and the N-terminus-added peptides. Also, in clone #106_3D02
(Exp.120410), the C-terminus-added peptides showed slightly lower IFN-y
production compared to OCV-501, and in clone #107_1E04 (Exp.120416), both
the N-terminus-added and the C-terminus-added peptides showed higher IFN-y
production compared to OCV-501. Although the mol concentrations of the
peptides in the test were not identical to each other, the difference of mol
concentration was within twofold in view of MW. The increase and decrease of
the activity exceed the difference and thus considered to be a result of change
of peptide stability due to amino acid addition.

In three clones #77_3B08, #77_3F05 and #113_1F04, IFN-y production
was not observed with any of the peptides, and non peptide-specific induction
was not observed.

Conclusion

The foregoing results demonstrate that the longer peptide (up to 25
amino acids) containing the sequence of OCV-501 can similarly induce IFN-y
production in OCV-501-specific Thl clone. Additionally, in some clones the
activity may be varied by addition of amino acids.
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