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[ patente de Modelo de Utilidad
D Registro de Disefioilndustrial

[X] Dpivision . 1 Fusion
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2, Datos del solicitante ,
Persona Natural’ N I .-.Persona Juridica lZI

INTERNATIONAL INSTITUTE OF CANCER IMMUNOLOGY, INC.

Nombre o denominacion-/.Nombre o.razén social completa

Nombre representante legal

O - pequera O Mediana O Otra O

Tipo de-empresa Micfo.
Documento de identificacion:  L1G.C. O ce O nir _. Otro-Ntimero
Nacionalidad{Pais‘de f:qnstitugidn ) iDifecciénydomicili_o mclel:tituiar o ‘ ‘ .} ‘ “-Ciud?d T
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Apellidos y Nombre Documento de identificacion Tarjeta profesional

De Paez Luz Clemencia C.C. 35.456.344 T.P.A. 23.555
Direccion y domicilio Ciudad
Carrera 4* No. 72 -35 Bogota
Direccion electrénica No. Fax Nudmero telefénico
cavelier@cavelier.com 2118650 347 36 11
En caso de haber presentado poder general para asuntos que se adelanten ante la Delegatura de Propiedad Industrial, sirvase
indicar el niimero de su radicacion o protocolo de poder general
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| CONVERSION | - | DMmISION | E FUSION
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De:
De: A | De:
A | | A

S. Comprobante de Pago No 13-0068325 Fecha : 2013/07/10

6. Anexos

E Comprobante de pago de la tasa de presentacion solicitud por $450.000.
' @ Poder, si fuere el caso con el que se acredita la representacion
IZI Documento que contiene la conversién, division o fusion de la solicitud

D Copia de la solicitud y sus anexos en formato magnético

7. Firma
Nombre y-apellidos ’ ‘ Flrma R T '
LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
EMEN - e c@ma@@é@ |
- C.C. 35!456.344 DE Usaquén ’ ‘ o Tarjeta Profeswnal 23. 555 ) :

Z&USG D\SGDINCA\ID-AF246493\WPC17075
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NOTA: Esta es una solicitud de division de la materia contenida originalmente en la solicitud de
patente No. 09.103.858 . La solicitud de division de la materia se hace como consecuencia de las
observaciones hechas por ese Despach‘o y que fueron dadas a conocer al solicitante por medio de la
resolucidén No. 32225 notificado por fijacion en lista del 23 de mayo de 2013. Por lo tanto pido que esta
solicitud de divisién de materia sea tratada con el beneficio de presentacién de la solicitud original, esto

es 23 de septiembre de 2009 vy la prioridad que alli se reivindica el 27 de febrero de 2007.

Nota: La copia basica original se encuentra en el expediente No. 09.103.858

P102-F0O5 vr6 (2012-04-19)
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METODO PARA ACTIVACION DE CELULA T AUXILIAR Y COMPOSICION

PARA USARSE EN EL METODO

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a un método para la activacion de
una célula T auxiliar, que comprende afadir un péptido WT1 y una célula
presentadora de antigeno, y de esta manera activar la célula T auxiliar, en donde
el peptido WT1 tiene una capacidad para cualquiera de una molécula de HLA-
DRB1*1501, una molécula de HLA-DPB1*0901 y una molécula de HLA-
DPB1*0501 y una composicion para el mismo, una composicion farmacéutica para
el tratamiento y/o prevencién de cancer mediante la activacién de una célula T

auxiliar y similar.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El gen WT1 (gen de tumor de Wiims 1) se identific6 como un gen
responsable para tumor de Wilms que es un cancer renal en nifios (documentos
que no son patente 1 y 2). WT1 es un factor de transcripcidon que tiene un
estructura de dedo de zinc. Al principio, el gen WT1 se consideré como un gen
supresor de tumor. Sin embargo, estudios posteriores, (documentos que no son

patentes 3, 4, 5 y 6) mostraron que el gen WT1 mas bien funciona como un
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oncogén en tumores hematopoyéticos y canceres sdlidos.

Se mostrd que un linfocito T especifico de péptido WT1 (CTL) puede
ser inducido por estimulacién in vitro de una célula mononuclear de sangre
periférica con. un péptido WT1, y dicho CTL dafa una célula cancerosa tal como
una célula de tumor hematopoyética y célula cancerosa sdlida que
endoégenamente expresa WT1. EI CTL reconoce el péptido WT1 como la forma del
complejo en el cual el péptido WT1 se une a una molécula de clase | de MHC. Por
lo tanto, dicho péptido WT1 es diferente dependiendo de los subtipos de clase | de
MHC (Documento de patente 1, documento que no es patente 7, y documento de
patente 2, 3y 4).

La existencia de una célula T auxiliar especifica para un antigeno de
cancer es importante para inducir un CTL de manera efectiva (documento que no
es patente 8). La célula T auxiliar es inducida y activada por el reconocimiento de
un complejo de una molécula de clase Il de MHC y un péptido de antigeno en una
célula presentadora de antigeno. La célula T auxiliar activada produce una citosina
tal como IL-2, IL-4, IL-5, IL-6 o interferén para ayudar al crecimiento, diferenciacién
o maduracién de una célula B. La celula T auxiliar activada también tiene una
funcion para facilitar el crecimiento, diferenciacion o maduracion de otros
subconjuntos de células T (por ejemplo, célula Tc y TD). Por lo tanto, la célula T
auxiliar activada tiene una funcidén para activar un sistema inmune al facilitar el
crecimiento o activacién de una céluia B o célula T. Por lo tanto, el mejoramiento

de una funcién de una célula T auxiliar a través de un péptido de antigeno de
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union a clase li de MHC (un péptido auxiliar) en una inmunoterapia de cancer para
incrementar el efecto de una vacuna contra el cancer se considera que es Util
(documento que no es patente 9). S6lo un péptido que se une a una molécula de
HLA-DRB10401 (documento que no es patente 10), un péptido que se une a una
molécula de HLA-DRB1*0405 y un péptido que se une a una molécula HLA-
DRB1*1502 (documento de patente 5) se encontraron como péptido auxiliar de
WT1 hasta la fecha. Por lo tanto, existe la necesidad de encontrar péptidos que se
unan cada uno a una molécula de HLA-DRB1*1501, HLA-DPB1*0901 o HLA-‘
DPB1*0501.

Ademas, se mostré que entre los péptidos auxiliares hay un péptido
auxiliar promiscuo que puede unirse a multiples moléculas de clase Il de MHC e
induce células T auxiliares (documentos que no son patente 11 y 12). Sin
embargo, es muy dificil identificar un péptido auxiliar promiscuo que se una a tres
o mas tipos y a moléculas de clase |l de MHC y ejerza un efecto suficiente.

Documento de patente 1: WO 2003/106682

Documento de patente 2: WO 2005/095598

Documento de patente 3: WO 2007/097358

Documento de patente 4. Solicitud de patente internacional No.
PCT/JP2007/074146 |

Documento de patente 5: WO 2005/045027

Documento que no es patente 1: Daniel A. Haber et al., Cell. 1990

Jun 29:61(7):1257-69.
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Documento que no es patente 2: Call KM et al., Cell.v 1990 Feb
9;60(3):509-20.

Documento que no es patente 3: Menke AL et al., Int Rev Cytol.
1998;181:1561-212. Review.

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

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

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

Documento que no es patente 7: Oka Y et al., Immunogenetics. 2000
Feb;51(2):99-107.

Documento que no es patente 8: Gao FG et al.,, Cancer Res. 2002
Nov 15;62(22):6438-41.

Documento que no es patente 9: Zeng G, J Immunother. 2001 May;
24(3):195-204

Documento que no es patente 10: Knights AJ et al., Cancer Immunol
Immunother. 2002 Jul;51(5):271-81.

Documento que no es patente 11: Sotiriadou R et al., Br J Cancer.
2001 Nov 16;85(10):1527-34.

Documento que no es patente 12: Hural JA et al., J Immunol. 2002

Jul 1;169(1):557-65.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

Problemas que han de ser resueltos por la invenciéon

El problema que ha de ser resuelto por la presente invencién es
proveer un método para la activacion de una célula auxiliar T con un péptido WT1
que tiene la capacidad para unirse a una molécula HLA-DRB1*1501, una molécula
de HLA-DPB1*0901 o una molécula de HLA-DPB1*0501 y una composicién para
el mismo, asi como una composicién farmacéutica para el tratamiento y/o

prevencion de un cancer al activar una célula T auxiliar y similar.

Medios para resolver los problemas

Como un resultado de estudios intensivos en vista de la situacién
como se describié antes, el inventor de la presente ha encontrado que entre los
péptidos WT1 que se unen a una molécula de HLA-DRB1*0405 y una molécula de
HLA-DRB1*1502, uﬁ péptido WT1 que tiene una secuencia de aminoacidos: Lys
Arg Tyr Phe Lys Leu Ser His Leu GIn Met His Ser Arg Lys His también se une a
una molécula de HLA-DRB1*1501, una molécula de HLA-DPB1*0901 y una
molécula de HLA-DPB1*0501. Por lo tanto, la presente invencién ha sido
completada.

La presente invencién provee:

(1) Un método para la activacion de una célula T auxiliar, que
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comprende afadir un péptido WT1 a una célula presentadora de antigeno, y de
esta manera activar la célula T auxiliar, en donde el péptido WT1 tiene una
capacidad para unirse a cualquiera de una molécula HLA-DRB1*1501, una
molécula HLA-DPB1*0901 y una molécula HLA-DPB1*0501;

(2) el método de conformidad con (1), en donde el péptido WT1 tiene
la capacidad para unirse a por lo menos dos de una molécula de HLA-DRB1*1501,
una molécula de HLA-DPB1*0901 y una molécula de HLA-DPB1*0501;

(3) el método de conformidad con (1) o (2), en donde el péptido WT1
ademas tiene la capacidad para unirse a una molécula de HLA-DRB1*0405 y/o
una molécula de HLA-DRB1*1502;

(4) el método de conformidad con cualquiera de (1)-(3), en donde el
péptido WT1 tiene la capacidad para unirse a una molécula de HLA-DRB1*1501,
una molécula de HLA-DPB1*0901, una molécula de HLA-DPB1*0501, una
molécula de HLA-DRB1*0405 y una molécula de HLA-DRB1*1502;

(5) el método de conformidad con cualquiera de (1)-(4), en donde el
péptido WT1 es un péptido que comprende ana secuencia de aminoacidos: Lys
Arg Tyr Phe Lys Leu Ser His Leu GIn Met His Ser Arg Lys His (SEQ ID No: 2);

(6) el método de conformidad con cualquiera de (1)-(5), en donde la
adicion del péptido WT1 a la célula presentadora de antigeno se pone en practica
mediante la adicién de un péptido WT1, la adicién de un vector de expresién que
comprende el polinucleétido que codifica el péptido WT1 o la adicién de una célula

que incluye el vector de expresion;
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(7) una composicion para activar una célula T auxiliar mediante la
adicion de un péptido WT1 a una célula presentadora de antigeno, que comprende
el péptido WT1, en donde el péptido WT1 tiene la capacidad para unirse a
cualquiera de una molécula de HLA-DRB1*1501, una molécula de HLA-
DPB1*0901 y una molécula de HLA-DPB1*0501;

(8) un método para el tratamiento o prevencién de un cancer en un
sujeto que comprende afadir un péptido WT1 a una célula presentadora de
antigeno, y de esta manera activar una célula T auxiliar, en donde el péptido WT1
tiene la capacidad para unirse a cualquiera de una molécula de HLA-DRB1*1501,
una molécula de HLA-DPB1*0901 y una molécula de HLA-DPB1*0501;

(9) una composicion farmacéutica para el tratamiento o prevencion
de cancer al activar una célula T auxiliar mediante la adicién de un péptido WT1 a
una célula presentadora de antigeno, que comprende el péptido WT1, en donde el
péptido WT1 tiene la capacidad para unirse a cualquiera de una molécula de HLA-
DRB1*1501, una molécula de HLA-DPB1*0901 y una molécula de HLA-
DPB1*0501;

(10) un anticuerpo que se une especificamente a un péptido WT1, en
donde el péptido WT1 tiene la capacidad para unirse a cualquiera de una molécula
de HLA-DRB1*1501, una molécula de HLA-DPB1*0901 y una molécula de HLA-
DPB1*0501; |

(11) un método para la determinacién de la presencia o cantidad de

un péptido WT1 en cualquiera de un sujeto HLA-DRB1*1501-positivo, HLA-
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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 que
se une especificamente al péptido WT1 contenido en la muestra;

(12) un método para el tratamiento o prevencion de un cancer, que
comprende afiadir un péptido WT1 a una célula presentadora de antigeno, y de
esta manera activar una célula T auxiliar, y administrar la célula T auxiliar activada
a un sujeto, en donde el péptido WT1 tiene la capacidad para unirse a una
molécula de HLA-DRB1*1501, una molécula de HLA-DPB1*0901 o una molécula
de HLA-DPB1*0501;

(13) una composicién farmacéutica para el tratamiento o prevencién
de un cancer, que comprende un célula T auxiliar activada con un péptido WT1, en
donde el péptido WT1 tiene la capacidad para unirse a cualquiera de una molécula
de HLA-DRB1*1501, una molécula de HLA-DPB1*0901 y una molécula de HLA-
DPB1*0501;

(14) un método para la determinacién de la presencia o cantidad de
una célula T auxiliar especifica de WT1 en cualquiera de un 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-
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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; y

(15) un método para la determinacién de la presencia o cantidad de
una ceélula T auxiliar especifica de WT1 en un 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 produccién 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 citosina o la reaccion de la célula T auxiliar indica la presencia o

cantidad de la célula T auxiliar especifica de WT1.

Efectos de la invencién

La invencién provee un método para la activacién de una célula T
auxiliar con u péptido WT1 que se une a una molécula de HLA-DRB1*1501, una
molécula de HLA-DPB1*0901, una molécula de HLA-DPB1*0501, una molécula de

HLA-DRB1*0405, y una molécula de HLA-DRB1*1502 y una composicion para el
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mismo, asi como una composicion farmacéutica para el tratamiento y/o prevencion
de un cancer al activar una célula T auxiliar y similar. Por lo tanto, es posible
activar in vivo e in vitro una célula T auxiliar en el sujeto que tiene cualquiera de
dichas moléculas de clase Il de MHC, tratar y prevenir un cancer y similar. Puesto
que aproximadamente 90% de los japoneses son cubiertos por los cinco tipos de
subclases de la clase Il de MHC, las células T auxiliares pueden ser activadas

para tratar y/o prevenir un cancer en una gama muy amplia de sujetos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 es una grafica que representa la cantidad de IFN-y
producido por célula TA28.1. En la figura, un eje longitudinal representa la
concentracion de IFN-y (pg/ml). Las graficas corresponden al “caso de cultivar
células mononucleares de sangre periférica de un .sujeto HLA-DRB1*1501-positivo
en ausencia del péptido WT1 ", "el caso de cultivar células TA28.1 en presencia
del péptido WT1 (negro)", "el caso de cultivar células mononucleares de sangre
periférica de un sujeto HLA-DRB1*1501-negativo en ausencia del péptido WT1 ",
"caso de cultivar células mononucleares de sangre periférica de un sujeto HLA-
DRB1*1501-negativo en presencia de un péptido WT1 " empezando desde la
izquierda, respectivamente.

La figura 2 es una grafica que representa las cantidades de IFN-y, IL-

4 y IL-10 producidas por celula TA28.1. En la figura, un eje longitudinal representa
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la concentracién (pg/ml). Las graficas corresponden a los valores de IFN-y, IL-4 y
IL-10 empezando desde la izquierda.

La figura 3 es una grafica que representa las cantidades de IFN-y, IL-
4 y IL-10 producidas por la célula E15.2. En la figura, un eje longitudinal
representa la concentracién (pg/ml). Las graficas corresponden a los valores de
IFN-y, IL-4 y IL-10 empezando desde la izquierda.

La figura 4 representa las producciones de IFN-y y IL-17 por células
mononucleares HLA-DPB1*0501/0501-positivas. En la figura, un eje horizontal
representa IFN-y, y un eje longitudinal representa IL-17. La figura 4a representa
las células sin estimular con el péptido WT1, y la figura 4b representa las células
estimuladas con el péptido WT1.

La figura 5 es una grafica que representa el crecimiento de células
TA28.1. En la figura, un eje Iongitudinall representa cpm (X 1‘04). Las graficas
corresponden al "caso de co-cultivar células TA28.1 con células mononucleares de
sangre periférica'sin pulsar con un péptido WT1 ", "caso de co-cultivar células
TA28.1 con células mononucleares de sangre periférica pulsadas con un péptido
WT1 (negro)", "caso de cultivar células TA28.1 con células mononucleares de
sangre periférica pulsadas con un péptido WT1 en presencia de un anticuerpo de
clase | anti-MHC ", "caso de co-cultivar células TA28.1 con células mononucleares
de sangre periférica pulsadas con un péptido WT1 en presencia de un anticuerpo
anti-HLA-DR (sombreado)", "caso de co-cultivar células TA28.1 con células

mononucleares de sangre periférica pulsadas con un péptido WT1 en presencia

1%
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de un anticuerpo anti-HLA-DQ ", "caso de co-cultivar células TA28.1 con células
mononucleares de sangre periférica pulsadas con un péptido WT1 en presencia
de un anticuerpo anti-HLA-DP " empezando desde la izéuierda, respectivamente.

La figura 6 es una grafica que representa el crecimiento de células
E15.2. En la figura, un eje longitudinal representa cpm (x 10%. Las graficas
corresponden a "el caso de co-cultivar células E15.2 con células mononucleares
de sangre periférica de un sujeto HLA-DPB1*0901-positivo sin pulsar con un
péptido WT1", "el caso de co-cultivar células E15.2 con células mononucleares de
sangre periférica de un sujeto HLA-DPB1*0901-positivo pulsadas con un péptido
WT1 (negro)", "los casos de co-cultivar células E15.2 con células mononucleares
de sangre periférica de un sujeto HLA-DPB1*0901-negativo sin pulsar con un
péptido WT1", "el caso de co-cultivar células E15.2 con células mononucleares de
sangre periférica de un sujeto HLA-DPB1*0901-negativo pulsadas con un péptido
WT1" empezando desde la izquierda, respectivamente.

La figura 7 es una grafica que representa el crecimiento de células
E15.2. En la figura, un eje longitudinal representa cpm. Las gréaficas corresponden
a "el caso de co-cultivar células E15.2 con células mononucleares de sangre
periférica sin pulsar con un péptido WT1", "el caso de co-cultivar células E15.2 con
células mononucleares de sangre periferica pulsadas con un péptido WT1
(negro)", "el caso de co-cultivar células E15.2 con células mononucleares de
sangre periférica pulsadas con un péptido WT1 en presencia de un anticuerpo de

clase | anti-MHC", "el caso de co-cultivar células E15.2 con células mononucleares
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de sangre periférica pulsadas con un péptido WT1 en presencia de un anticuerpo
anti-HLA-DR", "el caso de co-cultivar células E15.2 con células mononucleares de
sangre periférica pulsadas con un péptido WT1 en presencia de un anticuerpo
anti-HLA-DQ", y "el caso de co-cultivar células E15.2 con células mononucleares
de sangre periférica pulsadas con un péptido WT1 en presencia de un anticuerpo
anti-HLA-DP (sombreado)" empezando desde la izquierda, respectivamente.

La figura 8 es una grafica que representa el crecimiento de células
mononucleares HLA-DPB1*0501/*0501-positivas. En la figura, un eje longitudinal
representa cpm. Las graficas corresponden a "el caso sin estimulacion con un
péptido WT1" y "el caso con estimulacién con un péptido WT1" empezando desde
la izquierda, respectivamente.

La figura 9 representa que el crecimiento de células mononucleares
HLA-DPB1*0501/*0501-positivas es suprimido por anticuerpos anti-HLA-DP. En la
figura, un eje longitudinal representa cpm. Las graficas corresponden a "el caso
sin estimulacion con un péptido WT1", "el caso con estimulacién con un péptido de
control de VIH", "el caso con estimulaciéon con un peptido WT1", "el caso con
estimulacion con un péptido WT1 en presencia de un anticuerpo anti-HLA-DR", "el
caso con estimulacién con un péptido WT1 en presencia de un anticuerpo anti-
HLA-DQ" y "el caso con estimulacién con un péptido WT1 en presencia de un
anticuerpo anti-HLA-DP" empezando desde la izquierda, respectivamente.

La figura 10 es una grafica que representa el crecimiento de célula

E15.2 en los casos de usar varias concentraciones de un péptido WT1. En la
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figura, un eje longitudinal representa cpm (x 10%), y un eje horizontal representa la

concentracion del péptido WT1.

MEJOR MODO PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION

En un aspecto, la presente invencién se refiere a un método para la
activacion de una célula T auxiliar, que comprende afiadir un péptido WT1 a una
célula presentadora de antigeno, y de esta manera activar la célula T auxiliar, en
donde el péptido WT1 tiene la capacidad para unirse a cualquiera de una molécula
de HLA-DRB1*1501, una molécula de HLA-DPB1*0901 y una molécula de HLA-
DPB1*0501. En la presente invencion, el péptido WT1 se refiere a un péptido que
consiste de una parte de la secuencia de aminoacidos de proteina WT1 humana
mostrada en SEQ ID No: 1, un péptido que tiene una sustitucion, modificacion o
delecidén de uno a varios aminoacidos en la secuencia de aminoacidos, y tiene la
capacidad para unirse a cualquiera de una molécula de HLA-DRB1*1501, una
molécula de HLA-DPB1*0901 y una molécula de HLA-DPB1*0501, o un péptido en
el cual varias sustancias tales como un aminoacido, un péptido o un analogo de
las mismas puede ser unido en el N-terminal y/o el C-terminal del péptido. La
sustancia puede ser procesada, por ejemplo, por una enzima en un cuerpo vivo o
a través de un proceso tal como proceso intracelular, y finalmente el péptido WT1
se convierte en la forma que puede unirse a cualquiera de una molécula de HLA-

DRB1*1501, una molécula de HLA-DPB1*0901 y una molécula de HLA-
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DPB1*0501. La sustancia puede ser una sustancia que modula la solubilidad del
péptido WT1 de la presente invencién, o incrementa su estabilidad (resistencia a
proteasa, etc.). Alternativamente, puede ser una sustancia que suministra el
péptido WT1 de la presente invencidn especificamente, por ejemplo, a un tejido u
érgano dado, o incrementa la eficiencia de absorcién por una célula presentadora
de antigeno o similar. Alternativamente, puede ser un péptido WT1 que se restrinja
al mismo tipo de una molécula de clase | de MHC como el de un sujeto del cual se
deriva una célula presentadora de antigeno.

El péptido WT1 de la presente invencidn tiene la capacidad para
unirse a cualquiera de una molécula de HLA-DRB1*1501, una molécula de HLA-
DPB1*0901 y una molécula de HLA-DPB1*0501. Por lo tanto, el péptido WT1
puede ser un péptido que tiene la capacidad para unirse a por lo menos dos de
una molécula de HLA-DRB1*1501, una molécula de HLA-DPB1*0901 y una
molécula de HLA-DPB1*0501, o un péptido que tiene la capacidad para unirse a
una molécula de HLA-DRB1*1501 y/o una molécula de HLA-DPB1*0901 y/o una
molécula de HLA-DPB1*0501, y una molécula de clase Il de HLA distinta de las
moléculas, por ejemplo, un péptido que tiene la capacidad para unirse a una
molécula de HLA-DRB1*1501, una molécula de HLA-DRB1*0405 y/o una molécula
de HLA-DRB1*1502, un péptido que tiene la capacidad para unirse a una molécula
de HLA-DPB1*0901, una molécula de HLA-DRB1*0405 y/o una molécuia de HLA-
DRB1*1502, un péptido que tiene la capacidad para unirse a una molécula de

HLA-DPB1*0501, una molécula de HLA-DRB1*0405 y/o una molécula de HLA-
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DRB1*1502, o un péptido que tiene la capacidad para unirse a una molécula de
HLA-DRB1*1501, una molécula de HLA-DPB1*0901, una molécula de HLA-
DPB1*0501, un'a molécula de HLA-DRB1*0405 y/o una molécula de HLA-
DRB1*1502. Debido a que un péptido WT1 que tiene una secuencia de
aminoacidos: Lys Arg Tyr Phe Lys Leu Ser His Leu GIn Met His Ser Arg Lys His
(SEQ ID No: 2) tiene la capacidad para unirse a una molécula de HLA-
DRB1*1501, una molécula de HLA-DPB1*0901, una molécula de HLA-
DPB1*0501, una molécula de HLA-DRB1*0405 y una molécula de HLA-
DRB1*1502, el péptido WT1 que tiene dicha secuencia de aminoacidos es
preferible. En general, un péptido de unién a clase Il de MHC consiste de 10-25
aminoacidos. Por lo tanto, el péptido WT1 preferiblemente tiene una secuencia de
aminoacidos que consiste de 10-25 aminoacidos.

El péptido WT1 de la presente invencion se puede sintetizar por
métodos generalmente usados en la técnica o modificaciones de los mismos.
Dichos métodos 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; y lyakuhin No Kaihatsu (Zoku), Vol. 14, Peptide-Gosei,
Hirokawa - Book store, 1991.

El péptido WT1 de la presente invencion también se puede preparar
usando técnicas de ingenieria genética basadas en la informacién acerca de la

secuencia de nuclebtidos que codifica el péptido WT1. Dichas técnicas de
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ingenieria genética son bien conocidas por un experto en la técnica.

La célula presentadora de antigeno se refiere a una célula tal como
una célula dendritica que puede presentar el péptido WT1 junto con una molécula
de clase Il de MHC a una célula T auxiliar o similar. Por lo tanto, un sujeto del cual
la célula presentadora de antigeno se deriva debe tener la misma subclase de
clase Il de MHC (por ejemplo, HLA-DRB1*1501, HLA-DPB1*0901, HLA-
DPB1*0501, HLA-DRB1*0405 o HLA-DRB1*1502) como aquella a la cual se une
el péptido WT1 anadido.

En general, una célula T auxiliar es activada por el reconocimiento de
un péptido de antigeno a través de una molécula de clase Il de MHC sobre la
superficie de una célula presentadora de antigeno por complejo TCR-CD3 sobre la
superficie de la célula T, y la estimulacién de una integrina sobre la superficie de la
célula T por un ligando de integrina sobre la superficie de la célula presentadora
de antigeno. En la presente invencion, la activacién de la célula T auxiliar abarca
no sélo la activacién de la célula T auxiliar sino también la induccién y crecimiento
de la célula T auxiliar. Como se describi6é antes, la célula T auxiliar activada tiene
una funcién para activar un sistema inmunolégico al incrementar la induccién,
crecimiento o activacién de una célula B o célula T. Por lo tanto, el método para la
activacion de una célula T auxiliar de la presente invenciéon se puede usar como
una terapia con adyuvante en el tratamiento de un cancer o similar.
Alternativamente, la célula T auxiliar activada in vitro usando el método de la

presente invencion se puede usar para tratar o prevenir un cancer o similar, o se
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puede usar como una terapia con adyuvante en el mismo. La activacién de la
célula T auxiliar se puede determinar midiendo la cantidad de la produccién o
secrecion de una citocina tal como un interferén y una interleucina, y similares.

La adicion del péptido WT1 a las células presentadoras de antigeno
puede ponerse en practica directamente mediante a adicion del péptido WT1, o
indirectamente mediante la adicion de un vector de expresidn que comprende un
polinucleétido que codifica el péptido WT1 o la adicion de una célula que
comprende el vector de expresion. El vector de expresion que comprende el
polinucleétido que codifica el péptido WT1, y la célula que comprende el vector de
expresion pueden ser producidos por el método bien conocidos por un experto en
la técnica.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a una composicion
para activar una célula T auxiliar mediante la adicién de un péptido WT1 a una
célula presentadora de antigeno, que comprende el péptido WT1, en donde el
péptido WT1 tiene la capacidad para unirse a cualquiera de una molécula de HLA-
DRB1*1501, una molécula de HLA-DPB1*0901 y una molécula de HLA-
DPB1*0501. Cuando la composicion de la presente invencion se administra a un
sujeto HLA-DRB1*1501, HLA-DPB1*0901 o HLA-DPB1*0501-positivo, un sistema
inmunolégico en el sujeto es activado por la activacién de la célula T auxiliar en el
sujeto. El gen WT1 se expresa a niveles altos en varios canceres y tumores
incluyendo tumores hematopoyéticos tales como leucemia, sindrome

mielodisplasico, mieloma muitiple o linfoma maligno, y canceres sélidos tales
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como cancer gastrico, cancer de colon, cancer de pulmén, cancer de mama,
cancer de células germinales, cancer hepatico, cancer de la piel, cancer de vejiga,
cancer de préstata, cancer de utero, cancer cervical o cancer de ovario. Por lo
tanto, la composiciéon de la presente invencién se puede usar como una terapia
con adyuvante en el tratamiento o prevencién de un cancer. Alternativamente, la
célula T auxiliar activada usando la composicion de la presente invencion se
puede usar, por ejemplo, como un adyuvante en el tratamiento de un cancer.

Como se describié antes, el péptido WT1 de la presente invencién
puede ser un péptido que tiene la capacidad para unirse a por lo menos dos de
una molécula de HLA-DRB1*1501, una molécula de HLA-DPB1*0901 y una
molécula de HLA-DPB1*0501, o un péptido que tiene la capacidad para unirse a
una molécula de HLA-DRB1*1501 y/o una molécula de HLA-DPB1*0901 y/o una
molécula de HLA-DPB1*0501, y una molécula de clase Il de MHC distinta de las
mismas. Por lo tanto, siempre que las células presentadoras de antigeno se
deriven de un sujeto positivo para una subclase de clase Il de MHC a la cual el
péptido WT1 de la presente invencion se puede unir, se puede producir el efecto
de activar la célula T auxiliar de la composicion de la presente invencién.

La composicion de la presente invencion puede comprender ademas
del péptido WT1, por ejemplo, un vehiculo, un excipiente, un aditivo o similar.
Debido a que el péptido WT1 comprendido en la composicion de la presente
invencién activa el peéptido auxiliar especificamente al péptido WT1, la

composicién puede comprender un péptido WT1 restringido por clase | de MHC, o
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se puede usar con el péptido.

El método para usar la composicién de la presente invenciéon se
puede seleccionar apropiadamente dependiendo de las condiciones tales como la
activacién deseada de la célula T auxiliar, el estado de la célula presentadora de
antigeno. Ejemplos de dichos métodos incluyen, pero no se limitan a,
administracion  intradérmica, administracién  subcutanea, administracion
intramuscular, administraciéon intravenosa, administracion nasal y administracién
oral, y la adicién a un medio de cultivo de la célula presentadora de antigeno. La
cantidad del péptido WT1 comprendida en la composicidn de la presente
invencion, asi como la forma, el nimero de veces de uso y similares de la
composicion de la presente invencion se pueden seleccionar apropiadamente
dependiendo de condiciones tales como la activacion deseada de la célula T
auxiliar, el estado de la célula presentadora de antigeno.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a una
composicion para activar una célula T auxiliar mediante la adicién de un péptido
WT1 a una célula presentadora de antigeno, que comprende un vector de
expresion que comprende un polinucleétido que codifica el péptido WT1 o una
celula que comprende el vector de expresién, en donde el péptido WT1 tiene la
capacidad para unirse a cualquiera de una molécula de HLA-DRB1*1501, una
molécula de HLA-DPB1*0901 y una molécula de HLA-DPB1*0501. El vector de
expresion que comprende el polinucledtido que codifica el péptido WT1 y la célula

gue comprende el vector de expresion se descrito anteriormente.
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En otro aspecto, la presente invencion se refiere al uso de un vector
de expresion que comprende un polinucleétido que codifica un péptido WT1, o una
célula que comprende el vector de expresion para la fabricacién de la
composicion.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un equipo
para activar una célula T auxiliar mediante la adicién de un péptido WT1 a una
célula presentadora de antigeno, que comprende el péptido WT1, en donde el
péptido WT1 tiene la capacidad para unirse a cualquiera de una molécula de HLA-
DRB1*1501, una molécula de HLA-DPB1*0901 y una molecula de HLA-
DPB1*0501. Preferiblemente, el equipo se usa en el método para la activacion de
una célula T auxiliar. El equipo de la presente invenciéon puede comprender
ademas del péptido WT1, por ejemplo, un medio de obtener una célula
presentadora de antigeno, un medio para determinar la actividad de una célula T
auxiliar o similar. En general, una instruccién manual se anexa al equipo. Al usar el
equipo de la presente invencion, las células T auxiliares pueden ser inducidas de
manera eficiente.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un equipo para
activar una célula T auxiliar mediante la adicién de un péptido WT1 a una célula
presentadora de antigeno, que comprende un vector de expresién que comprende
un polinucleétido que codifica un péptido WT1, o una célula que comprende el
vector de expresiéh, en donde el péptido WT1 tiene la capacidad para unirse a

cualquiera de una molécula de HLA-DRB1*1501, una molécula de HLA-
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DPB1*0901 y una molécula de HLA-DPB1*0501.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un método para el
tratamiento o prevencion de un cancer en un sujeto, que comprende afadir un
péptido WT1 a una célula presentadora de antigeno, y de esta manera activar una
célula T auxiliar, en donde el péptido WT1 tiene la capacidad para unirse a
cualquiera de una molécula de HLA-DRB1*1501, una molécula de HLA-
DPB1*0901 y una molécula de HLA-DPB1*0501. El método de la presente
invenciéon es un método en el cual un sistema inmunolégico en el sujeto es
activado por la activacién de una célula T auxiliar, y un cancer en el sujeto es
tratado o prevenido. La adicién del péptido WT1 a las células presentadoras de
antigeno puede ser puesta en practica directamente mediante la adicién del
péptido WT1, o indirectamente mediante la adicion de un vector de expresion que
comprende un polinucleétido que codifica el péptido WT1 o la adicién de una
célula que comprende el vector de expresion.

Como se describié antes, la célula T auxiliar reconoce el complejo de
cualquiera de las moléculas de clase Il de MHC, particularmente una molécula de
HLA-DRB1*1501, una molécula de HLA-DPB1*0901 o una molécula de HLA-
DPB1*0501 y el péptido WT1. Por lo tanto, el sujeto es un sujeto que tiene una
molécula de clase Il de MHC a la cual el péptido WT1 se une, por ejemplo, sujeto
HLA-DRB1*1501-positivo, HLA-DPB1*0901-positivo o HLA-DPB1*0501-positivo.
Como se describidé antes, el péptido WT1 de la presente invencién puede ser un

péptido que tiene la capacidad para unirse a por lo menos dos de una molécula de
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HLA-DRB1*1501, una molécula de HLA-DPB1*0901 y una molécula de HLA-
DPB1*0501, o un péptido que tiene la capacidad para unirse a una molécula de
HLA-DRB1*1501 y/o una molécula de HLA-DPB1*0901 y/o una molécula de HLA-
DPB1*0501, y una molécula de clase Il de MHC distinta de las mismas. Por lo
tanto, en tal caso, es posible tratar o prevenir un cancer en un sujeto positivo para
una sublclase de clase Il de MHC a la cual el péptido WT1 de la preéente
invencion se puede unir. El cancer que se ha de tratar o prevenir puede ser
cualquiera, y ejemplos del mismo 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 pulmoén,
cancer de mama, cancer de células germinales, cancer hepatico, cancer de la piel,
cancer de vejiga, cancer de prostata, cancer de Utero, cancer cervical o cancer de
ovario. Ademas, el método de la presente invencién se puede usar con un método
para el tratamiento o prévencién de un cancer con un péptido WT1 restringido por
molécula de clase | de MHC o una composicién farmacéutica para el mismo.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion
farmacéutica para el tratamiento o prevencion de uh cancer en un sujeto al activar
una célula T auxiliar mediante la adicion de un péptido WT1 a una célula
presentadora de antigeno, que comprende el péeptido WT1, en donde el péptido
WT1 tiene la capacidad para unirse a cualquiera de una molécula de HLA-
DRB1*1501, una molécula de HLA-DPB1*0901 y una molécula de HLA-

DPB1*0501. El gen WT1 se expresa a altos niveles en varios canceres y tumores
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incluyendo 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 la piel, cancer de vejiga,
cancer de proéstata, cancer de utero, cancer cervical o cancer de ovario. Por lo
tanto, la composicién farmacéutica de la presente invencién se puede usar para el
tratamiento o prevencidn de un cancer.

Como se describié antes, el péptido WT1 de la presente invencion
puede ser un péptido que tiene la capacidad para unirse a por lo menos dos de
una molécula de HLA-DRB1*1501, una molécula de HLA-DPB1*0901 y una
molécula de HLA-DPB1*0501, o un péptido que tiene la capacidad para unirse a
una molécula de HLA-DRB1*1501 y/o una molécula de HLA-DPB1*0901 y/o una
molécula de HLA-DPB1*0501, y una molécula de clase |l de MHC distinta de las
mismas. Por lo tanto, siempre que la célula presentadora de antigeno se derive de
un sujeto positivo para una subclase de la clase Il de MHC a la cual el péptido
WT1 de la presente inQencién se puede unir, la composicion farmacéutica de la
presente invencidén se puede usar para tratar o prevenir un cancer.

Cuando la composicion farmacéutica de la presente invencién se
administra a, por ejemplo, un sujeto HLA-DRB1*1501-positivo, HLA-DPB1*0901-
positivo o HLA-DPB1*0501-positivo, un sistema inmunolégico en un sujeto puede
ser activado por la activacion de la célula T auxiliar por el péptido WT1

comprendido en la composicion farmacéutica, tratando o previniendo asi un
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cancer. Por lo tanto, la composicion farmacéutica de la presente invenciéon se
puede usar junto con el método para el tratamiento o prevencién de un cancer o la
composicion farmacéutica para el mismo.

La composicion farmacéutica de la presente invencion puede
comprender ademas del péptido WT1 como un ingrediente activo, por ejemplo, un
vehiculo, un excipiente o similar. El péptido WT1 comprendido en la composicién
farmacéutica de la presente invencidén se une a una molécula de clase [| de MHC
sobre la superficie de una célula presentadora de antigeno y activa una célula T
auxiliar. Por lo tanto, la composicién farmacéutica de la presente invencidon
ademas puede comprende un activador, factor de crecimiento, inductor o similar
de la célula T auxiliar, o puede comprender un péptido WT1 restringido por clase |
de MHC.

El método para administrar la composicion farmacéutica de la
presente invencién se pueden seleccionar apropiadamente dependiendo de
condiciones tales como el tipo de enfermedad, la condicién del sujeto o sitio
objetivo. Ejemplos de dichos métodos incluyen, pero no se limitan a,
administracién  intradérmica, administracion  subcutanea, administracién
intramuscular, administracion intravenosa, administracién nasal y administracion
oral. La cantidad del péptido comprendido en la composicién farmacéutica de la
presente invencién, asi como la forma de dosis, el nimero de veces de la
administracién y similares de la composicion farmacéutica de la presente

invencién se pueden seleccionar apropiadamente dependiendo de condiciones
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tales como el tipo de enfermedad, la condicién del sujeto o el sitio objetivo. La
dosis individual del péptido es usualmente, 0.0001 mg - 1000 mg, preferiblemente,
0.001 mg - 1000 mg.

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a una
composicion farmacéutica para el tratamiento o prevencién de un cancer en un
sujeto al activar una célula T auxiliar mediante la adicion de un péptido WT1 a una
célula presentadora de antigeno, que comprende un vector de expresidn que
comprende un polinucleétido que codifica el péptido WT1, o una célula que
comprende el vector de expresion, en donde el péptido WT1 tiene la capacidad
para unirse a cualquiera de una molécula de HLA-DRB1*1501, una molécula de
HLA-DPB1*0901 y una molécula de HLA-DPB1*0501.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere al uso de un
péptido WT1, un vector de expresidbn que comprende un polinucledtido que
codifica el péptido WT1, o una célula que comprende el vector de expresion para
la fabricacic’)n de la composicion farmacéutica.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un anticuerpo que
se une especificamente a un péptido WT1, en donde el péptido WT1 tiene la
capacidad para unirse a cualquiera de una molécula de HLA-DRB1*1501, una
molécula de HLA-DPB1*0901 y una molécula de HLA-DPB1*0501. El anticuerpo
de la presente invencién se puede preparar por el medio o método conocido por el
experto en la técnica. El anticuerpo de la presente invencién se puede usar para el

diagnéstico de varios canceres, pronéstico de los mismos o similar.
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En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método para la

determinacion de la presencia o cantidad de un péptido WT1 en un sujeto HLA-

DRB1*1501-positivo, HLA-DPB1*0901-positivo o 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 que

se une especificamente al péptido WT1 contenido en la muestra. Por ejemplo, es
posible diagnosticar un cancer, pronosticar el mismo o similar al incubar el
anticuerpo anti-WT1 con una muestra de un sujeto HLA-DRB1*1501-positivo,
HLA-DPB1*0901-positivo 0 HLA-DPB1*0501-positivo, o administrar el anticuerpo
anti-WT1 a un sujeto HLA-DRB1*1501-positivo, HLA-DPB1*0901-positivo o HLA-
DPB1*0501-positivo, y determinar, por ejemplo, la posicion, sitio o cantidad del
mismo. El anticuerpo anti-WT1 de la presente invencidn se refiere a un anticuerpo
que especificamente puede reconocer el péptido WT1 de la presente invencién. El
anticuerpo anti-WT1 puede ser un anticuerpo monoclonal o anticuerpo policlonal.
El anticuerpo anti-WT1 puede ser marcado. Un marcador conocido tal como un

marcador fluorescente o un marcador radioactivo se puede usar como un

marcador. Al marcarlo, la presencia o cantidad del péptido WT1 se puede

determinar facilmente y rapidamente.
En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un equipo para la

determinacion de la presencia o cantidad de un péptido WT1 que comprende el
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anticuerpo anti-WT1 como un componente esencial.
Ademas, en la determinacion de la presencia o cantidad del péptido
WT1, cuando el péptido WT1 tiene la capacidad para unirse a una molécula de

HLA-DRB1*0405 y/o una molécula de HLA-DRB1*1502, es posible determinar la

- presencia o cantidad del péptido WT1 en un sujeto con dicha subclase de la clase

Il de MHC.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion
farmacéutica para el tratamiento o prevencion de un cancer, que comprende una
célula T auxiliar activada con un péptido WT1, en donde el péptido WT1 tiene la
capacidad para unirse a cualquiera de una molécula de HLA-DRB1*1501, una
molécula de HLA-DPB1*0901 y una molécula de HLA-DPB1*0501. EIl cancer es
tratado o prevenido por la induccién, crecimiento o activacion de una célula B o
célula T por la célula T auxiliar activada. Por lo tanto, la composicidén farmacéutica
de la presente invenciéon en este aspecto se puede usar junto con otro método
para el tratamiento o prevencion de un cancer o composicion farmacéutica para el
mismo. La activacion de la célula T auxiliar con el péptido. WT1 abarca no sélo la
activacién directa con el péptido WT1 sino también la activacion indirecta con un
vector de expresion que comprende un polinucledtido que codifica el péptido WT1
0 una célula que comprende el vector de expresion.

La composicion farmacéutica de la presente invencion puede
comprender, ademas de la célula T auxiliar activada como un ingrediente activo,

por ejemplo, un vehiculo, un excipiente o similar. EI método para administrar la
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composicién farmacéutica de la presente invencién se puede seleccionar
apropiadamente dependiendo de condiciones tales como el tipo de enfermedad, la
condicion del sujeto o el sitio objetivo. Ejemplos de dichos métodos incluyen, pero
no se limitan a, administracion intradérmica, administracion subcutanea,
administracion intramuscular, administracion iptravenosa, administracion nasal y
administracion oral. La cantidad de la célula T auxiliar corhprendida en la
composicion farmacéutica de la presente invencién, asi como la forma de dosis, el
numero de veces de la administracion y similares de la composicion farmaceutica
de la presente invencidén se pueden seleccionar apropiadamente dependiendo de
una condicion tal como el tipo de enfermedad, la condiciéon del sujeto o el sitio
objetivo.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método para el
tratamiento o prevencion de un cancer, que comprende anadir un péptido WT1 a
una célula presentadora de antigeno, y de esta manera activar una célula T
auxiliar, y administrar la célula T auxiliar activada a un sujeto, en donde el péptido
WT1 tiene la capacidad para unirse a cualquiera de una molécula de HLA-
DRB1*1501, una molécula de HLA-DPB1*0901 y una molécula de HLA-
DPB1*0501.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere al uso de un péptido
WT1 para la fabricacion de la composicion farmacéutica que comprende una
célula T auxiliar activada.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un método
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para determinar la presencia o cantidad de una célula T auxiliar especifica de WT1
en cualquiera de un 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 moléecula 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. La muestra del sujeto puede ser
cualquiera siempre que haya una posibilidad de que contenga un linfocito.
Ejemplos de las muestras incluyen fluidos corporales tales como sangre o linfa y
un tejido. El 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 se puede
preparar, por ejemplo, como un tetramero o pentamero usando un método
conocido por un experto en la técnica tal como el método de biotina-estreptavidina.
La presencia o cantidad de la célula T auxiliar que reconoce dicho complejo se
puede medir mediante un método conocido por un experto en la técnica. En esfe
aspecto de la presente invencion, el complejo puede ser marcado. Un marcador
conocido tal como un marcador fluorescente o un marcador radioactivo se puede
usar como un marcador. Al marcarlo, la presencia o cantidad de la célula T auxiliar
se puede determinar facilmente y rapidamente. El método de la presente invencién
en este aspecto se puede usar para diagnosticar un cancer, pronosticar el mismo

o similar.
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Por lo tanto, la presente invenciéon también provee una composicién
para la determinacién de la presencia o cantidad de una célula T auxiliar en
cualquiera de un sujeto HLA-DRB1*1501-positivo, HLA-DPB1*0901-positivo y
HLA-DPB1*0501-positivo, que comprende 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.

Ademads, la presente invencion provee un equipo para la
determinacion de la presencia o cantidad de una célula T auxiliar en un sujeto
HLA-DRB1*1501-positivo, HLA-DPB1*0901-positivo o HLA-DPB1*0501-positivo,
que comprende 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.

Ademas, en la determinacién de la presencia o cantidad de la célula
T auxiliar, cuando el péptido WT1 tiene la capacidad para unirse a una molécula
de HLA-DRB1*0405 y/o una molécula de HLA-DRB1*1502 en la determinacién de
la presencia o cantidad de la célula T auxiliar, es posible determinar la presencia o
cantidad de la célula T auxiliar en un sujeto con dicha subclase de la clase Il de
MHC. En tal caso, se usa un complejo de un péptido WT1 y una molécula de clase
Il de MHC a la cual se une el péptido WT1.

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a un método
para obtener una célula T auxiliar usando un complejo de un péptido WT1 y una

molécula de HLA-DRB1*1501, una molécula de HLA-DPB1*0901 o una molécula
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de HLA-DPB1*0501, que comprende:

(a) hacer reaccionar una muestra con el complejo; y

(b) obtener una célula T auxiliar que reconoce el complejo contenido
en la muestra. El complejo se describidé anteriormente. La muestra puede ser
cualquiera siempre que haya una posibilidad de que contenga un linfocito.
Ejemplos de las rr]uestras incluyen una muestra de un sujeto tal como sangre y un
cultivo de células. La célula T auxiliar que reconoce el complejo se puede obtener
usando un método conocido por un experto en la técnica tal como FACS o MACS.
La presente invencion permite cultivar la célula T auxiliar obtenida y usarla para el
tratamiento o prevencion de varios canceres.

Por lo tanto, la presente invencién también se refiere a una célula T
auxiliar que es obtenible por un método para obtener una célula T auxiliar usando
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. |

Ademas, la presente invencién se refiere a un equipo para obtener
una célula T auxiliar, que comprende 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.

Ademas, al obtener la célula T auxiliar, cuando el péptido WT1 tiene
la capacidad para unirse a una molécula de HLA-DRB1*0405 y/o una molécula de
HLA-DRB1*1502, es posible obtener una célula T auxiliar que reconoce un

complejo de dicha subclase de la clase Il de MHC y un péptido WT1. En tal caso,
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se usa el complejo del péptido WT1 y una molécula de clase Il de MHC a la cual
se une.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método para la
determinacion de la pre_sencia o cantidad de una célula T auxiliar especifica de
WT1 en un 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 pleqral, célula en
fluido cerebroespinal, célula de médula ésea o célula de nodo linfatico con un
péptido WT1; y

(b) determinar la produccién de una citocina o la reaccién de la célula
T auxiliar,

en donde una presencia o un incremento en la cantidad de la
produccion de la citocina o la reaccion de la célula T auxiliar indica la presencia o
cantidad de la célula T auxiliar especifica de WT1. Las células tales como la célula
mononuclear de sangre periférica, linfocito invasivo, célula tumoral, célula en fluido
ascitico, célula en fluido pleural, célula en fluido cerebroespinal, célula de médula
O0sea o célula de nodo linfatico usadas en el método de la presente invencién
puede ser derivada de un sujeto sano o un paciente con cancer. Al usar las células
de un sujeto sano, es posible determinar si el sujeto padece o no un cancer, si el

sujeto tiene o no predisposicion al mismo o similar. Al usar las células de un



10

15

20

£

paciente con cancer, es posible predecir si la WT1-inmunoterapia tiene o no un
efecto sobre el paciente con cancer o similar. La estimulacién de las celulas con el
péptido WT1 puede ser puesta en practica in vitro o in vivo. Debido a la facilidad,
es preferible la estimulacién in vitro. La presencia de la produccién de la citocina o
la reaccion de la célula T auxiliar, o la cantidad de la produccién de la citocina o la
reaccién de la célula T auxiliar se puede determinar por un método conocido.

Los siguientes ejemplos ilustran la presente invencidn con mas

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

1. Preparacion de célula presentadora de antigeno

Células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se separaron
de sangre periférica que habia sido recolectada de un donador sano (HLA-
DRB1*1501-positivo, HLA-DPB1*0901-positivo o HLA-DPB1*0501-positivo). Las
PBMCs se sembraron en una placa de plastico de 6 pozos a la densidad de 1 x
107 células/pozo en 1% de suero AB (Nabi, Miami, FL), medio X-VIVO 15
(Cambrex), y se cultivaron durante 2 horas. Después del cultivo, las células en
suspensién se removieron y las células adherentes restantes se cultivaron en
1000 IU/ml IL-4 (PeproTech), 1000 1U/mi GM-CSF (PeproTech), 1% de suero AB y
medio X-VIVO 15. El dia 2 y el dia 4, el medio se cambid, y se anadieron IL-4 y

GM-CSF. El dia 6, 100 IU/ml de FNT-a se afiadié a una célula presentadora de
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2. Induccién de célula T CD4-positiva especifica de péptido WT1

Las células T CD4-positivas se separaron de sangre derivada del

mismo donador usando RosetteSep para la separacién de células T CD4-positivas
(células madre). Las células T CD4-positivas (3 x 10° células) se afiadieron a cada
pozo de una placa de 24 pozos. Fueron estimuladas con células presentadora de
antigenos autdlogas (3 x 10° células) que habian sido pulsadas con 20 pg/ml de
péptido WT1 (SEQ ID No: 2), e irradiadas con 25 Gy de radiacién. El dia siguiente
después de la estimulacidén, se afadié 20 |IU/mi de IL-2. Asimismo, las células T
CD4-positivas estimuladas fueron estimuladas usando las células presentadoras
de antigeno pulsadas con 20 ug/mi de péptido WT1 cada dos semanas. Ademas,
el medio se cambié al medio que contenia IL-2 cada dos dias después de la
segunda estimulacion. Las células T CD4-positivas inducidas por un total de tres
veces de estimulacién (células T HLA-DRB1*1501 y HLA-DPB1*0901-positivas se
definieron como célula TA28.1 y célula E15.2, respectivamente) se usaron para los

siguientes experimentos.
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3. Medicion de IEN-y

Células TA28.1 y células mononucleares de sangre periférica de un
sujeto del cual se derivaron las células TA28.1 se cultivaron en presencia de 20
pg/ml de péptido WT1 durante 24 horas. Después del cultivo, la cantidad de [FN-y
en el sobrenadante se cuantificé usando equipo de ELISA. Como un control, se
usé una célula mononuclear de sangre periférica de un sujeto HLA-DRB1*1501-
negativo. Los resultados se muestran en la figura 1. Se confirm6 que la célula
TA28.1 reconoce el péptido WT1 especificamente a una molécula de HLA-
DRB1*1501 para incrementar la cantidad producida de IFN-y (es decir, activacion).

Ademas, se confirmd que la célula TA28.1 y la célula E15.2 no
produce IL-4 y IL-10 usando equipo ELISA. Los resultados se muestran en las
figuras 2 y 3. Se confirmé que la célula TA28.1 y célula E15.2 son células Th1.

Se usaron células mononucleares HLA-DPB1*0501/*0501-positivas
para llevar a cabo los siguientes experimentos. Las células se suspendieron en X-
VIVO (1% de suero AB), y se afiadieron 20 pg/ml de péptido WT1, 10 pg/mi de
Brefeldin Ay 0.5 ug/ml de CD28/49d. Se incubaron a 37°C con 5% de CO, durante
4 horas. Como un control, se us6 una célula incubada sin la adiciéon de un péptido
WT1. Después de lavarse con regulador de pH, se afadieron un anticuerpo anti-
CD3-perCP y un anticuerpo anti-CD4-APC, y se incubaron a 4°C durante 30
minutos. Después de lavarse con regulador de pH, las células se fijaron y se
permeabilizaron usando BD Cytofix/Cytoperm (4°C, 20 minutos). Después de

lavarse con regulador de pH BD Perm/Wash, se anadieron anti-INF-y-FITC (BD,
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clone: B27) y anti-IL-17-PE (eBioscience, clon: eBio64DEC17), y se incubaron a
4°C durante 30 minutos. Después de lavarse con regulador de pH, las células se
analizaron con FACSAria. Los resultados se muestran en la figura 4. Se confirmé

que un crecimiento de células mononucleares HLA-DPB1*0501-positivas, y se

produjo IFN-y y [L-17.

4. Prueba de crecimiento

La prueba de crecimiento se realiz6 mediante el método de
incorporacion [*H]-timidina. Células TA28.1 (3 x 10* células) y células
mononucleares de sangre periférica (HLA-DRB1*1501-positivas; células 1 x 10°)
qgue habian sido pulsadas con el péptido WT1s e irradiadas se co-cultivaron en
una placa de 96 pozos. Después de co-cultivarse durante 80 horas, se afadié
37kBg/pozol [*H]-timidina (Amersham Biosciences). Se incubaron durante otras 16
horas, y se midieron usando un contador de B-escintilacidn. Las mediciones se
representaron como conteo/minuto (cpm). Como un control, se usdé una célula
mononuclear de sangre periférica sin pulsar con un péptido. Ademas, a fin de
confirmar que la sefal de activacién es especifico para una molécula de HLA-
DRB1*1501, se usaron un anticuerpo de clase | anti-MHC, anticuerpo anti-HLA-
DR, anticuerpo anti-HLA-DQ y anticuerpo anti-HLA-DP. Los resultados se
muestran en la figura 5. Se confirmé que las células TA28.1 fueron activadas por
una sefal a través del péptido WT1 y HLA-DRB1*1501, y crecieron. Ademas se

confiirmé que el crecimiento fue especifico para HLA-DRB1*1501, porque fue

(5(0



10

15

20

A

suprimido por el anticuerpo anti-HLA-DR.

Asimismo, las células E15.2 se usaron para realizar la prueba de
crecimiento. Como un control adicional, se usaron células mononucleares de
sangre periférica de un sujeto HLA-DPB1*0901-negativo. Los resultados se
muestran en las figuras 6 y 7. Se confirmé que las células E15.2 fueron activadas
por una sefial a través del péptido WT1 y HLA-DPB1*0901, y crecieron. Ademas
se confirmé que el crecimiento es especifico para HLA-DPB1*0901, porque es
suprimido por el anticuerpo anti-HLA-DP.

Ademas, se usaron células mononucleares HLA-DPB1*0501/*0501-
positivas para realizar la prueba de crecimiento. Como un control, también se usé
una célula mononuclear de sangre periférica de un sujeto HLA-DPB1*0501-
negativo. Los resultados se muestran en las figuras 8 y 9. Se confirmé que células
mononucleares HLA-DPB1*0501/*0501-positivas fueron activadas por una senal a
través del péptido WT1 y HLA-DPB1*0501, y crecieron. Ademas se confirmé que
el crecimiento es especifico para HLA-DPB1*0501, porque es suprimido por el
anticuerpo anti-HLA-DP.

Ademas, se realizé la prueba de crecimiento de las células E15.2 con
varias concentraciones del péptido WT1. La concentracién del péptido WT1 usado
fue 0.08, 0.4, 2, 10, 50, 100 o 150 yg/ml. Los resultados se muestran en la figura
10. Se confirmé que los péptidos WT1 hacen crecer las células E15.2 de una

manera dependiente de la concentracién.

B\
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Aplicabilidad _industrial

La presente invencion provee un método para la activacién de una
célula T auxiliar con un péptido WT1 que tiene la capacidad para unirse a una
molécula de HLA-DRB1*1501, una molécula de HLA-DPB1*0901 o una molecula
de HLA-DPB1*0501 y una composicién para el mismo, asi como una composicion
farmacéutica para el tratamiento y/o prevencién de un céncer al activar una célula
T auxiliar y similares. Por lo tanto, la presente invencion se puede usar en los
campos de medicina y similares, por ejemplo, en los campos de desarrollo y
preparacién de una composicion farmacéutica para la prevencién o tratamiento de
varios tumores hematopoyéticos y canceres sélidos que expresan gen WT1 a

niveles elevados.

{g<'\/
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NOVEDAD DE LA INVENCION

REIVINDICACIONES

5 1.- Un método in vitro para la determinacién 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 que se une
10 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
15 2) Un péptido que consiste de 25 aminoacidos 0 menos que conserva la

region que corresponde a la secuencia SEQ ID No:2

2.- El método in vitro de acuerdo con la reivindicacidén 1 caracterizado
porque la secuencia SEQ ID No: 2 o la region que comprende SEQ ID No: 2
20 contiene una sustitucién, una modificacibn, o una delecibn en uno o mas

aminoacidos.
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3.- Un método in vitro para la determinacidén de la presencia o cantidad de
una célula 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

4.- El método in vitro de acuerdo con la reivindicacion 3 caracterizado
porque la secuencia SEQ ID No: 2 o la regiéon que comprende SEQ ID No: 2
contiene una sustitucion, una modificaciobn, o una delecibn en uno o mas

aminoacidos.

5.- Un meétodo in vitro para la determinacidn 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 peéptido
5 WI1y
(b) determinar la produccién 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
‘ 10 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

15
6.- Un método in vifro de acuerdo con la reivindicacion 5 caracterizado
porque la secuencia SEQ ID No: 2 o la region que comprende SEQ ID No: 2
' contiene una sustitucién, una modificacidn, o una delecibn en uno o0 mas

aminoacidos.

20
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RESUMEN DE LA INVENCION

Se describe: un método para activar una célula T auxiliar, que
comprende el paso de anadir un péptido WT1 a una célula presentadora de
antigeno para activar la célula T auxiliar, en donde el péptido WT1 es capaz de
unirse a cualquiera seleccionada de una molécula de HLA-DRB1*1501, una
molécula de HLA-DPB1*0901 y una molécula de HLA-DPB1*0501; una
composicion para usarse en el método; un método terapéutico y/o profilactico para
cancer al activar una célula T auxiliar; una composicion farmacéutica para usarse

en el método terapéutico y/o profilactico; y otros.

SGD\SGD\ID-246486\WPC17075
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Representacion y Poder con autenticacién notarial y Apostille
para patentes, modelos de utilidad, disefios industriales,
marcas de fibrica, nombres comerciales, ensefias, nombres
de dominio, lemas comerciales, licencias.

CAVELIER 179
ABOGADOS

EDIFICIO SISKI
CARRERA 4a N° 72-35

BOGOTA, § - COLOMBIA

Representation  and  Power-of- Atterney 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 firmade (s)/1 (we), the undersigned

International Institute of Cancer Immunology, Inc.

domiciliado (s) en/of

13-9, Enoki-cho, Suita-shj,

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° 7235, Bogotd, Colombia, en
obedecimiento a lo dispuesto en el pardgrafo lo-del Articulo 543 dei
Cédige de Comercio, el primere como principal y los demds como
suplentes, en su orden, como mis (nuestros) representantes en todos Jos
asuntos de propiedad industrial con facultad para recjbir notificaciones y
nombrar 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 primers, o el
tercero al segundo. En tales casos, el representante principal, o el
primero, o scgundo suplente, en su caso, o ambos, declararin su
intencién de no ejercer la representacion mediante declaracién
autenticada por Notario Piblico en Colombia, o por Notario u otro
Funcionario Publico, 0 Cdénsul de Colombiz, en el extranjero; y si se
tratare de impedimento, con el certificado respectivo. Si alguno de los
nombrados faltare definitivamente, el sigujente tomard su lugar. Cuando
cesare la ausencia o impedimento del representante principal, o de su
primero o segundo suplentes, en su caso, podrin ejercer la
representacién, en su orden, uno u otros segin el caso, asumiéndola por
el solo hecho de ejercerla, cesando en ese momento &) ejercicio de la
representacion por el primero, segundo o tercer suplente en su caso.

Ademds, confiero (conferimos) poder a los abogados arriba nombrados,
para obtener la proteccion de mi (nuestra) propicdad industrial y contra
la competencia desleal, a cuyo efecto autorizo (amos) a los dichos
apoderados para que me (nos) representen ante cualesquiera entidades o
personas, ejerzan ¢ no jurisdiccidn, especialmente ante las del orden
administrativo, contencioso_administrativo y judicial, asi como los
tribunales de arbitramento, cn todo lo concerniente a los siguientes
asuntos: a) Obtencién de patentes de invencién, modelos de utilidad, ¥
disefios industriales; ¢l registro de marcas de fébrica, colectivas,
defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres comerciales,
ensefias, nombres de dominio, variedades vegetales y denominaciones de
origen; su renovacion, traspaso, cambio de nombre o domicilio}
cancelacién voluntaria; y €l 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 cautclares, concesién de licencias, la tutela, la
protcccién de” secretos industriales, y en general los juicios civiles,
penales, administrativos ¢ contencioso_administrativos relacionados con
estos derechos; acciones y procesos que promovamos O se nos

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEQ1-179 (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, Bogotd, 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 to receive
notifications and to appoint attorneys in and out of Court. The first
alternate shall replace the principal in case of his absence or of temporal
or definitive impediment. The same rule will apply when the second
alternate representative is to replace the first one, or when the third is to
replace the first or second aitemates in their turn, or both of them, second.
In such cases, the principal representative, or the first or second alternates
in their tumn, or both of them, shall state their intention not to act as
representatives through a declaration given before a Notary Public in
Colombia, or before a Notary or another Public Cfficial or a Colombian
Consul abroad; and in case of impediment, the appropriate certificate
shall suffice. If any of the appointees were to be definitely absent, the
foilowing alternate shall take his place, When the absence or impediment
of the principal representative, or of the first or second alternate in their
turn ceases, the representation can be.taken again in their sequence, by the
principal, the first or second alternate depending on case, and the merc
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 they may obtain the protection of my (our)
industrial property and against the unfair competition, for which purpose I
(we) authorize the said attorncys to represent me (us) before any
authorities or persons, with or without jurisdiction, specially those
administrative, administrative contentious and Jjudicial, as well as before
Arbitration Court, in all matters concerning the following: a) Obtainment
of patents, utility models and industrial designs; the registration of
trademarks, collective, defensive and service marks, slogans, commercial
names, trade embiems, domain names, vegetal varieties and
denominations of origin; its rencwal, 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 ot observations, administrative or Court
canceliation, 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 matters

they may substitute this Power of Attorney, compromise, conciliate, admit
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;953_9 cvan. Y para que en todes los asuntos arriba determinados, puedan
sustituir este mandato, transigir, conciliar, admitir los hechos del proceso,

representatives without a power of attorney.
desistir, cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los actos de agentes

oficiosos.

Dado y firmadoe hoy/Given and signed this l4th day of May r 2009
ervin 9SaKa, Japan

porby_1 @i TAKAHASHI, Representative Director and President

International Institute of Cancer Immunology, Inc.

Firma Signature

" OsiraLesal AFFARSBUREAL

[ NOTARY.

N\l 2 HIRANO-MACHI, 2-CHOME, ///
N CHUO-KU, 0SAKA JAPAN

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODE-179

the facts of the case, desist. cancel, receive, resign, and ratify acts donc by

L\Q)
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APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961) °

Country: JAPAN

This public document

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

at Osaka 6. E'A“ 2 752009

by the Ministry of Foreign Affairs

No. 2703
Seal/stamp: " 10. Signature:
Noriko KAWAHITO

For the Minister for Foreign Affairs
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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
TAKAHASHT acknowledged himself to have signed the attached Power
of Attorney in compliance with the authority bestowed on him
as the Representative Director and President of International
Institute of Cancer Immunology, Inc., a corporation organized
and existing under the laws of Japan and having a principal place
of business at 13-9, Enoki-cho, Suita-shi, Osaka, JAPAN.

At the Office of Koichiro SHIGEYOSHI, Osaka, Japan
on the 21st day of May, 2009

Koichiro SHIGEYOSHI
Neotary attached to
The Osaka Legal Affairs Bureau

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

(CNOTARY., )

N\ -2, FHRANO-MACHL 2-CHOME, //
N\ CHUO-KU, OSAKA JAPAN
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CERTIFICATE
This is to certify that the annexed Notarial Certificate has
been executed by Notary,duly authorized and practising in Osaka,
Japan, and that the Official Seal appearing on the same is genuine.

Date MAY 212009

Director of the Osaka Legal Affairs Bureau

(7'\;
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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
LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, TPA 23555, DANIlEL PENA, TPA 65620, y A
GERMAN MARIN, TPA 64239.

EXPEDIDO Y FIRMADO HOY 14 DE MAYO DE 2009 EN OSAKA, JAPON,
POR TAIJI TAKAHASHI, director representante y presidente del
INTERNATIONM INSTITUTE OF CANCER IMMUNOLOGY, INC.

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

CERTIFICACION NOTARIAL

NUMERO DE REGISTRO 334/2009

Por la presente se certifica que NOBUKC INAMOTO, agente de
TAIJI TAKAHASHI, ha afirmado en mi presencia que él1 ha
reconocido haber firmado el poder adjunto de conformidad con
la autoridad a el dada como director representante Yy
presidente de INTERNATIONAL INSTITUTE OF CANCER IMMUNOLOGY,
INC. una sbciedad organizada de conformidad con lag leyes de
Japbén y con domicilio en 13-9, Enoki-cho, Suita-shi, Osaka,
Japdn.

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

Firmado; KOICHIRO SHIGEYOSHI, notario adjunto a la Oficina de

Asuntos juridicos de Osaka.

WV@\QM% N

Beuardo Casciw MNoguoesa
TRADUCTOR OFICIAE!
Inghés - Bspafiol - Inglés
Res. 541 Febrero de 1976
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C/o Sawanotsuru Building, 1-2, Hirano-machi, 2-chome, Chuo-
ku, Osaka, Japdn.
SELLO: OFICINA DE ASUNTOS JURIDICOS DE OSAKA
NOTARIC, 1-2, HIRANC-MACHI, 2-CHOME, CHUO-KU, OSAKA, JAPON
CERTIFICACION
Por la presente se certifica que el certificado notarial
adjunto ha sido firmado por un notario debidamente autorizado
y practicante en OSAKA, JAPON, y que el sello oficial que
aparece sobre el mismo es genuino. 21 de mayo de 2009.
DIRECTOR DE LA OFICINA DE ASUNTOS JURIDICOS DE OSAKA.
APOSTILLA
(CONVENCION DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1961)
1. PAIS: JAéON
Este documento piublico
2. ha sido firmado por KOICHIRO SHIGEYOSHI
3. quien acttia en su calidad de NOTARIQO PUBLICO DE LA OFICINA
DE ASUNTOS JURIDICOS DE OSAKA
4. y 1lleva el sello/estampilla de KOICHIRO SHIGEYOSHI,
" NOTARIO PUBLICO.
CERTIFICADO
5. en OSAKA 6. el 21 de mayo de 2009
7. por el MINISTERIO DE ASUNTOS EXTERIORES
8. 2783
9ﬂ Sello: MINISTERIO DE ASUNTOS EXTERIORES, JAPON
10. Firma: NORIKO KAWAHITC, a nombre del Ministro de Asuntos

Exteriores. ECN\ECN\ID-151720\WPCL0O02G

COLC-17075-841-001-4 Bogota, 9 de junio de 2009.

@LMU&OQ&%L\

BRUnro winau & ‘\) s OL
TRADUCTOR OFIC 1\1
Ingkés -Bspafiol - Inglés
Res. 541 Febicro de 1976
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RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS
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TIPO PAGQ BANCO

*** Soporte del Pago ***
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CANT. _RENTISTICO
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