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IINVENTARIQ|

SOLICITUD

PATENTE DE INVENCION

-102%-

54. TiTU LO METODO PARA ACTIVACION DE CELULA T AUXILIAR Y

»1. EXPEDIENTE No.

COMPOSICION PARA USARSE EN EL METODO

51. CLASIFICACION INTERNACIONAL

71. SOLICITANTE INTERNATIONAL INSTITUTE OF CANCER IMMMNOLOGY. INC.

DOMICILIO 0SAKA, JAPON

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

74. APODERADO C.C. 35.456.344 de Usaquén

22. BOGOTA, D.C.,
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(I *Ila R
SUPERINTENDENGCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Industria y Comercio LTI

SUPERINTENDENCIA

Fecha 2009 09 23 ‘16 54, 23 DEP 2020 NUI:CREA\CIONE
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONAL| .
Act, 411 PRESENTACION Folios: 105 . /

S S o, [ e e v e -

~
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
SOLICITUD DE:
@ X Patente de Invencion. [ Patente de Modelo de Utilidad.
B capitulo . I capituto 11,
Nombre: INTERNATIONAL INSTITUTE OF
CANCER IMMUNOLOGY, INC,
sociedad constituida y existente bajo las B
SOLIC_I!IANTE | teyes de Japon. IDENTIFICACION
(71} A ro Erokicr cc.. 0O NIT O
ireccion: 13-9 Enoki-cho,
SUita-Shi, CE. D Otro D
Osaka 5640053, Cual
Japdn : .
Numero
Domicilio: Osaka,
Japon
Nombre: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ IDENTIFICACION
Direccién: Carrera 42 No. 72-35 c.C. NIT ]
Teléfono: 347 36 11
REPRESENTANTE| .. 115850 ce. D oro [l
O APODERADO E-mail: clientes@cavelier.com Cual
Domicilio: Bogota, Colombia. Numero 35.456.344 T.P.23.555
1. Haruo SUGIYAMA
13-9 Encki-cho,
Suita-shi,
INVENTOR (ES) Osaka 5640053,
(72) Japon
PCT (86) A
Salicitud Intermacional No. PCT/JP2008/053417 Fecha: 27 de febrero de 2008
Publicacién Internacional No. WO 2008/105462 A1 Fecha: 4 de septiembre de 2008
Titulo (54)
@ METODO PARA ACTIVACION DE CELULA T AUXILIAR Y COMPOSICION PARA
USARSE EN EL METODO
@ Clasificacion Internacional (51) C12N 015/009
. Prioridad | (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Namero de Solicitud
sikl Noll JP 27 de febrero de 2007 2007-047317

@ Comprobante de pago No.: 09-68,550 Fecha: 14 de septiembre de 2009




CAVELIER ABOGADOQOS COLO 17075-841-002-2 ID-158644

Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de 1a solicitud por $ 540.000.00.
Comprobante de pago por reivindicaciones adicionales después de la decimoquinta
reivindicacion por. _

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

Poderes, si fuere el caso.

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

Declaraciones.

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

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccion del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

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

De ser el caso, certificade de deposito del material biologico.

Arte final 12x12

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

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

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS

@IZI 000 0000 X¥MHMOXK X Dxe

FIGURA CARACTERISTICA

@

Solicito la concesién de la patente,
NOMBRE: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

FIRMA : _ Jeed (Ve e éo/éé@j

C.C. 35.456.344 de Usaquén T.P. 23.555

JGG

9
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DOCUMENTOS ANEXOS

—

: Publicacién Internacional WO 2008/105462 A1
Descripcién: |
Paginas 22 en el idioma original
Paginas 35 en espanol |
Reivindicaciones: NUmero (s) 15

Figuras: Namero (s) 10

2. X] Forma PCT/ISA/210. Informe de Blusqueda Internacional.

w

. Listado de Secuencias.

4. <] Forma PCT/IB/306. Notificacién de la inscripcidn del cambio de solicitante.

(3}

. X] Extracto de publicacion.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA
FASE INTERNACIONAL
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CARRERA 4a N* 72-35
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Reprefentacién y Poder con autenticacién notarial y Apostille
para patentes, modelos de utilidad, diseflos industriales,
marcas de fabrica, nombres comerciales, ensefias, nombres
de dominio, lemas comerciales, licencias.

Representation and Power-of- Attorney with notarial
authentication and Apostille for patents, utility models,
industrial designs, trademarks, commercial names, trade

emblems, domain names, slogans, licenses,

REPRESENTACION Y PODER

REPRESENTATICN AND POWER- OF- ATTORNEY

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

International Institute of Cancer Immunology, Inc.

domiciliado (s) en/of

13-9. Enoki-cho, Suita-shi

Osaka 564-0053 JAPAN

por el presente nombramos a LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555,
DANIEL PENA, tpa. 65620 y GERMAN MARIN, tpa. 64239,
domiciliados en la Carrera 4* N° 72_35, Bogota, Colombia, en
obedecimiento a lo dispuesto en ¢l pardgrafo lo del Articulo 543 del
Cédigo de Comercio, el primero como principal y los demés como
suplentes, en su orden, como mis {nuestros) representantes en todos los
zaaditos de propiedad industrial con facultad para recibir notificaciones y
t.rar apoderados judiciales o extrajudiciales. El primer representante
suplente reemplazard al principal en caso de ausencia o impedimento
temporal o definitivo de aquél. L.a misma regla se aplicard cuando el
segundo representante suplente haya de reemplazar al primero, o el
tercero al segundo. En tales casos, el representante principal, o el
primero, o scgundo suplente,.en su caso, o ambos, declarardn su
intencibn de no ejercer la representacion mediante declaracién
autenticada por Notario Publico en Colombia, o por Notario u otro
Funcionario Piblico, o Cénsul de Colombia, en el extranjero; y si se
tratare de impedimento, con ¢l certificddo respective. Si alguno de los
nombrados faltare definitivamente, el siguiente tomaré su jugar. Cuando
cesare la ausencia o impedimento del representante principal, o de su
primero 0 scgunde supleates, en su caso, podrin ejercer la
representacion, en su orden, uno u otros segin el caso, asumiéndela por
el solo hecho de ejerceria, cesando en ese momento el ejercicio de la
representacion por el primero, segundo o tercer suplente en su caso.

Ademas, confiero (conferimos) poder a los abogados arriba nombrados,
para obtener la proteccion de mi (nuestra) propiedad industrial y contra

la competencia desleal, a cuyo efecto autorizo (amos) a los dichos
’ ,{ﬁdos para que me (nos) representen ante cualesquicra entidades o
¢l

pefSonas, ejerzan o no jurisdiccién, especialmente ente las del orden
administrativo, contencioso—administrativo y judicial, asl como los
tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los siguientes
asuntos: a) Obtencién de patentes de invencién, modelos de utilidad, y
disefios industriales; el registro de marcas de fdbrica, colectivas,
defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres comerciales,
enseflas, nombres de dominio, variedades vegetales y denominaciones de
origen; su renovacién, traspaso, cambio de nombre o domicilio,
cancelacién voluntaria; y el registro de licencias de uso de esos derechos;
b) Las acciones de competencia desleal, proteccion del consumidor,
oposiciones u observaciones, cancelacién administrativa y judicial,
nulidad, medidas cautelares, concesién de licencias, la tutela, la
proteccién de” secretos industriales, y en general los juicios civiles,
penales, administrativos o contencioso_administrativos relacionados con
estos derechos; acciones y procesos que promovamos O Se nos

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEQ1-179 (MINUTA 12.1.1.2.5)

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° 72_35, 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 alternates in their turn, or both of them, second.
In such cases, the principal representative, or the first or second alternates
in their turn, or both of them, shall state their intention not to act as
representatives through a declaration given before a Notary Public in
Colombia, or before a Notary or another Public Official or 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
following 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 mere
fact or its exercise will suffice. The exercise of the representation by the
first, second or third alternates in their turn shall end at such time.

In addition, we grant a Power of Attorney in favor of the above_.named
attorneys_at_law so that they may obtain the protection of my {our)
industrial property and against the unfair competition, for which purpose I
{we) authorize the said attorneys to represent me {us) before any
authorities or persens, with or without jurisdiction, specially those
administrative, administrative contentious and judicial, as well as before
Arbitration Court, in all matters concerning the following: a) Obtainment
of patents, utility models and industrial designs; the registration of
trademarks, collective, defensive and service marks, slogans, commercial
vegetal
denominations of origin; its renewal, assignment, change of name or

names, trade emblems, domain names, varieties and
domicile, voluntary cancellation; and the registration of licenses of use of
the above rights; b) Actions of unfair competition, protection to the
consumer, oppositions or observations, administrative or Court
cancellation, nullity, infringement, granting of licenses, the action for writ

mandamus, the protection of trade secrets, and in general the civil, penal,

and administrative suits refating to those rights; actions and suits
instituted by me (us) or agzinst me (us). And that in all the above matters




cvan. Y para que en todos los asunios arriba determinados, puedan
sustituir este mandato, transigir, conciliar, admitur los hechos del proceso,

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

the facts of the case, desist, cancel, receive, resign, and ratify acts done by
representatives without a power of attomey.

Dado y firmado hoy/Given and signed this l4th day of May ’ 2009
emin OS@ka, Japan

poriby_J ail TAKAHASHI, Representative Director and President

International Institute of Cancer Immunology, Inc.

STyl Zateohas i

Firma

Signature

OsakaLeGaAL ArraIRSBUREAY

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODE-179
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APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

Country: JAPAN

This public document

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

at Osaka - HAY. 21.2009

by the Ministry of Foreign Affairs

No-2793

Seal/stamp: V 10. Signature:

i BT

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
TAKAHASHI acknowledged himself to have signed the attached Power

|

of Attorney in compliance with the authority bestowed on him

as the Representative Director and President of International

Institute of Cancer Immunclogy, Inc., a

corporation organized

and existing under the laws of Japan andhaving a principal place

of business at 13-9,' Enoki-cho, Suita-

At the Office of Koichiro ‘SHIGEYOSHI,
on the 21st day of May, 29Q9 ‘

shi, Osaka, JAPAN.

Osaka, Japan

// ~
/4i¢464£&449ﬂuLﬁggzﬁnp¢jL;,/

Koichiro

Notary

SHIGEYOSHI

attached to

The Osaka Legal Affairs Bureau

¢/o Sawanotsuru Building
1-2, Hirano-machi 2-chome

Chuo-ku, Osaka, Japan

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

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

Date MAY 2 1.2009

Director of the Osaka Legal L&f




TRADUCCION OFICIAL 154/2009 DE UN DOCU
Y EN ESPANOL DE ACUERDO CON EL CUAL
ENTIDAD

OF CANCER IMMUNOLOGY, INC.,

ENOKI-CHO, SUITA-SHI, OSAKA 564-0053

LUz CLEMENCIA DE PAEZ, TPA 23555, DANI
GERMAN MARIN, TPA 64239.

EXPEDIDO Y FIRMADO HOY 14 DE MAYO DE
PCR TAIJI TAKAHASHI, director represel
INTERNATIONAL INSTITUTE OF CANCER IMMUI
FIRMADO: TATIJI TAKAHASHT,
DE OSAKA. NOTARIQ. 1-2, HIRANO-MAC
OSAKA, JAPON

CERTIFICACION NOTARIAL
NUMERO DE REGISTRO 334/2009
Por la presente se certifica que NOB
TAIJI TAKAHASHI, ha afirmado en mi
reconocide haber firmado el poder adj:
dada

la autoridad .a el como

presidente de INTERNATIONAL INSTITUTE

INC. una sociedad organizada de confo:

Japdn y con domicilio en 13-9, Enokircho,

Japén.

En la oficina de KOICHIRO SHIGEYOSHI,
mayo de 2009.

notario

Firmado; KOICHIRO SHIGEYOSHI,

Asuntos juridicos de Osaka.

director

MENTO ESCRITO EN INGLES
INTERNATIONAL INSTITUTE

DOMICILIADA EN 13-9,
JAPON, OTORGA PODER A

EL PENA, TPA 65620, y A

2009 EN OSAKA, JAPON,
1tante y presidente del

NOLOGY, INC.

SELLO: OFICINA DE ASUNTOS JURIDICOS

HI, 2-CHOME, CHUO-KU,

UKO INAMOTO, agente de

presencia. gque él ha
unto de conformidad con
representante vy
OF CANCER IMMUNOLOGY,
rmidad con las leyes de
Osaka,

Suita-shi,

Osaka,

Japén hoy 21 de

A:ZAAAﬂLo(:LJZA4Q”

Bdluardo Laiade :Nog,utzﬂ

TRADUCTOR OFICIAL
Inghés - Espaifiol - Inglés

Res. 541 Febrero

de 1976




C/o Sawanotsuru Building, 1-2, Hirano-machi, 2-chome, Chuo-
ku, Osaka, Japdn.
SELLO: OFICINA DE ASUNTOS JURIDICOS DE| OSAKA
NOTARIO, 1-2, HIRANO-MACHI, 2-CHOME, CHUO-KU, OSAKA, JAPON
CERTIFICACICN
Por la presente se certifica gque el certificado notarial
adjunto ha sido firmado por un notariog 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: JAPON
Este documento publico
2. ha sido firmado por KOICHIRO SHIGEYOSHI
3. gquien actila en su calidad de NOTARIO PUBLICO DE LA QFICINA
DE ASUNTOS JURIDICOS DE OSAKA
4. vy lleva el sello/estampilla de KOICHIRC SHIGEYOSHI,
' NOTARIO PUBLICO.
CERTIFICADO
5. en OSAKA 6. el 21ide mayo de 2009

7. por el MINISTERIOC DE ASUNTOS EXTERIORES

8. 2793

9. Sello: MINISTERIO DE ASUNTOS EXTERIOREﬂy“K,
10. Firma: NORIKO KAWAHITO, a nqmbre?delW

Exteriores. ECN\ECN\ID—151720\WPCLOO2q
I

COLO-17075-841-001-4 Bogota, 9 de junﬁo de 2009
!

Bduarco Caau LROg LRI L\
TRADUCTOR O‘FICIAL

Ingkés - Espaiiol - [ngléy

Res. 541 Febrero de 1976
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PATENTS

CESION

’

El (los) suscrito (s)

en consideracion al pago de la suma de
(o ), que he(mos)
recibido, por .el presente documento cedo
(cedemos) a

una compania constituida de conformidad con las
leyes de

con oficinas en

todos los derechos y titulos sobre la invencion
denominada

EL CESIONARIO firma también el presente y

declara que acepta dicha cesion

Dado y firmado hoy

en

Inventors

OsakaLeaaL ArrarsBuRERy

‘NOTARY,

Wy CHUO- KU, OSAKA Japan ¥

|

ASSIGNMENT

The undersigned

Haruo SUGIYAMA

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

International Institute of Cancer Immunology, Inc.
a corporation organized under the laws of
Japan

having a place of business at

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

all rights and title to the invention related to

“METHOD FOR ACTIVATION OF HELPER T CELL
AND COMPOSITION FOR USE IN THE METHOD

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

Given an signed this 2nd day of July ,2009

in  Osaka, Japan

war

Haruo SUGIYAMA

International Institute of Cancer Immunology, Inc.

Assignee ... ‘
F) Tutratiastin

Taiji TAKAHASHI

Representative Director and President



APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

. Country: JAPAN

This public document

. has been signed by Koichiro SHIGEYOSHI i
. acting in the capacity of Notary Public of the Osaka T{
Legal Affairs Bureau ‘
bears the seal/stamp of Koichiro SHIGEYOSHI, Notary Public i
Certified
at Osaka 6. JUL. 17,2008 '
. by the Ministry of Foreign Affairs B
. No. 3 9 5 .? —
Seal/stamp: 10. Signature: '
Noriko KAWAHITO
For the Minister for Foreign Affairs
N
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NOTARTAIL ATTESTATION

REGISTER NUMBER: 448,90009

This is to certify that Nobuko INAMOTO, an agent of Haruo
SUGIYAMA and Taiji TAKAHASHI, has stated in my very presence
that said Haruo SUGIYAMA and Taiji TAKAHASHI acknowledged
themselves to have signed the attached Assignment; and further
that said Taiji TAKAHASHT has signed said document in compliance
with theauthoritybestowedonhimas the Representative Director
and President of International Institute of Cancer Immunology,
Inc., a corporation organized and existing under the laws of
Japanandhavingaprincipal placeof businessat 13-9, Enoki-cho,
Suita-shi, Osaka, JAPAN.

At the Office of Koichiro SHIGEYOSHI, Osaka, Japan
on the 17th day of July, 2008

Koichiro SHIGEYOSHI
Notary attached to

The Osaka Legal Affairs Bureau

c/o Sawanotsuru Building

1-2, Hirano-machi 2-chome

OsakaLEGAL AFrAIRSBUREAU

[ NOTARY,

122, LIRANO-MACHL, 2-CHORIE, /f
CHUO-KU, 03AKA JAPAN 7

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.

JUL. 17,2009

Date

Director of the Osaka Legal Affairs Bureau




TRADUCCION OFICIAL NO. 567/2009-.

EL TEXTO QUE SIGUE ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA DE UN DOCUMENTQ ESCRITO EN INGLES, Y LLEVA EL
SELLO Y LA FIRMA DE HELENA URIBE DE LEMOINE, TRADUCTORA E INTERPRETE OFICIAL. SEGUN RESOLUCION No
3618 EXPEDIDA POR EL MINISTERIO DE JUSTICIA EL 6 DE SEPT. DE 1972.

CESION
El suscrito HARUO SUGIYAMA
En consideracién al pago de la suma de US$10.00 que he recibido, por el
presente documento cedo a INTERNATIONAL INSTITUTE OF CANCER
INMMUNOLOGY, INC., una compafia constituida de conformidad con las leyes
de Japén, con oficinas en 13-9 Enoki-cho, Suita-Shi, Osaka 564 0053 JAPON,
todos los derechos y titulos sobre la invencion denominada “METODO PARA
ACTIVACION DE LA CELULA HELPER T Y COMPUESTO PARA USO EN EL
METODO".
El Cesionaric firma también el presente y declara que acepta dicha cesién.
Dado y firmado hoy 2 de Julio de 2009 en Osaka, Japén
Inventor: HARUO SUGIYAMA
FIRMADO: HARUO SUGIYAMA
INTERNATIONAL INSTITUTE OF CANCER IMMUNOLOGY, INC.
CESIONARIO
FIRMADOQO: TAIJI TAKAHASHI, Director Representante y Presidente

CERTIFICACION NOTARIAL
REGISTRO NO. 448/2009

Por medio del presente documento certifico que NOBUKO INAMOTO, Agente de
HARUO SUGIYAMA y TAIJI TAKAHASHI ha declarado en mi presencia que los
mencionados HARUO SUGIYAMA y TAIJI TAKAHASHI reconocieron que firmaron
la cesion adjunta; y adicionaimente que el mencionado TAIJI TAKAHASHI ha
firmado dicho documento en cumplimiento de la autorizacion que le fue otorgada
como representante director y presidente del INTERNATIONAL INSTITUTE OF
CANCER IMMUNOLOGY, INC., una sociedad organizada que existe bajo [as
leyes del Japon y que tiene su oficina principal en 13-9 Enoki-cho, Suita-Shi,
Osaka Japon.
En la Oficina de KOICHIRO SHIGEYOSHI, en Osaka, Japon, el 17 de julio, 2009.
FIRMADQO: KOICHIRO SHIGEYOSHI, NOTARIO ADJUNTO A LA OFICINA DE
ASUNTOS LEGALES DE OSAKA. HAY SELLO DEL NOTARIO
C/O SAWANOTSURU BUILDING - 1-2 HIRANO MACHI 2 CHOME,
CHUO-KU, OSAKA, JAPON.

SEPT 8 1972
MINISTERIO
JUSTICIA




TRADUCCION OFICIAL NO. 567/2009-.
Certificacion

Certifico que el Certificado Notarial Anexo ha sido ejecutado por el Notario,
debidamente autorizado y practicante en Osaka, Japon, y que el Sello Oficial que
aparece en el mismo es genuino

Fecha: 17 de julio de 2009

Director de la oficina de Asuntos Legales de Osaka

APOSTILLA :

CONVENIO DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1961
1. PAIS: JAPON

ELL PRESENTE DOCUMENTO PUBLICO )
2. HA SIDO FIRMADO POR: KOICHIRO SHIGEYOSHI e
3. ACTUANDO EN SU CAPACIDAD DE: NOTARIO DE LA OFICINA‘_EJ)’E
ASUNTOS LEGALES DE OSAKA .
4. LLEVA EL SELLO DE: KOICHIRO SHIGEYOSHI, NOTARIO PUBLICO

CERTIFICADO -
EN: OSAKA o
EL: 17 DE JULIO DE 2009

POR: EL MINISTRO DE RELACIONES EXTERIORES

BAJO EL NO.: 3957

SELLO: MINISTRO DE RELACIONES EXTERIORES DE JAPON
0. FIRMADO: NORIKO KAWAHITO, POR EL MINISTRO DE RELACIONES

EXTERIORES.
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1) BB raHE:
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2008 ££2 A27 A (27.02.2008)
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KN, KP, KR, KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LY, MA,
MD, ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI,

(25) ERRHBED SRE: B&FE NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO, RS, RU, SC, SD, SE,
SG, SK, SL, SM, SV, SY, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA,
(26) BB D EEE: B&EE UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.

G0 BEET—%
$$EE2007-047317

2007 €62 B27 B (27.02.2007)  JP

(7)) HEEA CREZB{£TOEEEIICDLT): &=
&3 B R E TR AT (International Institute of Cancer
Immunclogy, Inc.) [JP/IP]; T 5640053 KR FFERETH T
DARET 1 3%F 95 Osaka (JP).
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£E): ARIPO (BW, GH, GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD,
SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), 11— 5 < 7 (AM, AZ, BY,
KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), 3 — B v /% (AT, BE, BG,
CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HR, HU,
IE, IS, IT, LT, LU, LV, MC, MT, NL, NQ, PL, PT, RO, SE,
SI, SK, TR), OAPL(BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ,
GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).
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AUEE1& 185 BIXRFEZARBEKFERN Osaka —
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S, BRICESEEREHERZH 5 AF A

(54) Title: METHOD FOR ACTIVATION OF HELPER T CELL AND COMPOSITION FOR USE IN THE METHOD

(54) RHOBFF: ~NA—THROFZELAZELTEOLHOMKY

\& (57) Abstract: Disclosed are: a method for activating a helper T cell, which comprises the step of adding a WT1 peptide to
ﬂ' an antigen-presenting cell 1o activate the helper, T cell, whercin the WT1 peptide is capable of binding to any one sclected from
W) an HLA-DRB1 1501 molecule, an HLA-DPB1 0901 molecule and an HLA-DPBI "0501 molecule; & composition for use in the

method; a therapeutic and/or prophylactic method for cancer by activating a helper T cell; a pharmaccutical composition for use in
the therapeutic and/or prophylactic methed; and others. .
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[0001]

[0002]

(0003]

[0064]

I
AL A—=THIBADTEHEAL T IER SO D12 DR )
By By

RFHUE, WT 17T R HURHRR AT .~ TR TR
AHIFEE L, ~N—THROEMEL ST EThHo T EWTIRTFFBHLA—
DRB1%15014y4, HLA—DPB1*0901% %, %£72ldHLA—DPB1* 050143 F
DVTRNNFEE T DRI 2 A TDHDTHLI B LT DT DI, ~/V
= THIR A TG AT DT LIZ LA ORI B L FiT T8 H Eﬁgﬁﬁﬂ}ﬂiﬂ;ﬂfig
(B9 D,

T By

WT 1Bz (Wilms™ tumor 1 gene) 1, /NRED B THEY A/ LANHE O EATE
fr-fEUTRIESNIZEET THY GEEF I BLU2) | o7 A —EE
B3 HEEEFThd, U#), WTLEE RIS 5 ThRESHIN, £0
% ONTE GERFFFICIRS., 4, BRLVG) 1LY, E MR-z B  Tikde
LABEG L LTI L REN T,

WT1_TFRE RV TRM M B RRE L ha TR T A2 8l T F R
R MR EME TR (CTL) %S S, ZhBOCTLIX, WEMEIZWT 1% 3
B4 A1 M ARG B ORI G E T3 RE i, CTLIRWT12Y
FREMHCY Z A5 IS LIS RO TR 20T, DWW TLIRTF
RIIMHCY ZRIDY T FA T LD R0 D RERFICIR L, JRRESTSCIRT | B30k 2
3BLV4),

CTLABCHEINDT DI, FEHUFUTHS A~ S~ THI OFEZEN
EETHD GEFFRFICHRE) o ~ A —THARIZ, FURIRTRHINBOMHCY 7 A1155 T
EPURATF N D@ E AL R L TS - S LS D, i bShic~ =T
L, IL—2, IL—4, IL—5,IL—6, HDWNIA L F—T =n R EOY A A
ZPEAL . BHIIGOHESE, 531k, BUE BT D, E7o TEME L ~L ST EE, T
oY 72w (Te, TDMRRRE) ORITE, 53k, BEREIRE T OHEEH T5

14
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[0005]

L ZDEIIC TR~ — AL . B, THROHIT TR R 5
LTI E RE TR T BDHPE R A 322800 S RERREICE W TMHCY FX
IS B HEOBURAT TR (A S— LT FR) B A LT L S THI OB e % 1 3
U BBO 7T OB ERMTLZENF R THDHEE LTS FERESRFCIRI) .
WT LI B L CEBLIE S Do TV Bl — 2P |1k HLA—DRB1* 040143 712
AT L0 (FEFFFCHERL0) , B UNTHLA—DRB1 04055 FIZHE A1 550
BLUHLA—DRB1 15025 FICHE 49 550 (FEFFICHS) ThY, HLA—DRB
171501, HLA—DPB1*0901, HLA—DPB1 0501 F &+ AWT1~S
FR & BT BE BT,

Fir, A= RTFRI, BEOMECY 7 AN /& L~ 3—THEN
EEE LSS promiscuous helper peptide BTFFET DI EMREILTUA GER:FF STk
11BEU12), LnLAa i, SEREEL EOMHCY RIS FITK S L. +572sii
%779 promiscuous helper peptideZ [FliE 4 ANtk E W EETIH o7,

BRI SCHR L [ERRABA2003 /106682 B/ )

RERFICHR2 - [E A B 2005095598 B3-/A#H .
RFFJCHRS : [EIBR/ABA2007 /097358 B-/AH

RFRTICHRS : [HESHFEPCT /JP2007 /074146

REECHERS  EEEABI2005,7045027 BAH

53 30k : Daniel A. Haber et al., Cell. 1990 Jun 29;61(7):1257-69.
FEAET R : Call KM et al., Cell. 1990 Feb 9;60(3):509-20.

FERFFFICHRI : Menke AL et al., Int Rev Cytol. 1998;181:151-212, Review.
FERFRTICiHk4 : Yamagami T et al., Blood. 1996 Apr 1;87(7):2878-84.
FERFFFSCHRS s Inoue K et al., Blood. 1998 Apr 15;91(8):2969-76.
JEHFEFSCHRG - Tsuboi A et al., Leuk Res. 1999 May:23(5):499-505.
FERFEFICHRT : Oka Y et al., Immunogenetics. 2000 Feb;51(2):99-107.
FERFEFICHRS : Gao FG et al., Cancer Res. 2002 Nov 15;62(22):6438-41.
FAFFFICHRY : Zeng G, ] Immunother. 2001 May;24(3):195—204
FERFEF K10 Knights AJ et al., Cancer Immunol Immunother. 2002 Jul:51(5):271-
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(0006

(0007]

[0008]

81.
FERFFICHR L L ; Sotiriadou R et al., Br ] Cancer. 2001 Nov 16:85(10):1527-34.

IERFE TR 12 : Hural JA et al., ] Immunol. 2002 Jul 1:169(1):557-65.

FEIADBR R
AR UL &I DA

AFEIHOMRPRMIE, HLA—DRB17 15014 F, HLA—DPB1 09015 ¥
FZIFHLA—DPB17 05015 FITHATHRNEE THAWTITFRER VT, ~
S =THIRRZTEMEA L TAH B L OEOTD O, I2b TN~/ —THIlA
AL T DL L DMOTER B L O FiT T 0 E SR e 245
&5,
PR RN T DT D DFB

AR L, ERAEICRASETEE B R, HLA—DRB1 704055 7
BEUHLA—DRB1¥15025 FICH & THWT 1T F RO, 73 /EELS): Ly
s Arg Tyr Phe Lys Leu Ser His Leu GIn Met His Ser Arg Lys
His2#H T HWT1_27F 3 HLA—DRB1" 15014, HLA—DPB1" 0901
SFBEVHLA—DPB1 05015 FIob &3228 % AL, AFKHEL5ER TS
IwHE ol

Theioh, AR,
(D WT1_7FREHUBRAMMRICEIML T, ~ 3 —=THIRZHE 5 T ERE
Ete, ~A—THIROTEMEAL T Tdh> T, EEWT L7 RBHLA—DRB1 "1
5014y F. HLA—DPB1*09014y . $/2IFHLA—DPB1% 05015 F D §h
PR A TORNEATOHDTHD, Fik,
(2)WT1~7FFRFABHLA—DRB1 150143 %, HLA—DPB1 09014 FR Lt
HLA—DPB1*050145 F D9 HD i &b 2B TN EH THLDThH
%, (1)L F ik,
(3YWT1FFRBELIZHLA—DRB1 04054 F#5 L O/ F/-12HLA—DRB1
"1502 FI AT AR NEA THLOTHS, (1) Fik (2) koK ik,
(4)WT1~_7FFBHLA—DRB1 " 15014%, HLA—DPB1 090147, HLA
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—DPB1%05014%F, HLA—DRB1 04055, & UHLA—DRB1 15024}
FITRESTHEIEE THHOTHD, (1)25(3) OVFhd RO ik,
(5YWTI1_7F 487 /B8] Lys Arg Tyr Phe Lys Leu Ser His Le
u Gln Met His Ser Arg Lys His(\5E5:2) 227 F N THD, (1)
6 (4) DVT RAFEIR D J5 I,

(6) WT 1T R OF R ERRAMNE ~DEIMDS WTl/\/’T FOFM, WT1~_7F
FEa—R4DRY RV FREELRBTZ—OHM, EIZRA A7 —%
HMIROEMCEN N5, (1)206 (5) DWW nmitiio ik,

(D WT1ZFREFURBTRAIRICERINL T, ~ X —THIE T L3 Bl D
WTIRZFReE il ThHo T, GWT1_7FRPHLA—DRB1 “ 15014y
F. HLA—DPB1 090145 ¥, ¥72IZTHLA—DPB1 05014} F DV § s il
ETDERNERTLELOTHDS, MY,

(8YWT1FFIEHFHE R~ I EINL T, ~ =Tz b3 5 LiE%
B, MBI DMK EIT T ik ThHo T BEWTI T FRRHLA —
DRB1"15014yF, HLA—DPB1*09014yF, $/2I3HLA—DPB1 “ 05014 T
DUVTIPITHEE TDRENDER 7DD THD, Fik,

(D WTIATF REFUFRRTRAINMI ML T, ~A S —THlRE 7w LT AL
FO R EREEELIITRE 200, WTIT T RS D EFRMERY Th- T, %
WT17FRFHBHLA—DRBL 15014 F. HLA—DPB1"09014 ., %7/213HL
A=DPB17 05013 FDWTI AT o8N EE TELOTHD, EHRERY

(IO WTIRFFRIERMITES TR TH> T, MW ITT_XTFRBHLA—
DRB1*1501%F, HLA—DPR1*09014y ¥, ¥72i2HLA—DPBL1 0501 F
OWTRNHEE T DRENEH THLOTHD, Yk, ,
(11)HLA—DRB1" 150184, HLA—DPB1 09011k, $77i3HLA—DPB1
* 0501 Bt 2 VN T NZ I AW T 1L, F RO S Bed R i 9505 1%
TaH>7T,

(@) AW T LIk R R BRI RIGSE | RIS
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(b) BEBUFHZE ENDWT LT F R &R R & T ORW T LHU A O ST
IEEZHRD,
Ifegie, Hik,

(12)WT 17 T R U RAIIC ML T~L =TI E TR L, FEHEAL
LTe A~ —THIIE S RITER 59 5 LREES L BOBNRELIT TR L THho
T, EWT1_FFFAHLA—DRB1 15014 F, HLA—DPB1" 09014, ¥
IZiFHLA—DPB1 05013 F k& T DM N2 T5bDTHD, Fik,
(13)BEIBIEEIIL T TD0 0, WT1TF R & O THRE(L Sz~ 8
—THIlE & L EFHEY Th-> T, BWT17FRBHLA—DRB1 15014}
F. HLA—DPB1 09015 F. £/2iZHLA—DPB1 " 050145 FOW AN
ST HHENERTILDOTHD, EHRKMLD,

(14)HLA—DRB1" 15014, HLA—DPB1 09018, £7/-1ZHLA—DPB1

FO50 1 BRI B OWTF DN BIF AW T L SR~ LS — TR O FEFE F- 13 7
FRETDHETHST,

() WT1_7FREHLA—DRB1* 150143 F, HLA—DPB1 09015 F, 7243
HLA—DPB1 05015 %DM A LS RIS SE, JiT,

(b) FRVEHZ B ENDHE S LB T D~ =TI OFF L E I XA <5
Leaie, Fik,

(15)HLA—DRB1* 1501851, HLA—DPB1 %0901, HLA—DPB1*050
1EB4E, HLA —DRB1 040554, i‘f:ciHLA—DRBl*1502?5‘#V£5<‘~T%::;5W:>
W TR A~ —THIR DA EE IR E T 25 ETH- T,

() WTIAFFREFTRM M BUZER, 1R 2 BRI, JEK o
R, Bazk shooiinha ., M dr ik b oo, A RIRa ., E72 i) S Ei R A L
(b) ¥ b A PEA F /T~ —THIR O S OFAE ST B Z D,
TRAEE &, VA PIA L BEAFI A~ —THIRO K IEOFEEE RO K
MWTIFFRAASA A —THIROFEEIIREE R T, Hik,

AT OTHDS,
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A D% 5

[0009] AHZLY, HLA—DRB1%15014F. HLA—DPB1"09014yF, HLA—D
PB1705014F. HLA—DRB17 04055 F. L UHLA—DRB1 15024 FiZ
7\5{5‘ CHWTIRTFRERT, AT TEE L5 BB L OF D7D
DEFAD , 72T~ S THIR T LS 5 LT LB O MR B L O i
ERd ) E%?ﬁﬂﬁi%ﬁ&'?ﬁ%%ﬂé@'ﬁ z‘JifJ%MI—ICﬁ?XHﬁ“}?%ﬁ@“%i‘a‘%ﬂ:
BT ERBIOAE I TOA~—TRHIEOIEME L, 6T ROETE
FOTBie S MRTTREL 70 B, RRRSRBOMHCY ZRANY 7 2T AIZED, AARAD
F190% B3I N—ENEHDT, IERIZIEHBAO BRI IV T A —=TH a2 TE
b, BEIRRB IO FL P TES,
[34] T > 1 B 7 o B

foo10] (11K 1iL, TA28. LHIAIZEDEAESNIIFN— vy ORZRTTT7T7ThHD, KD
HEBEIEN — 5 JIE (pg/ml) &7R7 ¥, 7771, 728D, THLA—DRB17 15018
Vet e b KSR L BB BR W T 1~ F R AE T e LIci &), [TA28. 13
JZWT 1T FRIFIE T Tl LS4 (BA) ), THLA—DRB1 1501 &%t
Bl RA L B ERE W T 17 F R RTE T O L2354 THLA—DRB1 71
501&%‘%%%’&9ﬂ%ﬂEﬁ%mHi&ﬂz%WTy\"f%F‘@%’%ETT"E}%@LT: AT
TNt 42,
[K2]K21%. TA28. LHIMHZLVEEAESHIZIFN— v | IL— 4B L OIL— 1008 %
RYTTTTHD, BOREHMTIIREE (pg,/ mD) &R, 77713, £IJD IFN—y | 1
L—4, IL—100{ETHD,
[3]B431%, E15. 2/IIC LVEASHIZIFN— v | IL— 4B X IL— 10D B 7R
TTI7THD, EORBNIIRE (pg,/ mDERY, 7713 EXD IFN—y [ IL
—4, IL—10DETHB,
(41413, HLA—DPB1"0501,/ 050 1 P BAZBIZ L AIFN — v B8 L UIL—
L7TDFEERFT, RIOBIIZIFN — v 2 8T — 17254, K4ald, WT1-2
TFRERAWTH Lo 7=k, 4bid, WT1-275RE VTl L 7= s
rENENKT,



WO 2008/105462 7 PCT/JP2008/053417

[R5 51, TA2S. LHFADREE R 777 Thd, MOFHNTcpm (X 10" %
T STk RN, TTA2S. 1%}HH@%WT1N7“7~F‘®%:<L@\f;u\ﬁ}%’m
Bk bR Lz 5500 T TA28.> 1%ﬂlﬂaéwﬁ&T%F“M;v;«wﬁsz‘ﬁ ifi. B4
Bk L SERER U S (B(a) ), TTA28. 1HIIREWT 17T KT ULVAL R
i R EHFIMHCY 7 AIHUA D FF1E T T8 L2356 ). [TA28. 1/REWT
1T F R TV AL AR ML B B EFTHLA — DREUERDFEAE T TR LT 35
& @) 1. TTA28. 1A IaEWT 17T R T UL AL R A I B ER EHTH LA —
DQIERDTFE F TR LIZEHA ), [TA28. 1HIEZWTLIRTFR T/ ULAL
e RAY L BB EHIHLA —DPHURDTFAE F g L2 6 | I E NI
¥, | |
[REIR6i, B15. 2HIIADRTE4 7T 7 57 Cbd, MO cpm (X 10%) %57
T, 770, E&D, TEL5. 2MEWT1~FRCrOLAL TV O HLA—DP
B1* 0001 Bt i 5 i sk AHY fn BRE ER - JL B8 L2355 )L TEL5. 24z WT1S
FFRTULALIEHLA—DPB1 " 0901 Bt 8 el SR RS 1L LA BRI b3 L7z
A (BE) ], TE15. 2MIEWT1_7FR T/ VAL T VRWHLA—-DPB1 09
O 1Bk set Gk fif i BiAZER & ISR LICHE ) TELS. 2/EWT1RFFR T3
JVALTZHLA—DPB1 090 12T S p e i B Bk & So 38 LIS & 1107
NENKIET D,
[R7IR 71X, E15. 2Mila0ififtiz w4277 THH, ROflitcomER~d, /7
Tk, &Y, TE15. 28MaEWT 17T RTrULALTY Vb S i 4%k - 4k
B LEE] TELS. 2HBEWT1 7R CrULVAL R RY i Bk Bk & L 1 3§
L7=8a () |, TE15. 2R WT1-_7FRTr UL AU R iz sk e M
HCZFATHARDIAE T THIEE LG4 ) TELS. 2/iA2WT1IRTFNTrir
ALTEARAE M BAZ IR EHUHLA — DREUEDIFIE T CHIFHR LIRS [E15. 2/
JEWT1_TFFRT VAL KA MR EHIHLA — DQYUADTFE T THkEE
HEUTHA 1. TE15. 2MIEWT1 A7 F KT U AU AR WA R HTH LA —
DPHURDIFE T THEZR UIEE (BHR) 1 IENLE NSRS $5,
[8]=81%, HLA—DPB1*0501, " 0501 itk Ml BR O RISl# 7547 57 THh D
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[0011]

o EDFIZepmZiRT, 7770, £XY, WTLIX7FRERWHIET TR
ol 1 TWT LR F R E FWTiIE AT o 1258 IS TN ENRIIE T 5,
[KI9)94%, HLA—DPB1 0501”0501 Btk R DA A HTHLA — DPHT
HTHfSNAZ L2 R T, RIOHE I cpmErR -, ZT77ik, 4D, TWT1~7F
R%& RV RIS E AT 7o 7oA ) L THIVH SR PR A7 R & Ol 17 -
TZHG ) TWTIASTFREROCTHEZET T2 56 1 [HIHLA —DREUAEOFE
FTCWTIRZF R AW TRIEET 756 ] [THIHLA—DQBADFEA T TW
TIXTFRE AT ET o785 ) . BLOTIMHLA —DPHEOFL T TW
TLRAF & TR T - 1o 8 2 AT 5,
[RILOIRILONE, RE4 DI DWT 1L TR %V ek ZDELS. SO
TV 57 Thb, ROFEIEcpm (X 10%) % BENIW T 17T R ORI %73,
FEIAR ST D720 D R OJETE

AR, 1OERICE VT, WT1SPFREFFURTAIICHRML T, ~/L3
—THIRETEHEAL S 2 TR R G T, ~ A =TI O TR 5 1 Tho T, BWT
17 FERHLA —DRB1*1501% 7. HLA—DPB1* 090145 %, $7-(3HLA
—DPB1 050143 FOWTF NS T2 NEH 500 THE, FECETS
HODTHD, AZBEINZBNT, WTI_TFRET BIFIE S LI RSNDEINWTLS
DB DTN ORI LT TR DT B S O—H %
AT D7 BOb LEZRVUEE S ERR, B, iR kSN 7 BEES
DR LT T TH->THLA—DRB1 150147, HLA—DPB1 0901457,
F74IHLA—DPBL 05015 +-OWF TR A T A2 H TET7FE.
HNNTENLD T FRONKURB LD, F/iXCKENC T I/ EE, N7 TR, Fizlx
TNOEDT I OLSflx OYWMEOREE LT FREV), ERiHi« OME I
Nl N SR N | = A e N I S YAV e ) [0 D = e e VA7 el 3 i 1t AT U
FEN, BMBITWT L7 R, HLA—DRB115014y ¥, HLA—DPB1"09
OL45F. F/iFHLA—DPB1* 05015 F 0 Fhdicih A CE e 2D, £
BFL A DYWL ARHAOWTL-7F R ORMIEERET250, i 0T
7T —PIERSZEOREWE IR _ ESEEH0, FIE DML 3 E IR R AIEA D
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WTIRTFREFVA)—F580, FURRAFMMIORDIA LD RE BRI HHD
ToH>ThEL HONTHRIETR M BT 5 R BHF T HMHCY TR 45 F&
FLY T IAT DI A G FITRREDOWT LT F R ThHoThIV,

[0012]  AFBOWT1ITFFit, HLA—DRB1" 150143, HLA—DPB1*0901%>

| F. $iEHLA—DPB1% 05014 F OV o & B D61 5hoTh
%o o T. LEWT1X7FFit, HLA—DRB1*15014F, HLA—DPB1*09
0153 FBLOHLA—DPB1 05014 F DA bb 20 & T2 NEH 5
HD, F/IFHLA—DRB1 1501 3 F LU/ $/-3HLA—DPB1 ¥ 0901 F
BEU/ FIIHLA—DPB1 05015 FEENLDHFUADOHLAZ Z X155 F
ICEBITREATRHNEE T5L0, flziE, HLA—DRB1 15014 F, HLA—D
RB1*04054 7-8BL U/ $7-IHHLA—DRB1 " 15024 T ICfE &4 28 a4
BHho, HLA—DPB1*09014F. HLA—DRB1¥04055 F L0/ F/itHL
A—DRB1* 15020 FIZf& o0 %A 560, HLA—DPB1 7050143 F,
HLA—DRB1* 04055 F 1L/ ¥/ IZHLA—DRB1 " 15024y Fic i & DBk
NEGFTHLD, HBHVIFHLA—DRB1 15014 F, HLA—DPB1" 09014y F,
HLA—DPB1%05014yF. HLA—DRB1" 04055 %8 X0/ F/21dHLA—DR
B1 15025 FITFEATHRENEA THLORETHoThEV, 7I /BRI : Lys
Arg Tyr Phe Lys Leu Ser His Leu Gin Met His Ser Arg Lys

His (B33 5 :2) 2B 4 BWT12/FFiZ, HLA—DRB1" 15014 F, HLA—
DPB1%0901%yF, HLA- DPB1*05014F, HLA—DRB1%0405%yF, 3k
U'HLA—DRB1* 15025 FAZFE AT BN H T 20T, b 7 /B3 2 6
TEWTLTFRBFELY, —RIZ, MHCZZ AT FFid10~ 254
DTN DT END, WTI_TFFRIE, GFELIE, 10~25f D7/ BN
BT IHERS T D,

[0013]  AFEWADWTIANTFRIL, GBI BBV TET WS EERITE
NOOEERHWTEKRTHIENTED, 20SEEF L, B, Peptide Synt
hesis, Interscience, New York, 1966 ; The Proteins, Vol 2, Academic Press Inc., New

York, 1976 ~7F K&, 2 F#K), 1975, 27 FRERO L5 )
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[0014]

[0015]

[0016]

[0017]

, 1985 [EEGDBAFE Hi FH14%E- T FREK, ENEBIE, 1991728 5 S h
T,

AEEPOWT LT FRidFEr, WTI_T7FREa—R 4570 4T FEIIRRIZ
5% AT LEMEEL TS T 5266 TED, MO DUET TN T
HiE, HEZIZRUOLOTHE,

FURSERMALIL, BEREIIR2E OMHCZZ AU F 02 EFRWT17F R
AJL =TI R VTR T B2 TED MR E V), §EoC, HUFHE RIS H
KT HHBIL, WINSNDBWTIRTFRBEE TOMHCIZ AN BT 77 AL R
Y7252 (Hl 24, HLA—DRB1 1501, HLA—DPB1°0901, HLA—DPB1"*
0501, HLA—DRB1" 0405, ¥7-1ZHLA—DRB1* 1502) #4355 0 Tlhith
i b,

— AT, ~ S —THITRE, THIIAE MO TCR - CD 3 & K ASHU R R Rl
FMDOMHCIZANG F 2L THREAT FREMERT DL, BLUTHIRZR
DAL T IV BRI RIIRRTOA T 7V R TR SR LY, &
PEAEZNA, ARFEBIT I T, ~A—THIROTERE L&, ~ L S —THIROTE
PHEABIEND TRL, ~ A A—=THIROFSE - ¥ 5 b O& 42, LRy, ik
{b~sL =T, B s & OVTHER O F5E - 5450 - i b 2 Rt 9 A2 2T kD
 RIE RETEVEAL T DE R A 922 L b L RFEIAD A~ —THUIROTEAEAL 5
B, L OERFROMBRELL THWAZELTES, HDU L, A2 haizisun
TAIEWADIT 2 VTR LS o~ S —THI O 22 & OV R 72121
BN THWDZEL TE, HOVIEZNLOHIBIAIE L THWOZ L TED, ~ L/
—THEDTEHEAIE, A F—Txry A —alF gl DY A h A DREL
SWRAEWE T DL ETEY, TN AZERTED,

WTL1AZFROHREIRRMIE ~OEIML, WT LT FREFRMTHIEICLIE
BRI, HDIVEIWTINTFFEa— TRV AT FE G ORBE s 5—0
BINC LY EEERBIR AL F— 25 OB O BRI L BRI TR Th Lk
o WIIRTFFRET =R ORIV FAFREFORBNI I — | BLUREHE~Y
F—FETIINE, BEF IO HF I I ELND,

P
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[0018]

f0019]

[0020]

[0021]

AL, HIL2DEHEIZRBVT, WTIRT T REFUEIRRHMNIZ ML T, ~
S TR TE VAL T DT80, WT1TF K& Eosi i) TlooT . BEWT1
~FFINHLA—DRBL 150143 F, HLA—DPB109015)F, F/oidHLA—
DPB1705015 FOWFANNRES T DN EH THLOTHS, HISWIZBET2
LOTHD, KIEHDOHEFSA, HLA—DRB1*1501, HLA—DPB1*0901%7=
IZHLA—DPB1" 0501 R X RITIR 5 E3NDE, RRD~ L _A— TN TE AL
SNDZEIZIY, MBOREFZRBELIND, e, WTTREFX, FREOEe
WIS, 203, s, B SR R I, 2B B AT, BB U & i
M ARMEE, B, KN IR . PLAE . AR, P, B, BeeAa ., fii s g
P, FEE, FE S SRR S OBV TERZEIL TODOD T, ARFEH
DA E DB EIT T BEORBIAEL THWAZELTES, HBHVE, A3
PR A A T CIEME LS NI~ A —THRIA % 7 20T . 2SR # OISOl
BAIE L THWAZELTES,

AFEPOWT127F T koY, HLA—DRB1715014y . HLA—DPB1
F090145F . BLUHLA—DPBL 0501 3 FOLK b 20 & 2% h
THLD, $IIHLA—DRB1 715015 F B L0/ $712HLA—DPB1 09014
FBEO/ ELIZHLA—DPB1 05015 F L2505 T LSO MHCS S A1 53

AR ST AN AT ALDRE ThoThEW, ft-T. PR R

ARRIPOWT LR F RS CEAMHCY ZARIY 7 75 A O3t &t skt
DO THIUE, RPN LD~ —THIFOTEME(L Z A G A LN TX
B .

AT OMEIL. LIRWT LT F RIS fziE ., 04k BIEHL. H5L
BN 855 A TOTh LW, ABEAOHEEMICESENAWTLILTFRIT, WT1

| RFF R RANT AN —THNARES B2 b . MHCZ S AT HEWT 1

RIFREED, HANMNIZIEEIHCHE SN THL,

AFE R DALY 0O A H7 s FTE D~ —THRIO TR AL R, R
HMUROAR IR/ E O GG U Tl EIRIR T 52808 TE D, Ml fH J7 ik, filx
L RARE, fFRE. RNRE RIRAKRS. RARS . #O&Skelick
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[0022]

[0023]

[0024]

[0025]

DRI EGTDHZE, HOIHRIERMIBRE BRI N 2288358 bh
DI, ZHVOITRRE 2, AFEBADMEMICE ENOWTINTFRO &, D
FoRE, AR &, BT o~ L S—THIROTE TR | PURERRARI R
R EDERMFIISCTHETIRTDIENTED,

AR L, ILLDMERIZR VT, WTI7F RFEFURE R ImL <.~
SR —=THIRZE AL T 57H0, WTIRFFREa—R 4 oRIXIVATFREE
TR Z— | FVTGRBA Y — &M E 5 R THo T, BWT1
AFFRAPHLA—DRBL 150143 F, HLA—DPB1 09014 F, £/~ iZHLA—
DPB17050153 F OV T b &3 2iEHEH T 550 THS . MMMzl 2
LD THD, WIRTFRea— T ARSIV AT REF LR~V &— Tt
R A —E AR SV T EROEY THD,

AT, BIOEENC ISV T, LRz lE TS OWTLIRFFRWT

‘1/\°7”7”l~‘ 2 — R ARIXIVAFREBE TR AR F—  FIILiE B~y 7 —
: 4t an i A4 550 THd,

ATEBNTL, ApFo S HARDERRIZRLNT, WT LT F FEFURHERMIRIC ML T,
AU =THIETEHAL T 270D, WTIRPFREET ¥ v ThoT, FEWTI1
~RPFRPHLA—DRB1*15014F, HLA—DPB1* 09014y, ¥/midHLA—
DPB1 OSOl’;y‘%be\fh{b%lfﬁ’ﬁé\ﬂ‘éﬁﬁﬁ%ﬁﬂ‘é%@fﬁaé\ o MIETDH
DTHD, FHFELIL, ¥y ME T~ —THIIROIEE L IV BILD,
AFERADF Y ML, WTITTROMIC, BIZIE, HURRMNRORFFE, ~L
=TI TEEORM FBA Y &8 A TOTHEW, —RIUIZE, v MIX IR
DE L IRAT 5, ABHOX v M RWT, ~ A —THIIE DR LTEHA LD
ZENTED,

AZERIL, HIOERICE VT, WTISYFREREFIERARIZERML T, ~s8
—THIRSEIGYE L 32720 D  WTIRTFRED—R 4RIV AT RE &5
ARG —  FATSR A~V F 25 DM E S Xy Cho T, BWT1R
RFAHLA—DRB1* 150143 ¥, HLA—DPB1 090143, $7=i2HHLA—DPB1"
050143 F DOV RNITFES T ORNEATILD THD, FyMIBT LD THD
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[0026]

[0027]

[0028]

}K%%ﬁ;%MrmﬁW%KEwT\WTL<7%F?%ﬁﬁﬁ#WEaﬁmwf\“
MR —THMETEM LT TR EE T, MBI ABOBREIL T LT
BT, BEWT1FFRPHLA—DRB1%150143 F, HLA—DPB1*0901%F
. FIZIHLA—DPB1 05015 F OV s i & 3 AR %28 750D Th 5,
FECBTDbD ThD, HRFEMDIFIEL, ~N/ —THIRETERALT DI LY
SFR DG RETEEALL . IR IT A A TR ST T3 55k Chb, WT1
AT T ROFFRRRIE~OFME, WTIRTFREFMNT 52 LI L0EHEEMIC
BDDVIWT LT FREa—RF ARV A FREE LI I7F —ORmMick
0, FI IR F — S DTN IV T Th X,

EiRoi@Y, ~ LA —THIIL, MHCZ X114y FTHhHHLA—DRB1 ™ 150143
F.HLA—DPB1*09014F, /<IZHLA—DPB1 05015 F OV FHMnEWT
INTFREDEEEREILTDOT, ML, WTIRTFRRFETOMHCYZ
AN FEHTDHRE. #l2iE. HLA—DRB1 1501844, HLA—DPB1*0901
Bk, E7-XHLA —DPB1 0501 MR R ThD, £z, LlOWmIASEAOWT
1FFRIE, HLA—DRB1 715014y F, HLA—DPB1 7090145 7L OHLA
~DPB17 05010 F 047 b2 WS THRNZH 550, FldHLA—
DRB1 15014 F L0/ £EHLA—DPB1 09014 FR LV E2iZHLA
—DPB1*05015 FEENLD S F S OMHCY ZAIG FACSHICHE ST BhE
TeFTELORETH-THEN, E>T, ZDXIREE | ARHAOWTIFFF
E S TEDMHCIZ ALY 7 75 ARG ORI BV VTR A TEIREIIE T35
ZELTED, R EITTFHENDEIL, WTobOTh-> ThaL, HilxiX, Al
B, B BRI R RE . M RO, T il & o M AR, B, K
N . Bl L. RN | SRR . BORERA . DGR . RSL, T, T EE
£, SNBUER Y OBEBEEZ ST, Eo, KRWADFG T, MHCYZ R 145y FHTRE
WTIRTFRE AW EOTERREI LT I E X2 07 d O E A i & Of
S ThENY,

AZEI, 2 BRIOERICR VT, WTIRTFREFUBIRRMIRICEML T, ~

D\
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[0029]

[0030]

(0031]

[0032]

NS —=THIREAEMEAL T 5282 X0 - A BUT I DI TR ET T TR 57D
WTIRTF RS LRI THo T, WTIRZFRAHLA—DRB1 15
0143, HLA—DPB1*09014 %, /2IZHLA—DPB1 050145 7OV 4
(AT OEACH T DO THD, EFEMAMICEATLbOTHD, WTIRIEF
i BRI, GIT, el B SEEE R 25 F8 M REIT, AR
Yool Y O MARIEES . EHR . RIS, WhHE, T, A TRE RS b
PtE ., AL B R RS SRR S ORI ICB O TTEFEBL TS
7o AR OE ML E OGN LTI T IO DI NBEZENTES,

AREHOWTLLFTRE EkoiE), HLA—DRB1% 15014+, HLA—DPB1
09014 F, BLUHLA—DPB1 05015 F D2 b2 0k & DA
THHO, FIFHLA—DRB1™ 15014 F L0/ EZHLA—DPB1 09014y
F3B L0 EIIHLA—DPB1 705015 F &£ L0454 F LA OMHCYZ X114Y
TIEBICFEE T ORAEH TOLDREThoThdv, 1o T, PUREFRHRIS
{MEW%GJWT]_/\‘V%F‘ﬁ?ﬁ:ﬁé\f%Z)MHCf/%qW?‘/ﬁxF)%‘l‘i@%}gzEtslﬁé@%
DO THIIE, RIEHDEIEFA LI LIRS/ I TR T 52803 TED,

AR D SRS, 20, HLA—DRB1” 150144, HLA—DPB109
OTEEME. F/IXHLA—DPB1 0501 BRSOV Sz 5 Ehb e, HIELK
AN S ENBWT 1T T RIZEY, ~b S —THIBAT LS B 2 L2 XY,
RHBEDGIEHRINEMAC S, AR EIIL TR TDENTED, o T, A
DEMHFRIL. EREEOWEREII T BRI T O b O AR &
Az Thdvy,

AFEH OEFHRDNL, HRRHELTERWTLNTFREAME, iz E, B
JREAVLEEEATOTHEV, ABEADEEMRMMICE EFNDIWTIT TR
 FUREES TR HOMHCZ Z A T LG L T~ —THlIa &G 15
WD, AFHOEIRMARMIL, DT~ A=THIKOTEMEALF, BITEA, 5
RrpEEBEATOTHELS HDHVNEMHCI ZARFEMW T 1T F R EH A TNT
Hdl,

ASERADEIHNLD OB 5 H5 150, BHROMIE, I ORME, SR

)
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[0033]

10034]

[0035]

[0036]

RAFTIGE Tl ERIR § DL TED, HREITEIE, B2, B G JF#
HARE S RIS RBR S R OREREDFET NN, ThHIZIRD
2V, ATEFOEIRM AN E DT F RO, EIRMRMOTNG ., 8 535
7OV, FEBOTHE, B ORIE, FERELE ORI Tl IR T 524
MTEDH, 1EH 20D LRI, A 0. 0001mg~1000mg, #FLLIE, 0.
001mg~1000mgTH5,

AREINT, IRDEHRITE VT, WTITFREFUFRFMRICHmML <, ~
NS —THINAZTEMAL T D28 ED | R BIT DL TEFCETIL TR T5728D
WTIARFFREI-RFT BRIV AFREELRBIART I — | FIiIERE A~
F—& g &t IE SR T T, MWT17FFASHLA—DRB1715

43 F. HLA—DPB17 090147, F/dHLA—DPB1"0501%) %@ux@*mu
RS TARNDEH/THLOTHS, EIEMERMITETEILOTHD,
AFEYNL, SHRDERITE VT, LRERMENDZ GO/ DWTITF

R WT1_NFFREa— R4 5RYRIVAF RE G0 Z—  FIITERBR A~

78— @ Aot M ET 550 THD,

AFERIE, 5 1OOIEREITH T, WT1_FF R AR & B Hik T
ST, EWT1_7FFMHHLA—DRB1"1501%) y¥. HLA—DPB1709015)F.
#72IIHLA—DPB1* 05015 FOUL T b & T 3N E A T30 Th,
FUKICBT 2L D THD, AFEBAOFAIL, M 2H IO T B - 7z v
WENGD, RFIEAOT RS Fi2 OFEOZW, TH BRI ICER T ZEM8TED
AT L, WIOMERIZH VT, HLA—DRB17 1501, HLA—DPB1*0901
Btk E7-1FHLA—DPB1 0501 Bt RICBITAWTI AT R OEEE i
BWETDHETH-T,

(a) BIWT 1HURE Bt B BB L SOG &4 | KIT,

(0) A BHZ B ENDWT I F R LR REICHES T O MW T IO F R E
W EELETR D,

TREGT. HECHET3L0THS, flxid, FRiWT1HikEHLA—DRB1"



N
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(0037]

[0038]

[0039]

[0040]

1501k, HLA—DPB1 09015, F/2iZHLA—DPB1 05071 Bttt 42 i
ERBE A o= a5, BHBVIHLA—DRB1 1501, HLA—DPB
1709015, F/2ITHLA—DPB1 0501 B BICH S L, RICHFIIWT1Hk
OB T LR T, BSEPETBIL T, mOBN, T2 Wil snagics
5o AFEHOFTIWT1HUAIL, BRI OWT1_TF R RIS T2 T
EHPREF V), MIWTLHUEIL, £ /70— WK ThoTh, RYZa—F ik
ToHo>Thdv, Fiz, Tj‘iWT1a§‘Wb:ci#%E§%’i!aéﬁ’cwc%cm\o Fake LT, SR
. FOHPEEERNR & D AIMOb O BT 57 1 TS, BT BIET, WTT~
FFROFLE L RORERE S P OBREITRD,

AT, 2B OERRIZBWT, LFRHIWT LA E SRR & L TE T,
WT1RT T ROFEIEEIEERE T DD DOF Y MIETIHDTHD,

Fie, EROWTIRTFROFEFTEDREIZLBNT, WTTLTFRHHL
A—DRB1"04055F X0/ $7-i2HLA —DRB1* 15024y FIT4E-& 3 HHEH
A TDEE  DINBMHCYZANY 7 U T2 %5 T DRBRITBWNT, WT1R IR
DIFEETEEEZRE §HIEL AL D,

AFEINL, B 1 ODERICIN T, BERREILI T 457200, WT1TF
Ra RO TIE b E T2~ —THE 2 & o E SRR Th - T %XWT]/\“T
FRBHLA—DRB1 15014 F, HLA—DPB1"09014F, $/-13HLA—DPB
105019 FDOVT RN T BIRNEHTELOTHS, EEHEMT 5
HThD, TEPEAL~/L 2 S—THIBUZ > TBHID 3 L ONTHINAAS T8 - 804 - TR AL,
INDTEITED BB EIITTBIEND, 1T, RO Z DTERRD B HALAL
W% OB DIEIEE LTI RSO DOEBMEMEI AL TH I
o Flo, WTITFRE RV~ AA—THIROERA LS, WT1TFRITks
B TEHALIEDD Tl WT LR FRea— R4 AR XV A FREE e s
WSS —  EITER BT F— 2 B O LA R R TE e e S

AFERR OO HALRL L, R EL TR b~ b S—THIKR LA Bl 20
R L & E AT TH I, RBACERFLRADOE G T5 I, RED
TR, S OMIE, BRI Y DA L OE IR T 52 LT D, M5
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HEr, Bl BN BTG SRR, IRANIRS., RARE RO
BEREDBFET LN, ZHBIZRSR W, AFREPOERARDITE T~

R THRO B, E AR ORI, B 5 mE L1k 5 ROREE. TR O,

[0041]

[0042]

[0043]

PRI & DTS Ol ERIRT 5o LB TED,

KB, BIOMEREICIS\ . WT L7 TR HUR R A TN T LS
— THINETEEAL L FEMEAE L~ S — TR S R T 53 D TR St
DIEWEET L TR F 1 Tho T, WTI_FRNBHLA—DRBL 15014 F. H
LA—DPB1*0901%F . $7/2iXHLA — DPB1*05014 F DV fESd %
EHEETELOTHS, FECETILOTH,

AR, MIOMEREIZB T, ERE b~ —T A S e E IR O

BB AWT 1T RO AIZET L0 THS,

AFEMIT, S6BMEEEITHV T, HLA—DRB1 1501 4, HLA—DPB1709
O1BH: . FE/-IEHLA —DPB1 0501 Bk ROV F I IsiT W T 1R Ag~
AR —THIR OFE LI EE R ETHFIETHS T,

(a) WT1X7’FREHLA—DRB1 15014 F. HLA—DPB1 09014 F., ¥7=i3
HLA—DPB1"050145 F O A A3 G b U E RS S8 . IKIT,
(b) B BHI & ENDEM A HERI T 5~ —THIAOF AL E X RER <D

TRE2ZL, FECRTADTHD, S RIFABHL, Vo ERAETEN TS
BN IALIEV T DL D TIh»Th I, FlAE, i, Vo iz & o, tHAk
T EREITHND, W17/ FREHLA—DRB1* 15014 F, HLA—DPB1"09
0143F, FFHLA—DPB1* 050145 FEOH A KL, HlXiE, 4T AR
NFETAEREOYZEFT MDD I EEZMANT, HlZE, TR — R Fv—72
EDIBREICS TN TH LW, 2D S WA R D~ S —THllaO FE
R, HEEFTBRMOFECIOMNE ST DHILNTED, AFADZORERRIZI
T, RIS RIIER SN DO THoOTH L, k& L Tid, SRR Bt
ke EOAMOLOEMENTHZENTED, T HIE T~/ 3—THIAD
ST ROREDE S 2 RdT 2D, ARADIOUERRO N k% VT,

D
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[0044]

[0045]

[0046]

[0047)

[0048]

DFEWr, THEZWIRE D IREIZR D,

fEoT, ARIIEEL, HLA—DRB1 15014, HLA—DPB1*0901 k.
F72IZHLA—DPB1 050 1 BB SV v i 81T Bl S—THIK O 1711 E
T BT T B ®D, WT1-_FFFEHLA—DRB1" 15014y F, HLA—DP
B1"09014F, $72I3HLA—DPB1* 05014 FE DA K% & To a1t
T Do

E5lc, AR, W17 FREHLA—DRB1 15014, HLA—DPB170
9014+, F/-HHLA—DPB1* 05014 FL0#i& a4 HILA—DRBL*15
0L, HLA—DPB1 09015, $7i3HLA—DPB1" 050 1k %icisit
BN —THIREOF A EZITRE R E T DD OF v M7 5,

T2, EROA~AASA—THIROFHEEIZIIBEOWRTEIZBNT, WT1XT IR H
LA—DRB1 04055 F# LU F7-1ZHLA—DRB1 " 15025 FIc s &1 BhEN
AT HEE . DIBMHCI ZANY 7 77 2% T HHRITEVT, ~3—THI
ﬂ@@i’ﬂfif:@iﬁ%mﬁ@“éc&Wﬁ‘é&tﬁéo TOIIES  WT1IRTFREWT
1T FRREETAMHCY 7R T OB ARV HRA,

AL, SO BEEEICB VT, WTLFFREHLA—DRB1 15014 %, H
LA—DPB1"09014F. #£/2iTHLA—DPB1* 050145 F D@ A KL AT,
AN —=THIRE RS H LT T,

(a) BB ST OGS, I,

(b) AR I B BB A WL R 51— TN EA35

Tz, FEIZETLOTHD, HEHIC 2V TI LR OEY Thd, #UEHZ
U AERNE FTOB TN BTN THOL O ThH- ThES, B, MK
70 & DORF G BUEL, MR R E BRET DD, MEWEEIM S 5~/ /3—T

FIROTARX, 20 FACS. MACSARE MIEF M MOH B AWCiTHzt

PNTED, FFhIIc~ S —THINZ R FE L, file OROEHEIIETHICANAZ
EBTREICAe D,

e>T, RFEHITE, WTl/\"’f‘?‘F‘kHLA—DRBl*1501%5‘, HLA—DPR |
1709014y F, £iZHLA—DPB1* 05014 F DA KE VT, ~ A/ 3—T
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[0049]

[0050]

[0051]

MRRZ G55 BIZEVELZEDTED, ~A =TI 424D THD,

Eh|T, AFEIE, WT1_7FREHLA—DRB1%15014yF, HLA—DPB1*0
9015+, FHIHLA—DPB1 0501 5 ¥ DB A EE ST, ~ A—THIl%
/DD DF M TILDTHD,

Eo. RO~ A —THIRO AR T, W17 F FARHLA—DRB1*0
4055 FBEIV/ EHHLA—DRB1 ¥ 15025 FITH & 2 NEE T 554,
PAMHCYFANY 7 I F7AEWT 17 F RO RETRR 4 D~ —THIK
DIAFHRREERD, ZOXIREA  WTIRTFREWTIRTF A A EMH
CIZZAUG FLDOEEKRBAV LD,

AFEH T, BIOTERRIZEHVT, HLA—DRB1 ™ 150154, HLA—DPB170901
BB, HLA—DPB1 05014, HLA—DRB1 0405844, $7-iZHLA—DRB
17150283 R BT 61T BWT VG RA~ S —THINADFEE £/ Ra B E 5
FiETH-T,

(a) WT1RZF & VTR LB R ER | IRRME Y /X BR EEEHRIR, NE K S ool
e, Koo, BT BERE TP, B RERIIE, i) EimaE AL
(b) YA MY A BEAFI AT ANV AA—THIIAD BSOS R TI~D,
THEE T, FACIABEEE TR =TI D RS O E T B DB K
MWTIRERAG~ V=TI O FE E TR AR S, FEICET 500 THDH, A
FEAD IR TRV DA LB EZER . R 2 <BR CRIEENANG . JE A o
N, R o ORI . AR B P oOUREL . B BEANE., 38 0N o EiTHINE AR & ooHiE
IAE R AR THoTh, HOVNIFRBAE B TH o THLV, @ AdskoZhb
ORAERNDZEZED, Fl2iT, BITREL THENEDID, HDHWNIEDHERE
HIDMEIWEZWTDIERENTTRRIZARD, £, AF RROZNLOMIEE
Anaziizdy, flzid, BB B TWT IRERIER R E G I D08 I0%
T4 DT LR E NI D, WTIXTFREH W A LOMImOREE, A4
E R EIT U EROWT BN T TOR TH LIV, fiETH LR E O M
B AETaIBREFELY N, FA MY A FEAEFE I T~ —THINAD RS A TFE TS
D, BDHVNEH A P A A BEAE B E I~ —THIIR O RGO BB o0 71T
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LNTARDILINTES,
[0052]  BATRIZEMGIZ R L TAFEZ BARRM» DTENCR I3 525, FEMHIIIAIEN

[0053]

[0054]

[0055]

ZRETDHOLAEL TR,
FE i
1. BURBE M O A
il ARt (HLA—DRB1" 1501, HLA—DPB1 090 1[4, ¥
72iZHLA—DPB1" 0501 i) O MLA5H R AY L 4ikE Bk (PBMC) % 4L 1%
ABZ(fi i (Nabi,Miami,FL) . X—VIVO 155538 # (Cambrextt:) & VTR
SAF- 2 FL—MZ1 X 10507 LD EE FEIT TIBRREL . MR LI, 0
%, s EREL, BT HKE 1000 1U,/ ml IL—4(PeproTechft:) .
1000 IU/ml GM—CSF (PeproTechtt), 1% ABH M. X—VIVO 151
T THAR LT, 2H A L4 B BTS2, IL—4EGM—CSFZHIIL., 6
A A100 U/ ml TNF— o %z, iR RS Sz,
2. WT1_7F KRB CDAB M THIID O T
Al Ui g 1R it F 7 HCDA B THINE 77 MEF RosetteSep (StemCellfl:) 2 IV TC
DARSHETHIRE S BEL 2, 24X 7L —bDF /U, ZOCDAREMTHIMN (3 X 1
OH) B AH, ZIE20 1 g/ ml WT1_ZFE (BFIFHS: 2) T LRL25Gy K
SRS L7z B SRR (3 X LOME) THINKL . B> o> A IT201U,/ml
IL—2%HINL 7, WML 72 CDABMTHIMaEZ | UL —HMBEIT, 200 g
S ml WTI_FF R TSP AU TR SRz TR 72, $iz, 2/ B o
FEEARR L L A 3B FITIL — 2 AV OREHINI ZE LT, B3R DMK I Lo E I
CDAH#THIIE (HLA—DRB1 1501, HLA—DPB1 0901 (B TS . Zh
ZTA28. T, E15. 2Mlas 3 2) 2 RERITH W,
3. TFN— v OJE

TAZ28. 1314, BEOTA28. 1HIEAHE T D AN FAY M WEEERE, 20

pg/m WTIRYTROPEFER T C24RRIE®& LI, %%, FIEPOIFN— v
OFRAELISAX» M FVWTER LT, $HHBIL T, HLA—DRB1" 1501 & M:%t 5
SO AR M BAZER A BV 2, FE R AR ISR Y, TA28. 1HIaN, WT1-~=7F

3%
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[0056)

[0057]

[0058]

FZHLA—DRB1* 1501 4> F45 RANTFEFEL , [FN— v A RERIK 45 (EH
{b92) ZERHER TET, ‘

ShiZ, TA28. 1#ilak LUELS. Z%Eﬂﬂﬂﬁi‘IL—élisJ:(ﬁlL—10’5:5%’$L721/\:
ZELISAF v M W THER L., BiRZR2B IUBITRY, TA28. 18 XUVELS
. 2HAATh1HIA THAZEZ MR,

HLA—DPB1"0501,/ 0501 B4 Bk E R AV CUL T O 8RBT 72, flla%
X—VIVO(1% ABRIMLHE) iZ8EBL. 200 g/ ml WT1~NZFF, 10 u g,/ ml
Brefeldin A LTX0. 51 g/ml CD28,//49d%HVINLT, 37°C. 5% CO |24
RE]A 2 —F L7, HREL T, WTL_TFREFMLBNTA L Fa—hL
ToiiaE Vs, Sy 77— T . CD3 —perCPHUARB LUHICD4—APC
PR BINL , 4°C T304 A F ax—kLTz, /*"y77-—’C“"{5E?%?£é\ BD Cytofix/
CytopermZ AV TR Z [E T - Bl AL L 72 (4°C, 20431 o BD perm/wash buffer
TR . PLINF— v —TITC(BD, clone: B27) 3L UL~ 17 —PE (eBioscienc
e, clone: eBio61DEC17) 2L TATCIZ T304 M- a—r iz, Ny T 7—T
et FACSAriaz BV TIIRDRNT 24T o7, #ERERATART, HLA—DP
B1*050 1 Bt BALERASBIFEL . 23 DIFN— v BEOIL— 172 6T B L% TR
L7z,

4. W57 oA

WIET e AE CH] —FIPVIRDIABRIEIC L0 T o7, TA28. 14118 (3 X 10*H
Y&, WTIARFFRT UL AU R IR S L7 S i B2 ER (HLA— DRB1 1501
Bk s 1 X 10MA) 296 K7L — N TILigaE Li-, Jekssk L CS0MHEI%12., 37kBqg,”
=L [PH] =3I (Amersham Biosciencest) # ML . X501 68504 F =
R—2arL TR FL—iar Ay F—TRIELT, MZEMIZ, v 45 (cp
m) THY, HRE LTI FRTrULAL TV W RS ML A R E TV Vi, -, TR
PEfEy 79V ASHLA—DRB1 150153 RS ThBZ LERR T 572012, Hi
MHCZ 7RIk, FtHLA —DREufE, HFiIHLA —DQELA, FiHLA—DPHitk%E
Ve, FERERISIZR T, TA28. THat, WTM?"%F&I—ILA—DRM *1501
LI 7T IOTEMA LS T RS D2 LR TR LT, 23, fiH
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[0059]

[0060]

[0061]

[0062]

LA—DREUEIZIOINEIENEZ &b, HLA—DRBL 1501 RATHHILEE
SICHERR LT,

FIEEIZ, E15. 28z AV CHiBE T oA %1 T o7z, RHREL T, EHICHLA-D
PB170901 Ktk o8 i sk DR i R BRE FIV oo RER A6 B L OTITRY, B
15. 2MaAs, WT1-27FREHLA—DPB1"0901% 4T Lz 2 I s L0 TE (L
SHTHI T 22 &R L, 23 D5 HIHLA—DPHUKIZ L0 En 5T
L, HLA—DPB1 09015 RETHHZ L& SHITHETR LT, |

&bz, HLA—DPB1%0501./ 0501 B Bk Bk % FlV CHIFE T v A % T o7z
o RMBLLT, HLA—DPB1" 05012 :% 4 H e AR i ik, Bl vz, 5
FE8 I L IR T, HLA—DPB1*0501,7 * 050 1 BB B ERAS, WT1~277F
FEHLA—DPB170501% 0 Lcid U K0IEMAL S THITE S A L2 HEL
77 DINDIEIE, FIHLA — DPHURIZ IS A 855, HLA—DPB17 05
ORI THDI L L EHITHER LT,

51z, E15. 2RO T v A% 4 OIRREOWT 1T FRERNT T2/
o FIVVEWT1_ZFROUREE L, 0. 08, 0. 4, 2, 10, 50, 10086L150 1 g/ m

1 Thole, HRE R 10IFR Y, W17/ R3S R F M E15, 28IAa 2 15X
BHZ LR LL,
pEFE DT W REME

AFEMIcXY, HLA—DRB1 15014y F, HLA—DPB17 09014, £72IdHL
A—DPB1" 05014 -FIHATOMNEH THWTISFFREFNT, ~lri—
TR R AL 5 B LOF O DO . 7oA~ S—THRIRZ T
LT DL I DO L O/ FE T B B 7 & RS R BDT
ERLEONS FlE, WTIEE T2 ERTLL TV AR« 0 i 38, &
TEHE TR EI I EFRIE OB S | ZOE LI TR AT TH D,

AO
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SR OH

[1] WT 17 FREFURERARICERNL T, ~ S —THIfAE L T2 TEE2 S
Lo, b = THIRAOIEHEAL T 1 T T, W T17 T RAHLA —DRB1Y15
0145 F, HLA—DPB17090145 7. £/2IZHLA—DPB 1705014 T-Ov 4>
AT BN EA T ELOTHD, ik,

[2] WT1~7FRFBHLA—DRB1 15014, HLA—DPB1"0901% F3 L UH
LA—DPB17 05013 F Dy b0 e b2 0iliEa 1 52 H DD ThHD,
RGO I,

[3] W1 FRRESIZHLA—DRB1 04055 F L0V 7213 HLA—DRB1 "
15025y FIHE B3 BEENER THLOTHS, iRkm1F2ifko ik,

[4] WT1~7FFAHLA—DRB1"15014F, HLA—DPB1"09014y ¥, HLA—
DPB1*0501%F, HLA—DRB1"0405% F, 3L UHLA—DRB1*15024 F
AT DRENET T DD THD, HEKEIMLIOWT i UATEHO 51k,

(5] WT1RFFRETIEAL%: Lys Arg Tyr Phe Lys Leu Ser His Leu
Gln Met His Ser Arg Lys His(BFIE R 2) 2 & L~X7FRTHD, #HRKIE
1D BAD VTN LIEFTAROIT 1,

(6] WT17FRFOPUFIR TR ~OFEIMD, WTTXFFROFM, WT1 TR
FaA—NI ORI VAT REEORBAIZ—OFMN, FRITEREHAIF—52F
TR OBEINZEV T NS FERIE LMBEOW TN LR O F ik,

[7] WT 17 FREGURHESRMRICERIML T, ~ b S—THIRETEMAL T D72 D,
WT1X7 T R G Tlh-> T, EWT17FFHLA—DRB1* 15014y
. HLA—DPB1 09014 F. $£72(ZHLA—DPB1 05014} T\ T Ui IC iE
ETHRENERTLHHOTHD, HAW,

[8] WT1AFFREFUFHR TR TIRML T, ~AA_A—THIIAETE L2 TS
te, MR BTDFROEIEEIIE T ETH- T EWTI_TTFRBHLA-D
RB1*1501%F, HLA—DPB1" 09014 7., ¥//ZHLA—DPB1* 050145 F®
VDTN S TAENER 760 THD, Fik

. [9] WT1TFREFBRFMIRICIINL T, ~ A A—THIfaZ L T2 8 kD
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[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

EERRREIT TR T A0, WL FRESHEIRMEY Tho T, #EW
T1I~FFRAEHLA—DRB1 * 15014 %, HLA—DPB1 090145 F, iT:LiIHLA
—DPB1 05015 F OV T Bt EH 7500 THS, B IHEMRY,

WT1_7F R RANTEE T AR THo T EWT1S7FRPHLA—DR
B1*15014F, HLA —DPB1*0901% %, #/-3HLA—DPB1*050143F0\
THPCHES T HENER T HLDOTHS, Hilk,

HLA—DRB1" 1501 4. HLA—DPB1* 09014, £7/-1ZHLA—DPB1*0
501 BV ANIZBTEIWT LS TFROFIEEI AR E 55T
2T,

(a) MW T LHUEZE RS R SR B E BUS S8 |IC,

(b) BGEREHZ & FNDOWT 1T R R ISR & T ORTW T 1 itk o fE g7
HRZA~D,

TRXEte, ik,

WT1_7FREFUE RSB RINL T —THIRETE AL L, IS L7
AR =TIHIRE R R ST HTREF L, EORBKELI T i THo T,
HWT17FFRHLA—DRB1 150145 F. HLA—DPB1 090144 ¥/
HLA—DPB1* 05015 & T AN THLOTHD, Fik,

FETRFEEII T 37D, WT1_7 TR VTR S~ —T
MN%& T EIRAES Tho T EWT1~X7FFRHLA—DRB1 15014 F, H
LA—DPB17090143F, £7-1FHLA—DPB1 05014 F OV MANI &8T5
e HEH T BLOCHS, EXALR, |

HLA—DRB1*1501 4. HLA—DPB1*0901#4: ., $/-iZHLA—DPB1 "0
SO LM B DWT IDNT B AW T LR S ~L =TI FEE E b P
ETAEFETHST,

(@) WT1~7FFEHLA—DRB1¥150145F, HLA—DPB1 09014+, $7-i%
HLA—DPB1" 05015 F&DOBE KE % Sl IS S8, KkIT,
(b) SEBBHI & EN DA KA ST 2~ A —THIDTEE E X R e T <5

bit

=

»

4~
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ThREaE, ik

[15] HLA—DRB1"1501544. HLA—DPB1"0901[EM:. HLA—DPB1*0501
P, HLA—DRB1 0405854, F1ZHLA—DRB1 ™ 150 28t 817 3611 2WT
145 R~ —THA DS X AR ET D5 TH- T,
() WTL~T7F R A O HUREER . BB SER, BSA0IE. B ofm
e, MK SR OOFIAA , B SEHE P O AN, B SEAAR, F7 XV EHHE L
(b) A B AL PEAFINTA~NASA—THIRD RS OFEEIT BEET D,
TRREE & FA A PEAE T T~ S —THIRRO B S DAL/ L ooH K
HWT LRSI~ LA —THIRD RSB 7R 3, ik,
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<110> Osaka University

<120> Method and pharmaceutical composition for activating helper
T cell '

<130> 668070

<150> JP 2007-047317
<151> 2007-02-27
<l60> 2

<170> PatentIn version 3.2

<210> 1
<211> 449
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Met Gly Ser Asp Val Arg Asp Leu Asn Ala Leu Leu Pro Ala Val Pro

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

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

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

Pro Pro Pro Pro His Ser Phe Ile Lys Gln Glu Pro Ser Trp Gly Gly
65 70 75 80

Ala Glu Prec His Glu Gluv Gln Cys Leu Ser Ala Phe Thr Val His Phe
85 90 95

Ser Gly Gln Phe Thr Gly Thr Ala Gly Ala Cys Arg Tyr Gly Pro Phe
100 105 110

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

Proc Asn Ala Pro Tyr Leu Pro Ser Cys Leu Glu Ser Gln Pro Ala Ile
130 135 140

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

Gly His Thr Pro Ser His His Ala Ala Gln Phe Pro Asn His Ser Phe
165 170 i75

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

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

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

Asn Leu Tyr Gln Met Thr Ser Gln Leu Glu Cys Met Thr Trp Asn Gln
225 230 235 240

Met Asn Leu Gly Ala Thr Leu Lys Gly Val Ala Ala Gly Ser Ser Ser



245

Ser Val Lys Trp Thr Glu Gly
260

Ser Asp Asn His Thr Thr Pro
275

His Thr His Gly Val Phe Arg
230 285

Gly Val Ala Pro Thr Leu Val
305 310

Arg Pro Phe Met Cys Ala Tyr
325

Leu Ser His Leu Gln Met His
340

Tyr Gln Cys Asp Phe Lys Asp
355

Gln Leu Lys Arg His Gln Arg
370 375

Cys Lys Thr Cys Gln Arg Lys
385 3590

His Thr Arg Thr His Thr Gly
405

Arg Trp Pro Ser Cys Gln Lys
420

Arg His His Asn Met His Gln
435

Leu

<210> 2

.<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Gln

Ile

280

Gly

Arg

Pro

Ser

Cys

360

Arg

Phe

Lys

Lys

Arg
440

Ser
265

Leu

Tle

Ser

Gly

Arg

345

Glu

His

Ser

Thr

Phe

425

Asn

250

Asn

Cys

Gln

Ala

Cys

330

Lys

Arg

Thr

Arg

Ser

410

Ala

Met

His

Gly

Asp

Ser

315

Asn

His

Arg

Gly

Ser

395

Glu

Arg

Thr

Ser

Ala

Val

300

Glu

Lys

Thr

Phe

Val

380

Asp

Lys

Ser

Lys

Thr

Gln

285

Arg

Thr

Arg

Gly

Ser

365

Lys

His

Pro

Asp

Leu
445

Gly

270

Tyr

Arg

Ser

Tyr

Glu

350

Arg

Pro

Leu

Phe

Glu

430

Gln

255

Tyr
ﬁfg
val
Glu
Phe
335
Lys
Ser
Phe
Lys
Ser
415

Leu

Leu

Glu

Ile

Pro

Lys-

320

Lys

Pro

Asp

Gln

Thr
400

Cys

Val

Ala

Lys Arg Tyr Phe Lys Leu Ser His Leu Gln Met His Ser Arg Lys His

1 5

10

15

gy,



METODO PARA ACTIVACION DE CELULA T AUXILIAR Y COMPOSICION PARA

USARSE EN EL METODO

CAMPO DE LA INVENCION

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

activacidén de una célula T auxiliar y similar.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El gen WT1 (gen de tumor de Wims 1) se identific6 como un gen
responsable para tumor de Wilms que es un cancer renal en nifos (documentos que no
son patente 1y 2). WT1 es un factor de transcripcidn que tiene un estructura de dedo de
zinc. Al principio, el gen WT1 se considerd 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 comoc un oncogén en tumores hematopoyéticos y canceres
sélidos.

Se mostré 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 sélida que endégenamente expresa WT1. El CTL
reconoce el péptido WT1 como la ferma 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, 3 y 4).

<2

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
ahtigeno. 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
célula 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 funcion para activar un sistema
inmune al facilitar el crecimiento o activacion de una célula B o célula T. Por lo tanto, el
me}oramiento de una funcién de una célula T auxiliar a través de un péptido de antigeno
de unién a clase Il 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 (docuhento
que no es patente 9). Sélo un péptido que se une a una molécula de HLA-DRB1 0401
(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



<2

patente 5) se encontraron como péptido auxiliar de WT1 hasta la fecha. Por lo tanto,
existe la necesidad de encontrar péptidos que se unan cadé uno a una molécula de HLA-
DRB1*1501, HLA-DPB1*0901 o HLA-DPB1*0501.
Ademas, se mostré que entre Iqs 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 profniscuo 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. |
Documento que no es patente 2: Call KM et al., Cell. 1990 Feb 2;60(3).509-
20.
Documento que no es patente 3. Menke AL et al, Int Rev Cytoi.
1998:181:151-212. Review.
.Documento que no es patente 4: Yamagami T et al., Blood. 1996 Abri! 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 et 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
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

Problemas gue han de ser resueltos por la invencion

El problema que ha de ser resuelto por la presente invencion es proveer un
método para la activacidon de una célula auxiliar T con un péptidec 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 Ids péptidos WT1 que
se unen a una molécula de HLA-DRB1*0405 y una molécula de HLA-DRB1‘*1502, 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 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 tanfo, la
presente invencion ha sido completada.

La presente invencién provee:

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

(2) el método dé conformidad con (15, en donde el péptidc WT1 tiene la
capacidad para ur;irse 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 WTH1
ademas tiene la capacidad para unirse a una molécula de HLA-DRB1*0405 y/o una

molécula de HLA-DRB1*1502;
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(4) el método de conformidad con cualquiera de (1)-(3), en donde e! péptido
WT1 tiene la capacidad para unirse a una molécula de HLA-DRB1*1501, una.mqlécula de
HLA-DPB1*0901, una molécula de HLA-DPB1*0501, una molé;:ula de HLA-DRB1*O405 y
una molécula de HLA-DRB1*1502;

(5) el métedo de conformidad con cualquieré 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 péptidc WT1 a la célula presentadora de antigeno se pone en préctica mediante la
adicién de un péptido WT1, la adicidn de un vector de expresion que comprende el
polinucleétido que codifica el péptido WT1 o la adicién de una célula gue incluye el vector
de expresion;

(7) una composicién para activar una célula T auxiliar mediante la adicion de
un péptido WT1 é 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 prevencion de un cancer en un sujeto
que comprende anadir un péptido WT1 a una célula presentadora de antigeno, y de esta
manera activar una célula T auxiliar, en donde el pépﬁdo 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 composicién farmacéutica para el tratamiento o prevencion de

cancer al activar una célula T auxiliar mediante la adiciéon de un péptido WT1 a una célula
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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 peptido 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 determinacion de la presencia o cantidad de un
péptido 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 anticuerpo anti-WWT1 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 prevencién de un cancer, que
comprende afiadir un péptido WT1 a u-na célula présentadora 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 0 una molécula de HLA-DPB1*0501;

(13) una composicidén farmaceéutica para el trate;miento o prevencion 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 determinacion de la presencia o cantidad de una

célula T auxiliar especifica de WT1 en cualquiera de un sujeto HLA-DRB1*1501-positivo,
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HLA-DPB1*0901-positivo y HLA-DPB1*0501-positivo, que-cqmp'rende:

{a) hacer reaccionar un complejo de un bébtiﬂé WT1 y una rr.wl,ol'écula 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 auxi]iar que reconoce
el coﬁplejo contenido en la muestra; y

(15) un método para la dete(minacién de la presencia 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 celula mononuclear de sangre periférica, linfocito invasivo,
celula 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 reaccidn de la célula T
auxiliar, |

en donde una presencia o un incremento en la cantidad de la produccién de

la citosina o la reaccién 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 activacion de una celula 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
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una molécula de HLA-DRB1*1502 y una composicién para el mismo, asi como una
composicion farmacéutica para el tratamiento y/o prevencién 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 moleculas de clase Il de MHC, tratary
prevenir un cancer y similar. Puesto que aproximadamente 90% de los japoneses son
cubiertos por los cinco tipos de subclases de la clase 1l 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 concentracién de IFN-y
{pg/ml). Las graficas corresponden al “casc 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-negative 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 |L-

10 producidas por célula TA28.1. En la figura, un eje longitudinal repreéenta la

concentracién (pg/ml). Las graficas corresponden a los valores de IFN-y, IL-4 y IL-10

1
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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 E152. En la figura, un eje longitudinal representa [a
concentracion (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 pépfido WT1.

La figura 5 es una grafica que representa el crecimiento de células TA28.1.
En la figura, un eje longitudina! representa cpm (x 10%). Las gréaficas corresponden al
"caso de co-cultivar células TA28.1 con célulag moenonucleares 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 periféerica 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 coﬁ 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 de un anticuerpo anti-HLA-DQ ", "qaso 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 izquierda,
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respectivamente.

La figura 6 es una grafica que representa el crecimiento de gélulas E£15.2.
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-DPB‘i*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
celulas 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-cu]tivar células
E15.2 con células mondnucleares de sangre periférica de un sujetc HLA-DPB1*0901-
negativo puisadas 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 graficas corresponden a "el caso de
co-cultivar células E15.2 con células mononucleares de sangre periférica sin pulsar con
un peptido WT1", "el caso de co-cultivar células E15.2 con células mononucleares de
sangre periférica 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
celulas mononucleares de sangre periférica pulsadas con un péptido WT1 en presencia
de un anticuerpo anti-HLA-DR", "el caso dé 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 casc de co-cultivar células E15.2 con células

mononucleares de sangre periférica pulsadas con un péptido WT1 en presencia de un
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anticuerpo anti-HLA-DP (sombreado)" empezando desdé Ia izquierda, res‘pectiv'amente.

La figura 8 es una grafica que repreéenta: el crecimiAento de células
mononucleares HLA-DPB1*0501/*0501-positivas. En la figura, un eje longitudinal
representa cpm. Las graficas corresponden a "el caso sin estimulacién 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 siﬁ estimulacion
con un peptido WT1", "el caso con estimulaciéon con un péptido de control de VIH", "el
caso con estimulacion con un peptido WT1", "el caso con estimulacién con un péptido
WT1 en presencia de un anticuerpo anti-HLA-DR", "el caso con estimulacidon 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 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 invencion se refiere a un método para la
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activacion de una celula T auxiliar, que comprende aﬁgdir- un péptido WT-1la una célula
presentadora de antigeno, y de esta manera activar Ié_ célula T auxilia_r,- en ‘donde el
péptido WT1 tiene la capacidad para unirse a cualquiera de una molécula de HLA-
DRB1*15801, una molécula de HLA-DPB1*0901 y una molécula de HLA-DPB1*0501. Enla
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 sustitucidn, modificacién o delecién 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 come 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-DPB1*0501. La
sustancia puede ser una sustancia que modula la solubilidad del péptido WT1 de la
presente invenciéon, o incrementa su estabilidad (resistencia a proteasa, etc.).
Alternativamente, puede ser una sustancia que suministra el péptido WT1 de la presente
invencion especificamente, por ejemplo, a un tejido u érgano dado, o incrementa la
eficiencia de absorcidbn por una célula presentadora de antigenoc 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.

6>
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El péptido WT1 de la presente invencion tiene la ncapacidad para:unirse a
cuvalquiera de una molécula de HLA-DRB1*1501, una molécula de HLA-D_PB1*0901 y una
molécula de HLA-DPB1*0501. Por lo tanto, el péptido WT1 puede ser un peptido que
tiene la capac;idad 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*15601 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 pép'tido que tiene la capacidad’para unirse a una molécula de
HLA-DPB1*0901, una molécula de HLA-DRB1*O4C;5 y/0o una molécula de HLA-
DRB1*1502, un péptido que tiene la capacidad para unirse a una molévcula de HLA-
DPB1*0501, una molécula de HLA-DRB1*0405 y/o una molécula de HLA-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, una molécula de HLA-
DRB1*Q405 y/o una molécula de HLA-DRB1*1502. Debido a que un péptidc 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 molecula 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 union a
clase Il de MHC consiste de 10-25 aminoacidos. Por lo tanto, el péptido WT1

4 . . « . PR . . ;e
preferiblemente tiene una secuencia de aminoacidos que consiste de 10-25 aminocacidos.
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El péptidc WT1 de fa presente invencion se puede sintetizar por métodos
generalmente usades en la técnica o modificaciones de Iors' fnismoé. Dichos métodos se
describen, por ejemplo, en Peptide Synthesis, Interscience, New York, 1‘966; The
Proteins, V'ol 2 Academic Press Inc., New York, 1976; Peptide-Gosei, Maruzen Co., Ltd.,
1975; Peptide-Gosei No Kisc 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 invencién-también se puede preparar usando
tecnicas de ingenieria genetica basadas en la informacion acerca de la secuencia de
nucledtidos que codifica el péptido WT1. Dichas tecnicas de ingenieria Qenética son bien
conacidas 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 |
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 afadido.

En general, una célula T auxiliar es activada por el reconocimiento de un
péptido de antigenc a través de una molecula de clase 1l de MHC sobre la éuperﬁcie 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
Iigando de integrina sobre la superficie de la célula presentadora de antigeno. En la
presente‘ invencion, la activacion 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

6>
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describid antes, la célula T auxiliar activada tiene una fuﬁcién para activar un sistema
inmunolégico al incrementar la induccién, crecimientoc o activacién de ;jna célula B o
célula T. Por lo tanto, el método para la activacion de una célula T 'auxiliar' de Ié presente
invencidon 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, 0 se puede
usar como una terapia con adyuvante en el mismo. La activacion de la célula T auxiliar se
puede determinar midiendo la cantidad de la produccién o secrecién 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 directafnente mediante a adicion del péptido WT1, o indirectamente
mediante la adicidbn de un vector de expresidon que comprende un polinucledtido que

codifica el péptido WT1 o la adicidn de una célula que comprende el vector de expresion.

El vector de expresion que comprende el polinucledtido que codifica el péptido WT1, y la

célula que comprende el vector de expresién pueden ser producidos por el método bien
conocidos por un experto en la técnica.

En otro aspecto, Ié presente invencion se refiere a una composiciéon para
activar una célula T auxiliar mediante la adicidn de un péptido WT1 a una célula
presentadora de antigeno, que comprende el péptido WT1, en donde el péptido WT1
tiene la capacidad para unirée a cualquiera de unavmolécula de HLA-DRB1*1501, una

molécula de HLA-DPB1*0901 y una molécula de HLA-DPB1*0501. Cuando la

composicién de la presente invencidn se administra a un sujeto HLA-DRB1*1501, HLA--

DPB1*0901 o HLA-DPB1*0501-positivo, un sistema inmunolégico en el sujeto es activado
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por la activacidn 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 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 Gtero, cancer cervical o cancer de 6vario. Por lo tanto, la composicién
de la presente invencién se puede usar como una terapia con adyuvante en el tratamiento
o prevencion 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 describi6é antes, el péptido WT1 de la presente invencion puede
ser un péptido que tiene ia capacidad para unirse a por lo menos dos de una molécula de
HLA-DRB1*1501, unla 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 péra una subclase de clase |
de MHC a la cual el péptido WT1 de la presente invencién se puede unir, se puede
producir el efecto de activar la célula T auxiliar de la composiciéon de la presente
invencion.

La composicién de la presente invencién puede comprender ademas del
péptido WT1, por ejemplo, un vehiculo, un éxcipiente, un aditivo o similar. Debido a que el

péptido WT1 comprendido en la composicién de la presente invencién activa el péptido

&1
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auxiliar especificamente al péptido WT1, la composicion puede comprender un péptido
WT1 restringido por clas_e | de MHC, o se puede usar con el péptido.‘

El método para usar la composicién de la presente invencion sé puede
seleccionar apropiadamente dependiendo de las condiciones tales como la activacion
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,
administraciéon subcutanea, administracion intramuscular, administraciéon intravenosa,
administraciéon nasal y administracidén oral, y la adicién a un medio dé cultivo de la célula
presentadora de antigeno. La cantidad del péptido WT1 comprendida en la composicion
de la presente invencidn, asi como la forma, el numero de veces de uso y similares de la
composicion de la presente invencion se pueden seleccionar apropiadamente

dependiendo de condiciones tales como la activacién deseada de la célula T auxiliar, el
estado de la célula presentadora de antigeno.

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a una composicion
para activar una celula T auxiliar mediante la adicion de un péptido WT1 a una célula
presentadcra de antigeno, que comprende un vector de expresiéon que comprende un
polinucledtido 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. EI vector de expresion que comprende el polinucledtido que codifica el
péptido WT1 y la célula que comprende el vector de expresidon se descrito anteriormente.

En otro aspecto, la presente invencidn se refiere al uso de un vector de

expresion que comprende un polinucledtido que codifica un péptido WT1, o una célula



19

que comprende el vector de expresion para la fabricacion de la composicion.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a -uﬁ 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 molécula de HILA-DPB1*0501. Preferiblemente, el
equipo se usa en el método para la activacion de una célula T auxiliar. El equipo de la
presente invencion puede comprender ademas del péptidlo WT1, por gjemplo, 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 instruccion 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 adicidén de un péptido WT1 a una célula presentadora de
antigeno, que comprende un veétor de expresion que comprende un polinucledtido que
codifica un péptido WT1, 0 una célula 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.

En otro aspecto, la presente invenciéon se refiere a 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-
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DPB1*0501. El método de la presente invencidon es un rﬁétodo en el cual un sistema
inmu‘nolégico en el sujeto es activado por la activacién de una célula T auxiliar, y un
cancer en el sujeto es tratado o prevenido. La adicion dél péptido WT1 a las celulas
presentadoras de antigeno puede ser puesta en practica directamente mediante la
adicion del péptide WT1, o indirectamente mediante la adicién de un vector de expresion
gue comprende un polinucledtido que codifica el péptidc WT1 o la adicion de una célula
que comprende el vector de expresién.

Como se describié antes, la célula T auxiliar reconoce el complejo de
cualquiera de Ias moléculas de clase |l de MHC, particula.rmente 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 e! péptido WT1 se une, por ejemplo, sujeto HLA-DRB1*1501-po‘sitivo, HLA-
DPB1*0901-positivo o HLA-DPB1*0501-positivo. 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 unaA molécula de HLA-DRB1*1501, una molécula de HLA-
DPB1*0801 y una molécula de HLA-DPB1*0501, o un péptido que tiene la capacidad
para unirse a una molécuia 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
rﬁismas. Por lo tanto, en tal caso, es posible tratar o prevenir un cancer en un éujeto
positive para una sublclase de clase || de MHC a la cual el péptido WT1 de la presente
invencion se puede unir. El cancer que se ha de tratar o prevenir puede ser cualquiéra, y
ejemplos del mismo incluyen tumores hematopoyéticos tales como leucemia, sindrome

mielodisplasico, mieloma multiple o linfoma maligno, y canceres sélidos tales come
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cancer gastrico, cancer de colon, cancer de pulmén, cancer de mama, cancer de célulés
germinales, cén‘cer 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
invencion se puede usar con un meétodo para el tratamiento o prevencién de un cancer
con un peéptidoe WT1 restringido por molécula de clase | de MHC o una composicidn
farmacéptica para el mismo.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una composiciéon
farmacéutica para el tratamiento o prevencion de un cancer en un sujeto al activar una
célula T auxiliar mediante la adicidn de un péptido WT1 a una célula presentadora de
antigeno, que comprende e! 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*0801 y una molécula de HLA-DPB1*0501. El gen WT1 se expresa a altos niveles
en varios canceres y tumores incluyendo tumores hematopoyéticos tales como leucemia,
sindrome mielodisplasico, mieloma multiple o linfoma maligno, y canceres soélidos 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
préstata, cancer de atero, cancer cervical o cancer de ovario. Por lo tanto, la composicidn
farmacéutica de la presente invencion se puede usar para el tratamiento o prevencion de
un cancer.

Como se describié antes, el péptido WT1 de la presente invencidn 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 deA HLA-DPB1*0501,

o un péptido que tiene la capacidad para unirse a una molecula de HLA-DRB1*1501 y/o
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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 tanfo, siempre que la célula
presentadora de antigeno se derive de un sujeto positivo para una subclase de la clase ||
de MHC a la cual el péptido WT1 de la presente invencion se puede unir, la composicién
farmacéutica de la presente invencion se puede usar para tratar o prevenir un cancer.

Cuando la composicién farmacéutica de la presente invencién se édministra
a, por ejemplo, un sujeto HLA-DRB1*1501-positivo, HLA-DPB1*0901-positivo o0 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 composicidn
farmacéutica, tratando o previniendo asi un cancer. Por lo tanto, la composicidon
farmacéutica de la presente invencién se puede usar junto con el método para el
tratamiento o prevencion de un cancer o la composicion farmacéutica para el mismo.

La composicidn farmacéutica de la presente invencién puede comprender _
ademas del péptido WT1 como un ingrediente activo, por ejemplo, un vehiculo, un
excipiente o similar. E| péptido WT1 comprendido en la composicién farmacéutica de la
presente invencion se une a una molécula de clase |l 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 invencién 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
invencion se pueden seleccionar apropiadamente dependiendo de condiciones tales

como el tipo de enfermedad, la condicién del sujeto o sitio objetivo. Ejemplos de- dichos
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métodos incluyen, pero no se limitan a, administr_acic')n iﬁtradérmicé, administracién
subcutanea, administracion intramuscular, administracion intravenosa, administracién
nasal y administracion oral. La cantidad del péptidb combréndido en la composicién
farmacéutica de Ia presente invencion, asi como |la forma de dosis, el numero de veces
de la administracién y similares de la composicion farmacéutica dé la presente invencion
se pueden seleccionar apropiadamente dependiendo de condicionesl 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 invencidn se refiere a una composicion
farmacéutica para el tratamiento o prevencién de un cancer en un sujeto al activar una
celula T auxiliar mediante la adicion 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 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-moléecula de HLA-DPB1*0901 y una molécula de HLA-DPB1*0501.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere al uso de un
peptidc WT1, un vector de expresion que comprende un polinucledtido que codifica el
peéptido WT1, o una célula que comprende el vector de expresion para la fabricacién de la

composicidon farmacéutica.

En otro aspecto, la presente invencidn se refiere a un anticuerpo que se une

especificamente a un péptidc WT1, en donde el péptido WT1 tiene la cépacidad 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 invencion
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se puede preparar por el medio o método conocido bor el experto en la técnica. El
anticuerpo de la presente invencién se puede usar para el diagnéstico de varios
canceres, prohéstico de los mismos o similar.

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 sujetc 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 de! sujeto; y

(b) determinar la presencia o cantidad del anticuerpo anti-WT1 que se une
especificamente al péptidc 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 o HLA-
DPB1*0501-po§itivo, 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 posicidn, sitio o cantidad del mismo. El anticuerpo anti-WT1 de la presente invencion se
refiere a un anticuerpo que especificamente puede reconocer el péptido WT1 de la
presente invencion. El anticuerpo anti-WT1 puede ser un anticuerpo monoclonal o
anticuerpo policional. El anticuerpo anti-WT1 puede ser marcado. Un marcador conocid‘o
tal como un marcador fluorescente o un marcador radioactivo se puede usar como un
marcador. Al marcarlo, la presencia o cantidad dél péptido WT1 se puede determinar
facilmente y rapidamente.

En otrc aspecto, la presente invencion se refiere a- un equipo para la

determinacién 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 presénc’ia o cantidad del .péptido WTH1,
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 presencié o]
cantidad del péptido WT1 en un sujeto con dicha subclase de la clase I| de MHC.

En otro aspecto,A la presente invencién se refiere a una composicion
farmacéutica para el tratamiento o prevencidn 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 deA HLA-
DPB1*0901 y una molécula de HLA-DPB1*0501. El cancer es tratado o prevenido por la
induccion, crecimiento o activacién de una célula B o célula T por la célula T auxiliar
activada. Por lo tanto, la composicidon farmacéutica de la presente invencién en este
aspecto se puede usar junto con otro meétodo para el tratamiento o prevencion de un
cancer o composicidon farmacéutica para el mismo. La activacion de la célula T auxiliar
con el péptido WT1 abarca no sélo la activacidn directa con el péptido WT1 sino también
la activacién indirecta con un vector de expresion que comprende un polinucleétido que
codifica el péptido WT1 o una célula que comprende el vector de expresién.

La composicion farmacéutica de fa presente invencién 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 composicion farmacéutica
de la presente invencion se puede seleccionar apropiadamente dependiendo de
condiciones tales como el tipo de enfermedad, la condicién del sujeto o el sitio objetivo.

Ejemplos de dichos métodos incluyen, pero no se limitan a, administracion intradérmica,
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administracién subcutanea, administracién intramuscular, administracién intravenosa,
administracién nasal y administracion oral. La cantidad de la célula TA auxiliar
comprendida en ta composicion farmacéutica de la presente invencion, asi como la forma
de dosis, el nimero de veces de la administracion y similares de la composicién
farmacéutica de la presente invencidn se pueden seleccionar apropiadamente
dependiendo de una condicidn tal como el tipo de enfermedad, la condicidn del sujeto o el
siti.o objetivo.

En otro aspecto, la presenté invencion se refiere a un método para el
tratamiento o prevencién 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 dé HLA-DRB1*1501, una molécula
de HLA-DPB1*0901 y una molécula de HLA-DPB1*0501. |

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

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un método para
determinar la presencia o cantidad de una célula T auxiliar especifica de WT1 en
cualquiera de un sujeto HLA-DRB1*1501-positive, HLA-DPB1*0901-positivo y HLA-
DPB1*0501-positivo, que comprende:

(a) hacer reaccionar un complejo de un péptidoc 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



27

(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 peptido WT .y
una molécula de HLA-DRB1*1501, una molécuia de HLA-DPB1*0901 o una molécula de
HLA-DPB1*0501 se puede preparar, p'or 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
este aspecto de la presente invencién, el complejo puede ser marcado. Un marcador
conocido tal como un marcador fluorescente o un marcador radicactivo 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 ééncer, pronosticar el mismo o similar.

| Por lo tanto, la presente invencion también provee una composicion 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.

Ademas, la presente invencidon provee un equipo péra la determinacién 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-positive, que comprende un complejo de un

péptido WT1 y una molécula de HLA-DRB1*1501, una.molécula de HLA-DPB1*0901 o
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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 unirsé 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 || de MHC. En tal caso, se usa un
complejo de un péptidc WT1 y una molécula de clase || de MHC a la cual se une el
péptido WT1.

En. un aspecto adicional, la presente invencion 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*0801 o una molécula de HLA-DPB1*0501,
gue comprende:

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

(b) obtener un‘a célula T auxiliar que reconoce el complejo contenido en la
muestra. El complejo se describid anteriormente. La muestra puede ser cualquiera
siempre que'haya una posibilidad de que contenga un linfocito. Ejemplos de las muestras
incluyen una muestra de un sujeto tal como sangre y un cultivo de ceélulas. 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 invencidén permite cultivar la
célula T auxiliar obtenida y usarla para el tratamiento o prevencion de varios canceres.

Por lo tanto, la presente invencion 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
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una molécula de HLA-DPB1*0501.

Ademas, la presente invencion 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 péptidc 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 unipéptido WT1. En tal caso, se usa el complejo del
péptido WT1 y una molécula de clase 1l de MHC a la cual se une.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método paré la
determinacién de la presencia o cantidad de una célula T auxiliar especifica de WT1 én
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 monbnuclear 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 u.n incremento en la cantidad de la produccion de
la citocina o la reaccion de la célula T auxiliar indica la presencia o 'cantid_ad delacélulaT
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 ésea o célula de nodo linfatico
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usadas en el método de la presente invencién puede ser derivada de un sujeto sano ¢ un
paciente con cancer. Al usar las células de un sujeto séno, es posible determinar si el
sujeto padece ¢ no un cancer, si el sujeto tiene 0 no predisposicién al mismo o similar. Al
usar las células de un paciente éon cancer, es posible predecir si la WT1-inmunoterapia
tiene o no un efecto sobrelel paciente con cancer o similar. La estimulaciéon de las células
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 présencia de la produccién de la citocina o la
reacciéon de la célula T auxiliar, 0 la 6antidad de la produccion de la citocina o la reaccidon
de la célula T auxiliar se puede determinar por un método conocido.

Los siguientes ejemplos ilustran la presente invencién con mas detalle, pero

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

1. Preparacion de célula presentadora de antigeno

C.élu!as 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-positive). 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 suspension se removieron y las células
adherentes restantes se cultivaron en 1000 |U/ml IL-4 (PeproTech), 1000 |U/mi GM-CSF

(PeproTech), 1% de suero AB y medic X-VIVO 15. El dia 2 y el dia 4, el medio se cambid,
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y se afadieron IL-4 y GM-CSF. E! dia 6, 100 IU/ml de FNT-o se afiadido a una célula

presentadora de antigenos madura.

2. Induccidn de célula T CD4-positiva especifica de péptido WT1

Las células T CD4-positivas se separaron de sangre derivada del mismo
donador usandc RosetteSep para la separacion de células T CD4-positivas (células
madre). Las células T CD4-positivas (3 x 10° células) se afadieron a cada pozo de una
placa de 24 pozos. Fueron estimuladas con celulas presentadora de antigenos autdlogas
(3 x 10° células) que habian sido pulsadas con 20 ug/ml de péptido WT1 (SEQ ID No: 2),
e irradiadas con 25 Gy de radiacion. El dia siguiente después de la estimulacidon, se
afadid 20 IU/ml 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 cambio al medio que contenia IL-2
cada dos dias después de la segunda estimulacién. 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. Medicién de 1IFN-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 pug/ml de
péptidc WT1 durante 24 horas. Despues del cultivo, la cantidad de IFN-y en el
sobrenadante se cuantificé usando equipo de ELISA. Como un control, se us® una célula
mononuclear de sangre periférica de un sujeto HLA-DRB1*1501-negativo. Los resultados
se muestran en la figura 1. Se confirmé 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 confirmé que la célula TA28.1 y la célula E15.2 no produce |L-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 experimientos. Las células se suspendieron en X-VIVO (1% de
suero AB), y se-afadieron 20 pg/ml de péptido WT1, 10 ug/ml de Brefeldin A y 0.5 pg/ml
de CD28/49d. Se incubafon a 37°C con 5% de CO; durante 4 horas. Como un control, se
usd una célula incubada sin la adicién de un péptido WT1. Después de lavarse con
regulador de pH, se afiadieron 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 afiadieron anti-
INF-y-FITC (BD, 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
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se analizaron con FACSAria. Los resultados se muestran en la figura 4. Se confirmé que
un crecimiento de células mononucleares HLA—DPB1*0501-bositivas, y se produjo IFN-y y

IL-17.

4. Prueba de crecimiento

La prueba de crecimiento se realizé mediante el método de incorporacion
[PH]-timidina. Células TA28.1 (3 x 10* células) y células mononucleares de sangre
periférica (HLA-DRB1*1501-positivas; células 1 x 10°) que habian sido pulsadas con el
péptido WT1s e irradiadas se co-cultivaron en una placa de 96 pozés. Después de co-
cultivarse durante 80 horas, se afadid 37kBqg/pozol [*H]-timidina (Amersham
Biosciences). Se incubaron durante otras 16 horas, y se midieron usando un contador de
B-escintilacion. Las mediciones se representaron como conteo/minuto (cpm). Como un
control, se usd una célula mononuclear de sangre periférica sin pulsar con un péptido.
Ademas, a fin de confirmar que la sefial de activacion 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
fig-ura 5. Se confirmé que las células TA28.1 fueron activadas por una sefial a través del
péptido WT1 y HLA-DRB1*1501, y crecieron. Ademas se confirmé c;ue el crecimiento fue
especifico para HLA-DRB1*1501, porque fue 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 celulas 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

(&
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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 sefal 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 £15.2 con varias
concentraciones del péptido WT1. La concentracién del péptido WT1 usado fue 0.08, 0.4,
2, 10, 50, 100 o 150 pg/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

concentracion.

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 molécula de HLA-DPB1*0501 y una
composicion para el mismo, asi como una composicion farmacéutica para el tratamiento
y/o prevencion de un cancer 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 composicidon farmacéutica para la

<
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prevencion o tratamiento de varios tumores hematopoyéticos y canceres sodlidos gue

expresan gen WT1 a niveles elevados.
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NOVEDAD DE LA INVENCION

REIVINDICACIONES

1.- Un método para la activacién 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.

2.- El método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado ademas
porque 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 la reivindicacidon 1 6 2, caracterizado
ademas porqgue el péptidc WT1 ademas tiene la capacidad para unirse a una molécula de
HLA-DRB'1*0405 y/o una molécula de HLA-DRB1*1502.

4 - E! método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-3,
_caracterizado ademas porque 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 las reivindicaciones 1-4,
caracterizado ademas porque el péptido WT1 es un péptido que comprende una

secuencia de aminoacidos: Lys Arg Tyr Phe Lys Leu Ser His Leu GIn Met His Ser Arg Lys
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His (SEQ ID No: 2).
6.- El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-5,
caracterizado ademas porque la adicion 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 expresidén que comprende el polinucledtido que codifica el péptido WT1 o la adicion de

una célula que incluye el vector de expresion.

7.- Una composicién para activar una célula T auxiliar mediante la adicion de
un péptidc 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*0201 y una molécula de HLA-DPB1*0501.

8.- Un método para el tratamiento o prevencidn de un cancer en un sujeto,
que comprende afiadir un péptido WT1 a una ceélula 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 composicidn farmacéutica para el tratamiento o prevencién de un
cancer al activar una celula T auxiliar mediante la adicion de un péptido WT1 é 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 VVT1, 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.

2
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11.- Un método para la determinacion de la presencia o cantidad de un
péptido WT1 en cualquiera de un sujeto HLA-DRB1*1501-positivo, HLA-DPB1*090‘I-
positivo y HLA-DPB1*0501-positivo, que comprende: {a) hacer reaccionar un a-nticuerpo
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 afadir un péptido WT1 a una céliJIa presentadora de antigenc;, 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 HLLA-DPB1*0801 o una molécula de HLA-DPB1*0501.

13.- Una composicidn farmacéutica para el tratamiento o prevencién 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.

14.- Un métedo para la determinacion de la presencia o cantidad de una
célula T auxiliar especifica de WT1 en cualquiera de un sujeto HLA-DRB1*1501-positivoﬂ,
HLA-DPB1*0901-positive 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 de!
sujeto; y (b) determinar la presencia o cantidad de una celula T auxiliar que reconoce el
complejo contenido en la muestra.

15.- Un método para la determinacién de la presencia o cantidad de una
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celula 'T auxiliar especifica de WT1 en un sujetc 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 céiula de node linfatico
con un péptido WT1; y.(b) determinar la produccién de una citocina o la reaccién de la
célufa T auxiliar, en donde una presencia 0 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.
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RESUMEN DE LA INVENCION

Se describe: un método para activar una célula T auxiliar, que comprende el
paso de afiadir 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 meétodo 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.
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SEQUENCE LISTING

<110> Osaka University

<120> Method and pharmaceutical composition for activating helper

T cell
<130> 668070

<150> JPp 2007-047317
<151> 2007-02-27

<160> 2

<170> PatentIn version 3.2

<210> 1
<211> 449
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 1

Met Gly Ser Asp Val Arg Asp
1 5 ‘

Ser Leu Gly Gly Gly Gly Gly
20

Gln Trp Ala Pro Val Leu Asp
35

Gly Ser Leu Gly Gly Pro Ala
50 55

Pro Pro Pro Pro His Ser Phe
65 70

Ala Glu Pro His Glu Glu Gln
85

Ser Gly Gln Phe Thr Gly Thr
100

Gly Pro Pro Pro Pro Ser Gln
115

Pro Asn Ala Pro Tyr Leu Pro
130 "135

Arg Asn Gln Gly Tyr Ser Thr
145 150

Gly His Thr Pro Ser His His
165

Lys His Glu Asp Pro Met Gly
180

Tyr Ser Val Pro Pro Pro Val
195

Cys Thr Gly Ser Gin Ala Leu
210 215

Asn Leu Tyr Gln Met Thr Ser
225 230

Met Asn Leu Gly Ala Thr Leu
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Pro

Ile
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Ala
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Ser
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Cys

Gly

Glu

Asp

155

Phe

Ser

His

Thr

Cys
235
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60
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Pro

205
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slicant's or agent'’s file reference '
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'rnational application No. International filing date (day/month/vear)
PCT/JP2008/053417 27 February 2008 (27.02.2008)
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the applicant [ the inventor [] the agent [] the common representative
me and Address State of Nationality State of Residence
3AKA UNIVERSITY JP JP
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»plicant for all designated States except US) S

Teleprinter No.
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ernational Institute of Cancer Immunology, Inc. JP JP

-9, Enoki-cho
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of America.
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