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Seinor

DIRECTOR DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
E. S. D.

REF: Expediente No.NC2017/0004932, solicitud de patente de invencion a favor
de MEMORIAL SLOAN KETTERING CANCER CENTER. Titulo: METODOS
PARA SELECCIONAR UNA LINEA DE CELULAS T Y DONADOR DE LA
MISMA PARA TERAPIA CELULAR ADOPTIVA.

RESPUESTA A EXAMEN DE FONDO

JUAN PABLO CADENA SARMIENTO, portador de la tarjeta profesional No. 57.492 del
C.S.]., obrando como apoderado de la sociedad solicitante me permito dar respuesta al

Oficio No. 10587 relacionado con la patentabilidad de la presente invencién y notificado
el 31 de agosto de 2018.

1. Excepcion de patentabilidad

De manera respetuosa me permito expresar nuestro desacuerdo con la objecion
relacionada con que la materia de las reivindicaciones 2,7 -9y 10 - 22 corresponde a
una excepcion de patentabilidad, puesto que, contrario a las afirmaciones del sefior
examinador, la materia que aqui se reclama es totalmente patentable, como se explica
a continuacion.

Inicialmente, considero pertinente sefialar que diagnosticar en el campo de la presente
invencidn se refiere a “determinar el caracter de una enfermedad mediante el examen
de sus signos” 1y, diagndstico, se refiere a la “determinacion de la naturaleza de una
enfermedad mediante la observacion de sus sintomas” 2. Esto con el propdsito de
aclarar las razones por las que la materia que aqui se reclama no puede considerarse
como un método de diagndstico.

En linea con lo anterior, es importante sefialar que la Decisién 486/2000 en el numeral
d) es muy clara al indicar que estan exceptuados de patentabilidad “los métodos
terapéuticos o quirdrgicos para el tratamiento humano o animal, asi como los métodos de
diagnostico aplicados a los seres humanos o a animales.”. No obstante, un método de
diagnostico debe estar relacionado con la determinacién de una enfermedad, de acuerdo
con la definicidn anterior propuesta por la Real Academia de la Lengua Espafiola. En este
sentido, es evidente que el método que se define en la presente invencion no se relaciona
con ningin método de diagnoéstico, puesto que en ninguna de sus etapas se menciona o se
sugiere la determinacion de la naturaleza de una enfermedad o de dicha enfermedad.

! Diccionario de la Lengua Espafiola. Real Academia de la Lengua Espafiola. Definicién de diagnosticar.
Consultado el 27-12-2018. Tomado en linea de: http://dle.rae.es/?id=De7qNYD
2 Diccionario de la Lengua Espafiola. Real Academia de la Lengua Espafiola. Definicion de diagndstico.
Consultado el 27-12-2018. Tomado en linea de: http://dle.rae.es/?id=De9TnL8
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Al respecto, considero relevante reiterar que las reivindicaciones 2 y 10 - 22 no se
refieren a métodos de diagndstico en sujetos humanos, puesto que no definen ninguna
etapa de determinacion de una enfermedad, sino que, por el contrario, la etapa
mencionada en la reivindicacién 2 implica la utilizacion de una representacion conocida
de actividad relativa de células T. De manera similar, la etapa mencionada en la
reivindicacion 10 implica el manejo de una representacidn frecuencias relativas de
generacion de lineas de células T. Asi, resulta completamente evidente que las etapas
de las reivindicaciones 2y 10 - 22 no corresponden a ningin método de diagnostico.

Adicionalmente, es importante senalar que las reivindicaciones definen la seleccién de
un donante del cual derivar una linea de células T, pero no mencionan ninguna etapa
que implique la derivacion real de la linea de células T de dicho donante, por lo que
podria entenderse que las etapas mencionadas en las reivindicaciones 2 y 10 se realizan
exclusivamente ex vivo. Por lo anterior, es evidente que ninguna de las reivindicaciones
2,10y 11 - 22 requiere que se realice alguna accién sobre un sujeto humano mas alla
de la seleccion en si de este. En consecuencia, las reivindicaciones no deberian ser
consideradas una excepcion de patentabilidad por la simple mencién de un sujeto o
paciente.

Ademas, respetuosamente me permito disentir de la objecion sobre las
reivindicaciones 7 - 9, teniendo en cuenta que la materia de las reivindicaciones se
dirige a un método para seleccionar una linea de células T que puede usarse
posteriormente para la administracion terapéutica a un paciente humano, o a un
método para seleccionar un donante de células T del cual derivara posteriormente
dicha linea de células T. Cabe resaltar que la expresion de "para administracion
terapéutica a un paciente humano” en el predmbulo de las reivindicaciones
independientes 1y 2, de las que dependen las reivindicaciones 7-9, no se refiere a que
dicho método se trate de una "administraciéon terapéutica” o que dicha administracién
corresponda a una etapa de los métodos reivindicados y puesto que ninguno de los
métodos reivindicados reclaman o mencionan una etapa de administraciéon terapéutica,
en su lugar, las reivindicaciones 7-9 definen una etapa para seleccionar una linea de
células T o un donante de células T mediante el uso de una representacién de actividad
relativa. En consecuencia, tal como se mencion¢ para las reivindicaciones 2y 10 - 22,
se entiende que las etapas definidas en las reivindicaciones se llevan a cabo
exclusivamente ex vivo. Por lo tanto, ninguna de las reivindicaciones define la

realizacion de acciones sobre un sujeto humano a pesar de estar este incluido en la
definicion del presente método. Asi pues, la materia aqui reclamada, incluida aquella
definida en las reivindicaciones 7-9, no es sujeto de excepcion de patentabilidad.

Por otra parte, de manera respetuosa me permito expresar nuestro desacuerdo con la
afirmacion de que las expresiones “porque las actividades relativas son eficacias
clinicas in vivo de lineas de células T en el tratamiento de pacientes que tienen el

»n o« » o«

patégeno o cancer”, “porque el paciente tiene o se sospecha que tiene(...)", “porque el
patégeno es un virus”, “porque el virus es CMV” o “porque el cancer es un trastorno
linfoproliferativo (...)” no se refieren a ninguna etapa de la invencién definida en las
reivindicaciones, puesto que, contrario a dichas afirmaciones, las expresiones objetadas
no corresponden etapas de tratamiento activo (o diagnodstico) ni de la eficacia de un
tratamiento, sino que corresponden a caracteristicas técnicas que limitan la seleccién
reclamada en los métodos. De hecho, la representaciéon de actividad mencionada en los

métodos de seleccion de las reivindicaciones 1 - 2 "describe indicaciones de actividades
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relativas de lineas de células T, cada una reconociendo al menos un epitopo de un
antigeno del patégeno o cancer"”. Por lo tanto, dichas expresiones permiten delimitar
mas los métodos de seleccion al especificar que la representacion de la actividad define
indicaciones de eficacias clinicas in vivo de lineas de células T mas no se menciona que
esto sea una ventaja, resultado o eficacia de un tratamiento, ain mas, sabiendo con
anticipacion que el método que aqui se reclama no es un método ni de tratamiento ni
de diagnostico. Del mismo modo, dichas expresiones restringen atin mas los métodos
de seleccidn especificando detalles adicionales del paciente para el que se selecciona la
linea de células T/donante de células T, asi como el antigeno, la especificidad de las
lineas de células T y la naturaleza de los valores de actividad en la representacién, por
ejemplo, especificando que cada una de las lineas de células T utilizadas para generar
la representacion de actividad reconoce al menos un epitopo de un antigeno de un
patégeno, de un cancer, de un virus, de CMV, o de un trastorno linfoproliferativo,
respectivamente.

En vista de los anteriores argumentos, es completamente claro que las reivindicaciones,
incluidas las reivindicaciones 7 - 9, 16 - 17 y 21, no definen materia que se encuentre
exenta de patentabilidad.

2. Titulo

Teniendo en cuenta la sugerencia de la Examinadora, me permito sefialar que el titulo
de la presente solicitud se modifica a: “Métodos para seleccionar lineas de células T y
donadores de estas para terapia celular adoptiva utilizando una jerarquia de alelos de
HLA.”. Con base en esta modificacién, de manera respetuosa solicito que se retire la
correspondiente objecién sobre el titulo, puesto que la materia se encuentra claramente
restringida a la utilizacion de una jerarquia de alelos de HLA.

3. Reivindicaciones

Inicialmente, me permito expresar nuestro desacuerdo con las objeciones sobre las
reivindicaciones, puesto que, contrario a las afirmaciones dla Examinadora, el pliego
reivindicatorio que se presenta es completamente claro, conciso y se encuentra
debidamente soportado en la descripcion, como se explica a continuacion.

En primera medida, me permito sefialar que una persona versada en la materia
entenderia que la materia de las reivindicaciones 1 - 6 no se dirige a un método de
tratamiento terapéutico y no abarca ninguna etapa de tratamiento, puesto que, como
se explicé anteriormente, el objeto reclamado en dichas reivindicaciones se dirige a un
método para seleccionar una linea de células T que posteriormente se puede usar para
la administracién terapéutica a un paciente humano, o a un método para seleccionar un
donante de células T de quien posteriormente se derivara dicha linea de células T. En
este sentido, considero importante recordar que la expresiéon "para administracion
terapéutica a un paciente humano" en el preambulo de las reivindicaciones 1 y 2 no
induciria a una persona normalmente versada en la materia a entender que la
"administracion terapéutica" es una etapa de los métodos de seleccion reivindicados,
esto adicionalmente porque ninguno de los métodos definidos en la presente solicitud
menciona alguna etapa de dicha administracion terapéutica. Por el contrario, las
reivindicaciones 1 - 6 definen una etapa para seleccionar una linea de células T o un
donante de células T mediante el uso de una representacién de actividad relativa. En
consecuencia, es evidente que todas las etapas reivindicadas se realizan exclusivamente
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ex vivo, incluso, ain mencionando un paciente, ninguna etapa es desarrollada en este o
requiere dicho paciente para diagnoéstico. Por lo tanto, una persona normalmente
versada en la materia entenderia que ninguna de las reivindicaciones define o requiere
que se realice alguna accién en o sobre un sujeto humano.

Adicionalmente y de manera respetuosa, me permito expresar que, desde el punto de
vista de la solicitante, no es necesario definir “mejor” la linea celular, teniendo en cuenta
que los epitopos o las moléculas de HLA a las que estan restringidas las lineas celulares,
esto porque la persona normalmente versada en la materia entenderia facilmente el
significado de estos términos. Ademas, las reivindicaciones 1y 2 definen que la linea de
células T que se esta seleccionando o la linea de células T que se derivara de un donante
de células T que se esta seleccionando, y las lineas de células T utilizadas para generar
la representacion (de actividad) "reconocen al menos un epitope” “con el epitope” que
es "de un antigeno del patégeno o cancer”. Incluso, las reivindicaciones también definen
que los "alelos de HLA" utilizados para generar la representacién de la actividad son
aquellos a los que se restringen las lineas de células T (por ejemplo, opuestos a los que
expresan las lineas de las células T). En este sentido, cuando se expresa que una linea
de células T estd "restringida" a un alelo de HLA particular, significa que la linea de
células T especifica dada reconoceray respondera a su péptido antigénico asociado solo
cuando esté unida y presentada al antigeno de células T receptor por la molécula de
HLA de ese alelo de HLA particular 3.

En vista de lo anterior, es evidente que las reivindicaciones 1 - 6 son claras y también
se encuentran debidamente soportadas en la descripcién. Por lo tanto, de manera
respetuosa solicito que se retire la objecion sobre estas.

Ahora bien, me permito sefialar que el término "opcionalmente" ha sido reemplazado
por la expresion "una pluralidad de alelos HLA, o una pluralidad de alelos HLA y
combinaciones de alelos HLA", con esta modificacidon, es claro que la representacién
puede identificar alelos HLA multiples o alelos HLA multiples y combinaciones de alelos
HLA.

Por otra parte, de manera respetuosa me permito sefialar que las expresiones "al menos
un epitope”, "usar una representacion”, "pluralidad"” y "las actividades relativas que son
medidas relativas de la actividad conocida" son completamente precisas y pueden ser
facilmente entendidas por una persona normalmente versada en la materia en el
contexto de los métodos reivindicados. Ademas, las reivindicaciones que aqui se
presentan especifican todas las caracteristicas técnicas esenciales necesarias para
llevar a cabo los métodos de la presente invencidn, en todo su alcance. En vista de esto,
la persona normalmente versada en la materia entenderia el significado de dichas
expresiones, y también seria capaz de llevar a cabo el método reclamado en las
reivindicaciones en todo su alcance basandose en las ensefianzas de la descripcion y el
conocimiento comdn en el campo técnico. En particular, consideramos que dicho
versado en la materia entenderia como usar una representacién tal como se define en

las presentes reivindicaciones.

Teniendo en cuenta lo anterior, también me permito sefialar que las reivindicaciones 1
y 2, tal como aqui se presentan, mencionan que una representacion (de actividad) “(i)

3 Janeway et al., 2001, Immunobiology: The Immune System in Health and Disease (52 edicién) Nueva York:
Garland Science, Capitulo 5-13
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| identifica una pluralidad de alelos de HLA o una pluralidad de alelos de HLA y
combinaciones de alelos de HLA, y (ii) describe indicaciones de actividades relativas de
lineas de células T, cada una reconociendo al menos un epitope de un antigeno del
patégeno o cancer, [...] en donde en la representacion cada alelo de HLA o combinacién
de alelo de HLA identificado esta asociado con la indicacién respectiva de la actividad
relativa de la linea de células T restringida al alelo de HLA o combinacién del alelo de
HLA, las actividades relativas son medidas relativas de actividad conocida contra el
patégeno o contra el cancer presentado por las lineas de células T". De acuerdo con la
solicitante, una persona normalmente versada en la materia entenderia el alcance y el
significado de estas etapas y asi, en consecuencia, el significado de la representacién es
completamente claro.

Adicional a lo anterior, es importante resaltar que los numerales (A) y (B) en las
reivindicaciones 1 y 2 especifican como usar la representacién en el proceso de
seleccién alli reclamado. Por lo tanto, es evidente que la expresién "usando una
representacion” es completamente claro.

Por otra parte, la persona normalmente versada en la materia entenderia que el
término "al menos un epitope” significa uno o mas epitopos; que el término “una
pluralidad de alelos de HLA” significa dos o mas alelos de HLA; y que el término "las
actividades relativas son medidas relativas de actividad conocida" en el contexto de las
reivindicaciones 1 - 2 se refiere a las medidas relativas de actividad conocida
mostradas por las lineas de células T contra el patégeno o el cancer. Ademas, como se
explica en la descripcion de la solicitud PCT, las "actividades relativas”, es decir, las
"medidas relativas de la actividad conocida" pueden ser, por ejemplo, "las eficacias
clinicas in vivo de las lineas de células T" o "el porcentaje de interferén-y". produciendo
células CD3 + derivadas de cada una de las lineas de células T tras la estimulacién”
(parrafos [0058], [0060] y [0061] de la solicitud PCT). En consecuencia, es evidente que
una persona normalmente versada en la materia entenderia el alcance de cada una de
las expresiones objetadas y, por lo tanto, estas son claras y precisas.

Ahora bien, considero importante sefnalar que la "representacion"” se define con
precision en las reivindicaciones. En este sentido, en una representacion (de actividad),
"cada combinacidén identificada de alelo de HLA o alelo de HLA esta asociada con la
indicacion respectiva de la actividad relativa de la linea de células T restringida al alelo
de HLA o combinacion alelo de HLA" (parrafo [0058] de la solicitud PCT). Asi, la
informacién de la representacion se utiliza para seleccionar una linea de células T o un
donante de células T que satisfaga los criterios especificados en los numerales (A) y (B)
de las reivindicaciones 1 y 2, respectivamente. Una representacion ejemplar de
actividad es una lista de la pluralidad de alelos de HLA, o la pluralidad de alelos de HLA
y combinaciones de alelos de HLA, clasificadas por las actividades relativas, como "una
lista como se muestra en la Tabla 6" (parrafo [0064] de la especificacion PCT).

Ademas, la seleccién de una linea de células T mediante la representacién puede
llevarse a cabo, por ejemplo, bajando la lista con el rango mas alto en la lista como una
indicacion de la actividad relativa mas alta, y determinar la combinacién de alelo de
HLA o alelo de HLA mejor clasificado que se sabe que esta en comun con el paciente o
las células enfermas en el paciente, y elegir una linea celular T alogénica restringida a
esa combinacién de alelo de HLA o alelo de HLA.
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Otra representacion de actividad ejemplar es "una base de datos (por ejemplo, una
tabla) que enumera la pluralidad de alelos de HLA, o la pluralidad de alelos de HLA y
combinaciones de alelos de HLA, cada una asociada con un puntaje indicativo de
actividad relativa" (parrafo [0065] de la solicitud PCT). La seleccién de una linea de
células T mediante la representacion puede ser, por ejemplo, pasando por el listado de
la base de datos con la puntuacion mas alta en la base de datos como una indicacion de
la actividad relativa mas alta, y la determinacién de la combinacion de alelo de HLA o
alelo de HLA con la puntuacion mas alta que se sabe que esta en comun con el paciente
o las células enfermas en el paciente, y la eleccién de una T alogénica linea celular
restringida a esa combinacion de alelo de HLA o alelo de HLA.

Por lo tanto, es evidente que todo el capitulo reivindicatorio se encuentra debidamente
soportado en la descripcién de la presente solicitud y, por tal razén, de manera
respetuosa solicito que se retire la correspondiente objecion.

Finalmente, me permito sefalar que el error de dependencia en la reivindicacién 23 fue
corregido, de tal manera que se indica que dicha reivindicacién depende de la
reivindicacidn 22 que si esta incluida en el capitulo reivindicatorio. Por lo anterior, de
manera respetuosa solicito de que se retire la objecién sobre esta reivindicacion.

4, Descripcion

De manera respetuosa, me permito expresar nuestro desacuerdo con la objecién sobre
la descripcion de la presente solicitud, puesto que, contrario a las afirmaciones de la
Examinadora, la descripcion presentada si divulga la invenciéon de manera suficiente,
por ejemplo, en la Seccidn 5.5 se describe una serie de patégenos ejemplares ademas
del CMV, y una serie de canceres ejemplares, para los cuales se pueden utilizar los
meétodos reivindicados para seleccionar una linea de células T o un donante de células
T. Incluso para el CMV, la descripcidn especifica en el parrafo [00107] que el antigeno
correspondiente del patogeno o cancer puede ser IE1 en lugar de pp65. No obstante,
aunque el ejemplo sobre el cual se trabaja (ejemplo de trabajo) esta enfocado en
CMVpp65, es claro que dicho ejemplo es representativo de las otras realizaciones
desarrolladas en la descripcidn o, al menos, eso seria evidente para el experto en la
materia basdndose en las ensefianzas de la descripcion. Ademads, la descripcion,
incluyendo el ejemplo de trabajo, proporciona una amplia divulgacion sobre como
generar la representacion de la actividad especificada en las reivindicaciones 1y 2 (es
decir, la representacion que proporciona informacién sobre las actividades relativas de
lineas de células T restringidas a alelos de HLA particulares o combinaciones de alelos
de HLA) y la representacién de la frecuencia especificada en la reivindicaciéon 10 (es
decir, la representacion que proporciona informacion sobre las frecuencias relativas de
la generacién de lineas de células T restringidas a alelos de HLA particulares o
combinaciones de alelos de HLA), asf como la forma de seleccionar una linea de células
T basada en la representacion de la actividad y como seleccionar un donante de células
T seglin la representacion de la actividad o la representacion de la frecuencia (Secciones
5.1, 5.3 y 6). Por lo tanto, la descripcidn, combinada con el conocimiento comun en el
campo de la invencion, permite suficientemente a una persona experta en la técnica
llevar a cabo la invencién tal como se reivindica.

En vista de lo anterior, me permito sefialar que, de acuerdo con el instructivo de
EXAMEN DE SOLICITUDES DE PATENTES DE INVENCION Y MODELO DE UTILIDAD de
su despacho, “[E|n referencia a la mejor manera de realizar la invencion se considerard
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que los ejemplos son casos particulares que sirven para ilustrar la mejor manera conocida
por el solicitante para ejecutar o llevar a la prdctica la invencion. Dado que la solicitud
estd dirigida a la persona del oficio normalmente versada en el dmbito tecnoldgico, no es
necesario, ni deseable, incluir caracteristicas, ni detalles que son bien conocidos, sino que
debe divulgar las caracteristicas esenciales para poner en prdctica la invencion, sin que
ello requiera de un esfuerzo inventivo que sea superior a las habilidades ordinarias de
dicha persona” no se requiere la inclusién de muchos ejemplos en la descripcién, sino
de aquellos que sean representativos para que una persona normalmente versada en la
materia esté en la capacidad de llevar a cabo la invencién. En este sentido, como hemos
mencionado a lo largo del presente memorial, un versado en la materia podria llevar a
cabo la invencién de manera sencilla con base en su conocimiento técnico en el area 'y
la divulgacién de la presente descripcion. Por lo tanto, de manera respetuosa solicito
que se retire la objecion sobre la descripcion de esta solicitud.

5. Novedad

Ahora bien, de manera respetuosa me permito expresar nuestro desacuerdo con la
objecion sobre la novedad de la presente invencién, puesto que, contrario a las
afirmaciones de la Examinadora, la materia que aqui se reclama no habia sido revelada
por ningun documento del arte previo antes de la fecha de presentacién de esta
solicitud, como se explica a continuacion.

En primera medida, respecto al documento D1, me permito sefialar que en el resumen
de este se describe el uso de "un grupo de 138 pentadecapéptidos superpuestos sintéticos
que sobrepasan toda la proteina pp65 para generar lineas de células T policlonales
especificas de CMV". Alli mismo se afirma que "este enfoque fomenta la expansion y
seleccion de CMV restringido por HLA". "Lineas de células T reactivas a pp65 de alta
especificidad que también lisan objetivos infectados por CMV". Por lo tanto, es claro para
una persona normalmente versada en la materia que la palabra "seleccion" en este
contexto no pretende referirse a la seleccidon de una linea de células T entre multiples
lineas de células T para la administracién terapéutica a un paciente, sino que mas bien,
se refiere a la seleccion por ley inmunoldgica natural de las cuales las lineas de células
T se sensibilizan y expanden durante el proceso de sensibilizacién ex vivo. Por lo tanto,
es evidente que la "seleccion” a la que se hace referencia en el resumen del documento
D1 produce una fuente de lineas de células T, a partir de la cual se puede usar el método
reivindicado instantaneamente para seleccionar una linea de células T para la
administracion terapéutica. En este sentido, se encuentra una gran diferencia con el

método que aqui se reclama, puesto que corresponden a procesos de seleccion
totalmente distintos, teniendo en cuenta que el método que se reclama en esta solicitud

define una etapa para seleccionar una linea de células T o un donante de células T
mediante el uso de una representacién de actividad relativa, seleccién que no es por ley

natural, sino que se realiza por medio de la representacion de actividad alli mencionada.

Ademas, con respecto al argumento de la Examinadora relacionado con la seleccién en
base a la uni6on a los tetrdmeros HLA o péptido HLA, me permito seflalar que
suponiendo que el documento D1 ya habia revelado un método para seleccionar una
linea de células T entre multiples T lineas celulares para la administracion terapéutica,
dicho documento no describe la seleccion de una linea de células T usando una

representacién de la actividad como se especifica en la reivindicacién 1, esto porque los

meétodos de seleccion aqui reivindicados se basan en las actividades relativas de las
células T en lugar de afinidades de unién de epitopos a moléculas de HLA o de las células
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T a los tetrameros peptidicos de HLA. En particular, de acuerdo con la invencion
reivindicada, las actividades relativas usadas para generar una representacion de la
actividad como se define en la reivindicacidn 1 son diferentes de las afinidades de union
para la unién de los epitopos reconocidos por las lineas de células T al alelo de HLA
respectivo que presenta el epitope (parrafo [0063] de la solicitud PCT), razén por la
que la afirmacion realizada por la Examinadora es erronea en el contexto de la presente
solicitud en comparacién con el documento D1. Por lo anterior, es evidente que el
documento D1 no anticipa la materia que aqui se reclama.

Por otra parte, de manera respetuosa también me permito disentir de la conclusién de
la falta de novedad respecto al documento D2, puesto que dicho documento describe la
generacion de 330 EBV-CTL completamente caracterizados (pagina 5045, columna
derecha, tercer parrafo). Ademas, también describe la estimulacion in vitro de células T
con EBV-BLCL y la evaluacién de su especificidad de EBV y restriccién de HLA,
establecida al examinar su actividad citotoxica contra un panel de EBV + y EBV-diana,
cada una expresando uno de los conjuntos de HLA A, Alelos B, C, DR y DQ compartidos
por el donante de células T (pagina 5047, columna izquierda, primer parrafo).
Adicionalmente, describe que las lineas de células T generadas carecian de
alorreactividad. Dicho documento describe también que las lineas de células T "con el
emparejamiento de HLA mas cercano al donante de CB (sangre del cordén umbilical)
(v, por lo tanto, el linfoma) que estaban restringidos por 1 o mas de los alelos de HLA
de ese donante se seleccionaron para la administracion”. Por lo tanto, es claro que el
documento D2 describe un método para seleccionar una linea de células T teniendo en
cuenta los siguientes criterios:

(1) la linea de células T esta restringida a al menos un alelo de HLA de las células
enfermas (el linfoma), y

(2) la linea de células T teniendo el HLA mas cercano que coincida con las células
enfermas.

Este criterio de seleccion es claramente diferente de los criterios de seleccion
especificados en las clausulas (A) y (B) de la reivindicacion 1. Por lo tanto, es evidente
que la reivindicacién 1 de la presente solicitud es novedosa sobre la divulgacion del
documento D2.

Finalmente, me permito sefialar que la Examinadora en el Oficio No. 10587 no ha
proporcionado ninguna razén por la cual la reclamacién 2 carezca de novedad sobre D1
o D2. Sin embargo, en la conclusiéon menciona que los documentos D1 y D2 afectan la
novedad de dicha reivindicaciéon. En este sentido, me permito sefialar que ni el
documento D1 ni el documento D2 divulgan un método para seleccionar un donante de
células T basandose en una representacion de la actividad como se especifica en la
reivindicacién 2. Por lo tanto, no existe ninguna divulgacién previa de alguno de estos
documentos que afecte la novedad de la presente invencién y, en consecuencia, por al
menos las razones anteriores, las reivindicaciones 1 - 6 son novedosas respecto a las
enseflanzas de los documentos D1y D2.
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En vista de lo anteriormente expuesto, respetuosamente solicito el retiro de las
objeciones de la presente solicitud y la concesion del privilegio solicitado, ya que en
opinidn del solicitante cumple con todos los requisitos establecidos en la Decision 486.

Anexos

e Nuevo pliego reivindicatorio.
e Janeway et al.

Atentamente,

JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
T.P. No.57.492 del C.SJ.
C.C.80.410.337 de Usaquén

Calle 70 ANo. 4 - 41
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The major histocompatibility complex and its functions

The function of MHC molecules is to bind peptide fragments derived from pathogens and
display them on the cell surface for recognition by the appropriate T cells. The consequences are
almost always deleterious to the pathogen—virus-infected cells are killed, macrophages are
activated to kill bacteria living in their intracellular vesicles, and B cells are activated to produce
antibodies that eliminate or neutralize extracellular pathogens. Thus, there is strong selective
pressure in favor of any pathogen that has mutated in such a way that it escapes presentation by
an MHC molecule.

Two separate properties of the MHC make it difficult for pathogens to evade immune responses
in this way. First, the MHC is polygenic: it contains several different MHC class I and MHC
class II genes, so that every individual possesses a set of MHC molecules with different ranges of
peptide-binding specificities. Second, the MHC is highly polymorphic; that is, there are multiple
variants of each gene within the population as a whole. The MHC genes are, in fact, the most
polymorphic genes known. In this section, we will describe the organization of the genes in the
MHC and discuss how the variation in MHC molecules arises. We will also see how the effect of
polygeny and polymorphism on the range of peptides that can be bound contributes to the ability
of the immune system to respond to the multitude of different and rapidly evolving pathogens.

5-9. Many proteins involved in antigen processing and presentation are
encoded by genes within the major histocompatibility complex

The major histocompatibility complex is located on chromosome 6 in humans and chromosome
17 in the mouse and extends over some 4 centimorgans of DNA, about 4 x 10° base pairs. In
humans it contains more than 200 genes. As work continues to define the genes within and
around the MHC, both its extent and the number of genes are likely to grow; in fact, recent
studies suggest that the MHC may span at least 7 x 10° base pairs. The genes encoding the o
chains of MHC class I molecules and the o and 3 chains of MHC class II molecules are linked
within the complex; the genes for B>-microglobulin and the invariant chain are on different
chromosomes (chromosomes 15 and 5, respectively, in humans and chromosomes 2 and 18 in the
mouse). Figure 5.10 shows the general organization of the MHC class I and II genes in human
and mouse. In humans these genes are called Human Leukocyte Antigen or HL A genes, as they
were first discovered through antigenic differences between white blood cells from different
individuals; in the mouse they are known as the H-2 genes.

There are three class I a-chain genes in humans, called HLA-A, -B, and -C. There are also three
pairs of MHC class II a- and B-chain genes, called HLA-DR, -DP, and -DQ. However, in many
cases the HLA-DR cluster contains an extra B-chain gene whose product can pair with the DRa
chain. This means that the three sets of genes can give rise to four types of MHC class II
molecule. All the MHC class I and class II molecules can present peptides to T cells, but each
protein binds a different range of peptides (see Sections 3-16 and 3-17). Thus, the presence of
several different genes of each MHC class means that any one individual is equipped to present a
much broader range of peptides than if only one MHC molecule of each class were expressed at
the cell surface.
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The two TAP genes lie in the MHC class II region, in close association with the LMP genes that
encode components of the proteasome, whereas the gene for tapasin, which binds to both TAP
and empty MHC class I molecules, lies at the edge of the MHC nearest the centromere (see Fig.
5.10). The genetic linkage of the MHC class I genes, whose products deliver cytosolic peptides
to the cell surface, with the TAP, tapasin, and proteasome genes, which encode the molecules that
generate peptides in the cytosol and transport them into the endoplasmic reticulum, suggests that
the entire MHC has been selected during evolution for antigen processing and presentation.

When cells are treated with the interferons IFN-a, -, or -y, there is a marked increase in
transcription of MHC class I a-chain and By-microglobulin genes, and of the proteasome,
tapasin, and TAP genes. Interferons are produced early in viral infections as part of the innate
immune response, as described in Chapter 2, and so this effect increases the ability of cells to
process viral proteins and present the resulting peptides at the cell surface. This helps to activate
the appropriate T cells and initiate the adaptive immune response in response to the virus. The
coordinated regulation of the genes encoding these components may be facilitated by the linkage
of many of them in the MHC.

The HLA-DM genes, which encode the DM molecule whose function is to catalyze peptide
binding to MHC class II molecules (see Section 5-7), are clearly related to the MHC class 11
genes. The DNa and DO genes, which encode the DO molecule, a negative regulator of DM,
are also clearly related to the MHC class II genes. The classical MHC class II genes, along with
the invariant-chain gene and the genes for DMa, B, and DNa, but not DO, are coordinately
regulated. This distinct regulation of MHC class II genes by IFN-y, which is made by activated T
cells of Tyl type as well as by activated CD8 and NK cells, allows T cells responding to
bacterial infections to upregulate those molecules concerned in the processing and presentation
of intravesicular antigens. Expression of all of these molecules is induced by IFN-y (but not by
IFN-a or -B), via the production of a transcriptional activator known as MHC class IT
transactivator (CIITA). An absence of CIITA causes severe immunodeficiency due to

¥
nonproduction of MHC class I molecules. ( | MHC Class II Deficiency, in Case Studies in
Immunology, see Preface for details)

5-10. A variety of genes with specialized functions in immunity are also
encoded in the MHC

Although the most important known function of the gene products of the MHC is the processing
and presentation of antigens to T cells, many other genes map within this region; some of these
are known to have other roles in the immune system, but many have yet to be characterized
functionally. Figure 5.11 shows the detailed organization of the human MHC.

Figure 5.11

Detailed map of the human MHC. The organization of the
class I, class II, and class III regions of the human MHC are
shown, with approximate genetic distances given in
thousands of base pairs (kb). Most of the genes in the class I
and class II regions (more...)

In addition to the highly polymorphic ‘classical’ MHC class I and class II genes, there are many
genes encoding MHC class I-type molecules that show little polymorphism; most of these have
yet to be assigned a function. They are linked to the class I region of the MHC and their exact
number varies greatly between species and even between members of the same species. These
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genes have been termed MHC class IB genes; like MHC class I genes, they encode 3,-

microglobulin-associated cell-surface molecules. Their expression on cells is variable, both in the
amount expressed at the cell surface and in the tissue distribution.

One of the mouse MHC class IB molecules, H2-M3, can present peptides with N-formylated
amino termini, which is of interest because all bacteria initiate protein synthesis with N-
formylmethionine. Cells infected with cytosolic bacteria can be killed by CD8 T cells that
recognize N-formylated bacterial peptides bound to H2-M3. Whether an equivalent MHC class
IB molecule exists in humans is not known. The large number of MHC class IB genes (50 or
more in the mouse) means that many different MHC class IB molecules can exist in a single
animal. They may, like the protein that presents N-formylmethionyl peptides, have specialized
roles in antigen presentation. Some of them are known to be recognized by NK cell receptors, as
we discuss further below.

Yet other MHC class IB genes have functions unrelated to the immune system. The HFe gene
lies some 3 x 10 base pairs from HLA-A. Its product is expressed on cells in the intestinal tract,
and has a function in iron metabolism, regulating the uptake of iron into the body, most likely
through interactions with the transferrin receptor. Individuals defective for this gene have an
iron-storage disease, hemochromatosis, in which an abnormally high level of iron is retained in
the liver and other organs. Mice lacking ,-microglobulin, and hence defective in the expression
of all class I molecules, show a similar iron overload. Exactly how this gene product regulates
the levels of iron within the body is not known, but it is unlikely to involve an immunological
mechanism.

The other genes that map within the MHC include some that encode complement components
(for example, C2, C4, and factor B) and some that encode cytokines—for example, tumor
necrosis factor-o (TNF-a) and lymphotoxin (TNF-f)—all of which have important functions in
immunity. These have been termed MHC class III genes, and are shown in Fig. 5.11. The
functions of these genes are discussed in Chapters 2 and 9.

Many studies have established associations between susceptibility to certain diseases and
particular alleles of MHC genes, and we now have considerable insight into how polymorphism
in the classical MHC class I and class II genes can affect resistance or susceptibility. But
although most of these MHCinfluenced diseases are known or suspected to have an immune
etiology, this is not true of all of them, and it is important to remember that there are many genes
lying within the MHC that have no known or suspected immunological function. One of these is
the enzyme 21-hydroxylase which, when deficient, causes congenital adrenal hyperplasia and, in
severe cases, salt-wasting syndrome. Even where a disease-related gene is clearly homologous to
immune system genes, as is the case with HFe, the disease mechanism may not be immune
related. Disease associations mapping to the MHC must therefore be interpreted with caution, in
the light of a detailed understanding of its genetic structure and the functions of its individual
genes. Much remains to be learned about the latter and about the significance of all the genetic
variation localized within the MHC. For instance, the C4 genes are highly polymorphic, but the
adaptive significance of this genetic variability is not well understood.

5-11. Specialized MHC class | molecules act as ligands for activation and
inhibition of NK cells

Some class IB genes, for example the members of the MIC gene family, are under a different
regulatory control from the classical MHC class I genes and are induced in response to cellular
stress (such as heat shock). There are five MIC genes, but only two—MICA and MICB—are
expressed and produce protein products. They are expressed in fibroblasts and epithelial cells,
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particularly in intestinal epithelial cells, and may play a part in innate immunity or in the
induction of immune responses in circumstances where interferons are not produced. The MICA
and MICB molecules are recognized by a receptor that is present on NK cells, y:0 T cells and
some CD8 T cells and is capable of activating these cells to kill MIC-expressing targets. The
MIC receptor is composed of two chains. One is NKG2D, an ‘activating’ member of the NKG2
family of NK-cell receptors whose cytoplasmic domain lacks an inhibitory sequence motif found
in other members of this family that act as inhibitory receptors (see Section 2-28); the other is a
protein called DAP10, which transmits the signal into the interior of the cell by interacting with
and activating intracellular protein tyrosine kinases.

Other MHC class IB molecules may inhibit cell killing by NK cells, as described in Chapter 2.
Such a role has been suggested for the MHC class IB molecule HLA-G, which is expressed on
fetus-derived placental cells that migrate into the uterine wall. These cells express no classical
MHC class I molecules and cannot be recognized by CD8 T cells but, unlike other cells lacking
classical MHC class I molecules, they are not killed by NK cells. This appears to be because
HLA-G is recognized by an inhibitory receptor, ILT-2, on the NK cell, which prevents the NK
cell killing the placental cell.

Another MHC class IB molecule, HLA-E, also has a specialized role in cell recognition by NK
cells. HLA-E binds a very restricted subset of peptides, derived from the leader peptides of other
HLA class I molecules. These peptide:HLA-E complexes can bind to the receptor NKG2A,
which is present on NK cells in a complex with the cell-surface molecule CD94. NKG2A is an
inhibitory member of the NKG2 family, and on stimulation inhibits the cytotoxic activity of the
NK cell. Thus a cell that expresses either HLA-E or HLA-G is not killed by NK cells.

5-12. The protein products of MHC class | and class Il genes are highly
polymorphic

Because of the polygeny of the MHC, every person will express at least three different antigen-
presenting MHC class I molecules and three (or sometimes four) MHC class II molecules on his
or her cells (see Section 5-9). In fact, the number of different MHC molecules expressed on the
cells of most people is greater because of the extreme polymorphism of the MHC and the
codominant expression of MHC gene products.

The term polymorphism comes from the Greek poly, meaning many, and morphe, meaning shape
or structure. As used here, it means within-species variation at a gene locus, and thus in its
protein product; the variant genes that can occupy the locus are termed alleles. There are more
than 200 alleles of some human MHC class I and class II genes (Fig. 5.12), each allele being
present at a relatively high frequency in the population. So there is only a small chance that the
corresponding MHC locus on both the homologous chromosomes of an individual will have the
same allele; most individuals will be heterozygous at MHC loci. The particular combination of
MHC alleles found on a single chromosome is known as an MHC haplotype. Expression of
MHC alleles is codominant, with the protein products of both the alleles at a locus being
expressed in the cell, and both gene products being able to present antigens to T cells (Fig. 5.13).
The extensive polymorphism at each locus thus has the potential to double the number of
different MHC molecules expressed in an individual and thereby increases the diversity already
available through polygeny (Fig. 5.14).

= = Figure 5.12
|I' I Human MHC genes are highly polymorphic. With the notable
' exception of the DRa locus, which is functionally
monomorphic, each locus has many alleles. The number of
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different alleles is shown in this figure by the height of the
bars. The figures (more...)

Figure 5.13

Expression of MHC alleles is codominant. The MHC is so
polymorphic that most individuals are likely to be
heterozygous at each locus. Alleles are expressed from both
MHC haplotypes in any one individual, and the products of
all alleles are found on all (more...)

Iremvbeis Figure 5.14

Polymorphism and polygeny both contribute to the diversity
Ik of MHC molecules expressed by an individual. The high
polymorphism of the classical MHC loci ensures a diversity
in MHC gene expression in the population as a whole.

However, no matter how polymorphic (more...)

Thus, with three MHC class I genes and a possible four sets of MHC class II genes on each
chromosome 6, a human typically expresses six different MHC class [ molecules and eight
different MHC class II molecules on his or her cells. For the MHC class II genes, the number of
different MHC molecules may be increased still further by the combination of o and § chains
encoded by different chromosomes (so that two o chains and two P chains can give rise to four
different proteins, for example). In mice it has been shown that not all combinations of a and f3
chains can form stable dimers and so, in practice, the exact number of different MHC class 11
molecules expressed depends on which alleles are present on each chromosome.

All MHC products are polymorphic to a greater or lesser extent, with the exception of the DRa
chain and its mouse homologue Ea. These chains do not vary in sequence between different
individuals and are said to be monomorphic. This might indicate a functional constraint that
prevents variation in the DRa and Ea proteins, but no such special function has been found.
Many mice, both domestic and wild, have a mutation in the Ea gene that prevents synthesis of
the Ea protein. They thus lack cell-surface H-2E molecules, so if H2-E molecules do have a
special function it is unlikely to be an essential one. All other MHC class I and class II genes are
polymorphic.

5-13. MHC polymorphism affects antigen recognition by T cells by
influencing both peptide binding and the contacts between T-cell
receptor and MHC molecule

The products of individual MHC alleles can differ from one another by up to 20 amino acids,
making each variant protein quite distinct. Most of the differences are localized to exposed
surfaces of the outer domain of the molecule, and to the peptide-binding groove in particular
(Fig. 5.15). The polymorphic residues that line the peptide-binding groove determine the peptide-
binding properties of the different MHC molecules.
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- 1< Figure 5.15

b o I Allelic variation occurs at specific sites within MHC molecule
plots of the amino acid sequences of MHC molecules show th:
arising from genetic polymorphism is restricted to the amino-t
(a1 and a (more...)

We have seen that peptides bind to MHC class I molecules through specific anchor residues (see
Section 3-16), and that the amino acid side chains of these residues anchor the peptide by binding
in pockets that line the peptide-binding groove. Polymorphism in MHC class I molecules affects
which amino acids line these pockets and thus their binding specificity. In consequence, the
anchor residues of peptides that bind to each allelic variant are different. The set of anchor
residues that allows binding to a given MHC class [ molecule is called a sequence motif. These
sequence motifs make it possible to identify peptides within a protein that can potentially bind
the appropriate MHC molecule, which may be very important in designing peptide vaccines.
Different allelic variants of MHC class II molecules also bind different peptides, but the more
open structure of the MHC class II peptide-binding groove and the greater length of the peptides
bound in it allow greater flexibility in peptide binding (see Section 3-17). It is therefore more
difficult to predict which peptides will bind to MHC class II molecules.

In rare cases, processing of a protein will not generate any peptides with a suitable motif for
binding to any of the MHC molecules expressed by an individual. When this happens, the
individual fails to respond to the antigen. Such failures in responsiveness to simple antigens were
first reported in inbred animals, where they were called immune response (Ir) gene defects.
These defects were identified and mapped to genes within the MHC long before the function of
MHC molecules was understood. Indeed, they were the first clue to the antigen-presenting
function of MHC molecules, although it was only much later that the ‘Ir genes’ were shown to
encode MHC class II molecules. Ir gene defects are common in inbred strains of mice because
the mice are homozygous at all their MHC loci and thus express only one type of MHC molecule
from each gene locus. This limits the range of peptides they can present to T cells. Ordinarily,
MHC polymorphism guarantees a sufficient number of different MHC molecules in a single
individual to make this type of nonresponsiveness unlikely, even to relatively simple antigens
such as small toxins. This has obvious importance for host defense.

Initially, the only evidence linking Ir gene defects to the MHC was genetic—mice of one MHC
genotype could make antibody in response to a particular antigen, whereas mice of a different
MHC genotype, but otherwise genetically identical, could not. The MHC genotype was
somehow controlling the ability of the immune system to detect or respond to specific antigens,
but it was not clear at the time that direct recognition of MHC molecules was involved.

Later experiments showed that the antigen specificity of T-cell recognition was controlled by
MHC molecules. The immune responses affected by the Ir genes were known to be dependent on
T cells, and this led to a series of experiments in mice to ascertain how MHC polymorphism
might control T-cell responses. The earliest of these experiments showed that T cells could only
be activated by macrophages or B cells that shared MHC alleles with the mouse in which the T
cells originated. This was the first evidence that antigen recognition by T cells depends on the
presence of specific MHC molecules in the antigen-presenting cell. The clearest example of this
feature of T-cell recognition came, however, from studies of virus-specific cytotoxic T cells, for
which Peter Doherty and Rolf Zinkernagel were awarded the Nobel Prize in 1996.

When mice are infected with a virus, they generate cytotoxic T cells that kill self cells infected
with the virus, while sparing uninfected cells or cells infected with unrelated viruses. The
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cytotoxic T cells are thus virus-specific. A particularly striking outcome of these experiments
was that the specificity of the cytotoxic T cells was also affected by the polymorphism of MHC
molecules. Cytotoxic T cells induced by viral infection in mice of MHC genotype a (MHC?)
would kill any MHC? cell infected with that virus but would not kill cells of MHC genotype b, or
¢, and so on, even if they were infected with the same virus. Because the MHC genotype restricts
the antigen specificity of T cells, this effect is called MHC restriction. Together with the earlier
studies on both B cells and macrophages, this work showed that MHC restriction is a critical
feature of antigen recognition by all functional classes of T cells.

Because different MHC molecules bind different peptides, MHC restriction in immune
responses to viruses and other complex antigens might be explained solely on this indirect basis.
However, it can be seen from Fig. 5.15 that some of the polymorphic amino acids in MHC
molecules are located in the o helices flanking the peptide-binding cleft in such a way that they
are exposed on the outer surface of the peptide:MHC complex and can be directly contacted by
the T-cell receptor (see Fig. 3.27). It is therefore not surprising that when T cells are tested for
their ability to recognize the same peptide bound to different MHC molecules, they readily
distinguish the peptide bound to MHC? from the same peptide bound to MHCP. Thus, the
specificity of a T-cell receptor is defined both by the peptide it recognizes and by the MHC
molecule bound to it (Fig. 5.16). This restricted recognition may sometimes be caused by
differences in the conformation of the bound peptide imposed by the different MHC molecules
rather than by direct recognition of polymorphic amino acids in the MHC molecule itself. MHC
restriction in antigen recognition therefore reflects the combined effect of differences in peptide
binding and of direct contact between the MHC molecule and the T-cell receptor.

.. Figure5.16
TEIL. y o . .
e AE:: T-cell recognition of antigens is MHC restricted. The antigen-
— specific T-cell receptor (TCR) recognizes a complex of

antigenic peptide and MHC. One consequence of this is that a

T cell specific for peptide x and a particular MHC allele,
MHC? (left panel), (more...)

5-14. Nonself MHC molecules are recognized by 1-10% of T cells

The discovery of MHC restriction, by revealing the physiological function of the MHC
molecules, also helped explain the otherwise puzzling phenomenon of recognition of nonself
MHC in the rejection of organs and tissues transplanted between members of the same species.
Transplanted organs from donors bearing MHC molecules that differ from those of the recipient
—even by as little as one amino acid—are invariably rejected. The rapid and very potent cell-
mediated immune response to the transplanted tissue results from the presence in any individual
of large numbers of T cells that are specifically reactive to nonself, or allogeneic, MHC
molecules. Early studies on T-cell responses to allogeneic MHC molecules used the mixed
lymphocyte reaction. In this reaction T cells from one individual are mixed with lymphocytes
from a second individual. If the T cells of one individual recognize the other individual's MHC
molecules as ‘foreign,” the T cells will divide and proliferate. (The lymphocytes from the second
individual are usually prevented from dividing by irradiation or treatment with the cytostatic
drug mitomycin C.) Such studies have shown that roughly 1-10% of all T cells in an individual
will respond to stimulation by cells from another, unrelated, member of the same species. This
type of T-cell response is called alloreactivity because it represents the recognition of allelic
polymorphism in allogeneic MHC molecules.
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Before the role of the MHC molecules in antigen presentation was understood, it was a mystery
why so many T cells should recognize nonself MHC molecules, as there is no reason the immune
system should have evolved a defense against tissue transplants. However, once it was
appreciated that T-cell receptors have evolved to recognize foreign peptides in combination with
polymorphic MHC molecules, alloreactivity became easier to explain. From experiments in
which T cells from animals lacking MHC class I and class Il molecules have been artificially
driven to mature, it has been shown that the ability to recognize MHC molecules is inherent in
the genes that encode the T-cell receptor, rather than being dependent on selection for MHC
recognition during T-cell development. The high frequency of alloreactive T cells clearly reflects
the commitment of the T-cell receptor to the recognition of MHC molecules in general.

Mature T cells have, however, survived a stringent selection process for the ability to respond to
foreign, but not self, peptides bound to self MHC molecules. It is therefore thought that the
alloreactivity of mature T cells reflects the cross-reactivity of T-cell receptors normally specific
for a variety of foreign peptides bound by self MHC molecules. Given a T-cell receptor that
normally binds a foreign peptide displayed by a self MHC molecule (Fig. 5.17, left panel), there
are two ways in which it may bind to nonself MHC molecules. In some cases, the peptide bound
by the nonself MHC molecule interacts strongly with the T-cell receptor, and the T cells bearing
this receptor are stimulated to respond. This type of cross-reactive recognition arises because the
spectrum of peptides bound by nonself MHC molecules on the transplanted tissues differs from
those bound by the host's own MHC, and it is known as peptide-dominant binding (Fig. 5.17,
center panel). In a second type of cross-reactive recognition, known as MHC-dominant binding,
allo-reactive T cells respond because of direct binding of the T-cell receptor to distinctive
features of the nonself MHC molecule (Fig. 5.17, right panel). In these cases the recognition is
less dependent on the particular peptide bound; T-cell receptor binding to unique features of the
nonself MHC molecule generates a strong signal because of the high concentration of the nonself
MHC molecule on the surface of the presenting cell. Both these mechanisms may contribute to
the high frequency of T cells that can respond to nonself MHC molecules on transplanted tissue.

SRER || rme—— —

“~"  Figure 5.17
%g_ é& E Two modes of crossreactive recognition that may explain
= alloreactivity. A T cell that is specific for one peptide:MHC
combination (left panel) may cross-react with peptides
presented by other, nonself (allogeneic), MHC molecules.
This may come about in (more...)

5-15. Many T cells respond to superantigens

Superantigens are a distinct class of antigens that stimulate a primary T-cell response similar in
magnitude to a response to allogeneic MHC. Such responses were first observed in mixed
lymphocyte reactions using lymphocytes from strains of mice which were MHC identical but
otherwise genetically distinct. The antigens provoking this reaction were originally designated
minor lymphocyte stimulating (Mls) antigens, and it seemed reasonable to suppose that they
might be functionally similar to the MHC molecules themselves. We now know that this is not
the case, however. The Mls antigens found in these mice strains are encoded by retroviruses
which have become stably integrated at various sites into the mouse chromosomes. They act as
superantigens because they have a distinctive mode of binding to both MHC and T-cell receptor
molecules that enables them to stimulate very large numbers of T cells. Superantigens are
produced by many different pathogens, including bacteria, mycoplasmas, and viruses, and the
responses they provoke are helpful to the pathogen rather than the host.
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Superantigens are unlike other protein antigens, in that they are recognized by T cells without
being processed into peptides that are captured by MHC molecules. Indeed, fragmentation of a
superantigen destroys its biological activity, which depends on binding as an intact protein to the
outside surface of an MHC class II molecule which has already bound peptide. In addition to
binding MHC class IT molecules, superantigens are able to bind the Vg region of many T-cell
receptors (Fig. 5.18). Bacterial superantigens bind mainly to the Vg CDR2 loop, and to a smaller
extent to the Vg CDRI1 loop and an additional loop called the hypervariable 4 or HV4 loop. The
HV4 loop is the predominant binding site for viral superantigens, at least for the MlIs antigens
encoded by the endogenous mouse mammary tumor viruses. Thus, the a-chain V region and the
CDR3 of the B chain of the T-cell receptor have little effect on superantigen recognition, which is
determined largely by the germline-encoded V sequences of the expressed 8 chain. Each
superantigen is specific for one or a few of the different Vg gene segments, of which there are
20-50 in mice and humans; a superantigen can thus stimulate 2-20% of all T cells.

Figure 5.18

Superantigens bind directly to T-cell receptors and to MHC
molecules. Superantigens can bind independently to MHC
class II molecules and to T-cell receptors, binding to the Vg

domain of the T-cell receptor (TCR), away from the
complementarity-determining (more...)

This mode of stimulation does not prime an adaptive immune response specific for the pathogen.
Instead, it causes a massive production of cytokines by CD4 T cells, the predominant responding
population of T cells. These cytokines have two effects on the host: systemic toxicity and
suppression of the adaptive immune response. Both these effects contribute to microbial
pathogenicity. Among the bacterial superantigens are the staphylococcal enterotoxins (SEs),

which cause food poisoning, and the toxic shock syndrome toxin-1 (TSST-1), the etiologic

-
principle in toxic shock syndrome. ( ! Toxic Shock Syndrome, in Case Studies in Immunology,
see Preface for details)

The role of viral superantigens in human disease is less clear. The T-cell responses to rabies virus
and the Epstein-Barr virus indicate the existence of superantigens in these human pathogens but
the genes encoding them have not yet been identified. The best characterized viral superantigens
remain the mouse mammary tumor virus superantigens which are common as endogenous
antigens in mice. We will see in Chapter 7 how these have made it possible to observe the
deletion of self-reactive T cells as they develop in the thymus, and in Chapter 11 how the virus
uses the response to its superantigen to promote its own transmission.

5-16. MHC polymorphism extends the range of antigens to which the
immune system can respond

Most polymorphic genes encode proteins that vary by only one or a few amino acids, whereas
the different allelic variants of MHC proteins differ by up to 20 amino acids. The extensive
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polymorphism of the MHC proteins has almost certainly evolved to outflank the evasive
strategies of pathogens. Pathogens can avoid an immune response either by evading detection or
by suppressing the ensuing response. The requirement that pathogen antigens must be presented
by an MHC molecule provides two possible ways of evading detection. One is through mutations
that eliminate from its proteins all peptides able to bind MHC molecules. The Epstein-Barr virus
provides an example of this strategy. In regions of south-east China and in Papua New Guinea
there are small isolated populations in which about 60% of individuals carry the HLA-AII allele.
Many isolates of the Epstein-Barr virus obtained from these populations have mutations in a
dominant peptide epitope normally presented by HLA-AIl; the mutant peptides no longer bind to
HLA-AIl and cannot be recognized by HLA-All-restricted T cells. This strategy is plainly much
more difficult to follow if there are many different MHC molecules, and the presence of different
loci encoding functionally related proteins may have been an evolutionary adaptation by hosts to
this strategy by pathogens.

In large outbred populations, polymorphism at each locus can potentially double the number of
different MHC molecules expressed by an individual, as most individuals will be heterozygotes.
Polymorphism has the additional advantage that individuals in a population will differ in the
combinations of MHC molecules they express and will therefore present different sets of
peptides from each pathogen. This makes it unlikely that all individuals in a population will be
equally susceptible to a given pathogen and its spread will therefore be limited. That exposure to
pathogens over an evolutionary timescale can select for expression of particular MHC alleles is
indicated by the strong association of the HLA-B53 allele with recovery from a potentially lethal
form of malaria; this allele is very common in people from West Africa, where malaria is
endemic, and rare elsewhere, where lethal malaria is uncommon.

Similar arguments apply to a second strategy for evading recognition. If pathogens can develop
mechanisms to block the presentation of their peptides by MHC molecules, they can avoid the
adaptive immune response. Adenoviruses encode a protein that binds to MHC class I molecules
in the endoplasmic reticulum and prevents their transport to the cell surface, thus preventing the
recognition of viral peptides by CD8 cytotoxic T cells. This MHC-binding protein must interact
with a polymorphic region of the MHC class I molecule, as some allelic variants are retained in
the endoplasmic reticulum by the adenoviral protein whereas others are not. Increasing the
variety of MHC molecules expressed therefore reduces the likelihood that a pathogen will be
able to block presentation by all of them and completely evade an immune response.

These arguments raise a question: if having three MHC class I loci is better than having one, why
are there not far more MHC loci? The probable explanation is that each time a distinct MHC
molecule is added to the MHC repertoire, all T cells that can recognize self peptides bound to
that molecule must be removed in order to maintain self tolerance. It seems that the number of
MHC loci present in humans and mice is about optimal to balance out the advantages of
presenting an increased range of foreign peptides and the disadvantages of an increased loss of T
cells from the repertoire.

5-17. Multiple genetic processes generate MHC polymorphism

MHC polymorphism appears to have been strongly selected by evolutionary pressures. However,
for selection to work efficiently in organisms that reproduce slowly, such as humans, there must
also be powerful mechanisms for generating the variability on which selection can act. The
generation of polymorphism in MHC molecules is an evolutionary problem not easily analyzed
in the laboratory; however, it is clear that several genetic mechanisms contribute to the
generation of new alleles. Some new alleles are the result of point mutations, but many arise
from the combination of sequences from different alleles either by genetic recombination or by
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gene conversion, a process in which one sequence is replaced, in part, by another from a different
gene (Fig. 5.19).

erec el Figure 5.19

Gene conversion can create new alleles by copying sequences
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Evidence for gene conversion comes from studies of the sequences of different MHC alleles.
These reveal that some changes involve clusters of several amino acids in the MHC molecule
and require multiple nucleotide changes in a contiguous stretch of the gene. Even more
significantly, the sequences that have been changed frequently derive from other MHC genes on
the same chromosome, which is a typical signature of gene conversion. Genetic recombination
between different alleles at the same locus may, however, have been more important than gene
conversion in generating MHC polymorphism. A comparison of sequences of MHC alleles
shows that many different alleles could represent recombination events between a relatively
small set of hypothetical ancestral alleles (Fig. 5.20).

ey e v Figure 5.20
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7

The effects of selective pressure in favor of polymorphism can be seen clearly in the pattern of
point mutations in the MHC genes. Point mutations can be classified as replacement
substitutions, which change an amino acid, or silent substitutions, which simply change the
codon but leave the amino acid the same. Replacement substitutions occur within the MHC at a
higher frequency relative to silent substitutions than would be expected, providing evidence that
polymorphism has been actively selected for in the evolution of the MHC.

5-18. Some peptides and lipids generated in the endocytic pathway can
be bound by MHC class I-like molecules that are encoded outside the
MHC
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Some MHC class I-like genes map outside the MHC region. One family, called CD1, expressed
on dendritic cells and monocytes as well as some thymocytes, functions in antigen presentation
to T cells, but the molecules it encodes have two features that distinguish them from classical
MHC class I molecules. The first is that the CD1 molecule, although similar to MHC class I
molecules in its subunit organization and association with p-microglobulin, behaves like an
MHC class II molecule. It is not retained within the endoplasmic reticulum by association with
the TAP complex but is targeted to vesicles, where it binds its peptide ligand. The peptide
antigens bound by CD1 are therefore derived from the breakdown of extracellular proteins within
acidified endosomal compartments and, like the peptides that bind to MHC class II molecules,
tend to be longer than the peptides that bind to classical MHC class I molecules.

The second unusual feature of CD1 molecules is that they are able to bind and present
glycolipids, in particular the mycobacterial membrane components mycolic acid, glucose
monomycolate, phosphoinositol mannosides, and lipoarabinomannan. These are derived either
from internalized mycobacteria or from the uptake of lipoarabinomannans by the mannose
receptor that is expressed by many phagocytic cells (see Section 2-15). These ligands will thus
be delivered into the endocytic pathway, where they can be bound by CD1 molecules. The
relationship between the peptide-binding and lipid-binding capacities of CD1 molecules is not
clear. Structural studies show that the CD1 molecule has a deep binding groove into which the
glycolipid antigens bind. Whether the peptide antigens also bind in this deep groove is not yet
known; although CD1-binding peptides are predominantly hydrophobic in character, it is thought
unlikely that they bind to the same site as the lipids. It appears that the CD1 genes have evolved
as a separate lineage of antigen-presenting molecules able to present microbial lipids and
glycolipids, as well as a subset of peptides, to T cells.

Summary

The major histocompatibility complex (MHC) of genes consists of a linked set of genetic loci
encoding many of the proteins involved in antigen presentation to T cells, most notably the MHC
class I and class II glycoproteins (the MHC molecules) that present peptides to the T-cell
receptor. The outstanding feature of the MHC molecules is their extensive polymorphism. This
polymorphism is of critical importance in antigen recognition by T cells. A T cell recognizes
antigen as a peptide bound by a particular allelic variant of an MHC molecule, and will not
recognize the same peptide bound to other MHC molecules. This behavior of T cells is called
MHC restriction. Most MHC alleles differ from one another by multiple amino acid
substitutions, and these differences are focused on the peptide-binding site and adjacent regions
that make direct contact with the T-cell receptor. At least three properties of MHC molecules are
affected by MHC polymorphism: the range of peptides bound; the conformation of the bound
peptide; and the direct interaction of the MHC molecule with the T-cell receptor. Thus the highly
polymorphic nature of the MHC has functional consequences, and the evolutionary selection for
this polymorphism suggests that it is critical to the role of the MHC molecules in the immune
response. Powerful genetic mechanisms generate the variation that is seen among MHC alleles,
and a compelling argument can be made that selective pressure to maintain a wide variety of
MHC molecules in the population comes from infectious agents.
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REIVINDICACIONES

Un método para seleccionar una linea de células T alogénicas para administracion
terapéutica a un paciente humano que tiene o se sospecha que tiene un patégeno
o cancer, caracterizado porque comprende:

seleccionar una linea de células T alogénicas al paciente que reconoce al menos
un epitopo de un antigeno del patégeno o el cancer, usando una representacion
que (i) identifica una pluralidad de alelos de HLA o una pluralidad de alelos HLA
y combinaciones de alelos de HLA, y (ii) describe indicaciones de actividades
relativas de lineas de células T, cada una reconociendo al menos un epitopo de un
antigeno del patégeno o cancer, y restringido a los diferentes de los alelos de HLA
o alelos de HLA y combinaciones de alelos de HLA en la pluralidad; en donde en la
representacion cada alelo de HLA o combinacion de alelo de HLA identificado esta
asociado con la indicacion respectiva de la actividad relativa de la linea de células
T restringida al alelo de HLA o combinacion del alelo de HLA, las actividades
relativas son medidas relativas de actividad conocida contra el patégeno o contra
el cancer presentado por las lineas de células T; en donde

(A) la linea de células T seleccionada tiene en comun con el paciente o las células
enfermas en el paciente el alelo de HLA o combinacion del alelo de HLA
identificado porlarepresentacion ala cual el reconocimiento de la linea de células
T es restringido; y

(B) el alelo de HLA o combinacidén del alelo de HLA, a la cual la linea de células T
estd restringida, esta asociada en la representacion con una indicacion de la
actividad relativa mas alta entre los alelos de HLA o alelos de HLA y
combinaciones de alelos de HLA en las representaciones que se conocen por estar
en comun con en el paciente o las células enfermas en el paciente y no son de otro
modo descalificadas.

Un método para seleccionar un donador de células T alogénicas a partir de quien
se deriva una linea de células T alogénicas para administraciéon terapéutica a un
paciente humano que tiene o se sospecha que tiene un patégeno o cancer,
caracterizado porque comprende:

seleccionar un donador de células T alogénicas al paciente, usando una
representacion que (i) identifica una pluralidad de alelos de HLA o una pluralidad
de alelos HLAy combinaciones de alelos de HLA, y (ii) describe indicaciones de
actividades relativas de lineas de células T, cada una reconociendo al menos un
epitopo de un antigeno del patégeno o cancer, y restringido a los diferentes de los
alelos de HLA o alelos de HLA y combinaciones de alelos de HLA en la pluralidad;
en donde en la representacidn cada alelo de HLA o combinacion de alelo de HLA
identificado estd asociado con la indicacién respectiva de la actividad relativa de
la linea de células T restringida al alelo de HLA o combinacion del alelo de HLA,
las actividades relativas son medidas relativas de actividad conocida contra el
patdégeno o contra el cancer presentado por las lineas de células T; en donde



10.

(A) el donador de células T seleccionado tiene al menos un alelo de HLA o
combinacién de alelo HLA en comun con el paciente o las células enfermas
en el paciente; y

(B) uno de al menos un alelo de HLA o combinacion de alelo HLA en comun
con en el paciente o las células enfermas en el paciente esta asociado en la
representacion con una indicacion de la actividad relativa mas alta entre los
alelos de HLA o alelos de HLA y combinaciones de alelos de HLA en las
representaciones que se conocen por estar en comun con en el paciente o
las células enfermas en el paciente y no son de otro modo descalificadas.

El método de conformidad con la reivindicacién 1 o 2, caracterizado porque
ademas comprende previo a la etapa de seleccidn, una etapa para generar la
representacion.

El método de conformidad con la reivindicacion 3, caracterizado porque ademas
comprende previo a la etapa de generacién, una etapa de medicion de las
actividades relativas.

El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 4,
caracterizado porque la representacion es una lista de la pluralidad de alelos de
HLA o la pluralidad de alelos HLA y combinaciones de alelos de HLA clasificadas
por las actividades relativas.

El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 4,
caracterizado porque la representacion es una base de datos que lista la
pluralidad de alelos de HLA o la pluralidad de alelos HLA y combinaciones de
alelos de HLA, cada una asociada con un registro indicativo de actividad relativa.

El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 4,
caracterizado porque las actividades relativas son eficacias clinicas in vivo de las
lineas de células T en el tratamiento de pacientes que tienen el patégeno o cancer.

El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 7,
caracterizado porque el paciente tiene o se sospecha que tiene un patégeno, en
donde las lineas de células T reconocen al menos un epitopo del antigeno del
patdgeno, y en donde las actividades relativas son medidas relativas de actividad
conocida contra el patégeno.

El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 7,
caracterizado porque el paciente tiene o se sospecha de tener un cancer, en donde
la linea de células T reconoce al menos un epitopo de un antigeno del cancer, y en
donde las actividades relativas son medidas relativas de actividad conocida
contra el cancer.

Un método para seleccionar un donador de células T alogénicas a partir de quien
se deriva una linea de células T alogénicas para administracion terapéutica a un
paciente humano que tiene o se sospecha que tiene un patégeno o cancer,
caracterizado porque comprende:
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

seleccionar un donador de células T alogénicas al paciente quien tiene en comun
uno o mas alelos de HLA con el paciente o las células enfermas en el paciente,
usando una representaciéon que (i) identifica una pluralidad de alelos de HLA, y
(ii) describe indicaciones de frecuencias relativas de generaciéon de lineas de
células T, cada una reconociendo al menos un epitopo de un antigeno del patégeno
o el cancer, y restringida a las diferentes de tales alelos de HLA en la pluralidad;
en donde en la representacion cada alelos de HLA identificado esta asociado con
la indicacion respectiva de frecuencia relativa de generacidn de tales lineas de
células T restringidas al alelo de HLA, en donde:

el donador de células T seleccionado tiene al menos un alelo de HLA en comtin con
en el paciente o las células enfermas en el paciente que esta asociado en la
representacion con una indicacién de frecuencia superior de generacién que los
alelos de HLA del donador que no estan en comun con en el paciente o las células
enfermas en el paciente.

El método de conformidad con la reivindicacién 10, caracterizado porque ademas
comprende previo a la etapa de seleccién, una etapa para generar la
representacion.

El método de conformidad con la reivindicacion 11, caracterizado porque ademas
comprende previo a la etapa de generacion, una etapa para medir las frecuencias
relativas.

El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 10 - 12,
caracterizado porque la representacién es una lista de la pluralidad de alelos de
HLA clasificada por tales frecuencias relativas.

El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 10 - 12,
caracterizado porque la representacion es una base de datos que lista la
pluralidad de alelos de HLA, cada uno asociado con un registro indicativo de
frecuencia relativa.

El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 10 - 14,
caracterizado porque el paciente tiene o se sospecha que tiene un patégeno, y en
donde las lineas de células T reconocen al menos un epitopo del antigeno del
patégeno.

El método de conformidad con la reivindicacién 8 o 15, caracterizado porque el
patégeno es un virus.

El método de conformidad con la reivindicacion 16, caracterizado porque el virus
es CMV.

El método de conformidad con la reivindicacion 16, caracterizado porque el virus
es EBV.

El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 10 - 14,
caracterizado porque el paciente tiene o se sospecha de tener un cancer, en donde
la linea de células T reconoce al menos un epitopo de un antigeno del cancer.



20.

21.

22.

23.

El método de conformidad con la reivindicaciéon 9 o 19, caracterizado porque el
antigeno es WT1.

El método de conformidad con la reivindicaciéon 9 o 19, caracterizado porque el
cancer es un trastorno linfoproliferativo.

El método de conformidad con la reivindicaciéon 21, caracterizado porque el
cancer es un trastorno linfoproliferativo post-transplante EBV-positivo.

El método de conformidad con la reivindicaciéon 22, caracterizado porque el
antigeno es EBNA1, EBNA2, EBNA3A, EBNA3B, EBNA3C, LMP1 o LMP2.
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