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DESCRIPCION
Epitopos antigénicos del factor VI, inhibidores dirigidos contra dichos epitopos y uso de los mismos
Objeto de la invencién

La presente invencion se refiere a las secuencias de polipéptidos antigénicos (epitopos) del factor VIII, a los
inhibidores anti-FVIII que se dirigen contra estas secuencias y a los anti-inhibidores que se dirigen contra dichos
inhibidores anti-FVIII.

La presente invencion también se refiere a una composicién farmacéutica y a un dispositivo de diagndstico que
comprende al menos una de las moléculas mencionadas anteriormente.

Antecedentes técnicos que subyacen a la invenciéon

FVIIl es una proteina multidominio grande de 2.332 aminoacidos constituida por tres dominios estructurales, A, By C
que se disponen en el orden A1:a1:A2:a2:B:a3:A3:C1:C2. Los dominios A poseen mas del 40% de homologia y son
también homélogos a ceruloplasmina (para una revision reciente, véase Pratt (2000) y Saenko (1999)). También
existe un 30% de homologia entre los dominios A del factor V y FVIII. EI dominio C aparece dos veces y se ha
notificado que puede unirse a glicoconjugados y fosfolipidos que tienen una carga negativa neta. Muestra homologia
con lectinas que pueden unirse a fosfolipidos cargados negativamente. Se ha ubicado en esta regién el sitio de
unién plaquetaria (dominio C2) (Foster et al., (1990)).

Estos determinantes antigénicos consisten en los fragmentos 351-365 (dominio A1 - cadena pesada), 713-740
(dominio A2), 1670-1684 (dominio A3 — cadena ligera) (extremo NH, de la cadena ligera) o ademas 2303-2332
(dominio C2 - cadena ligera) (Foster C, (1990)), los fragmentos 701-750, 1663-1689, 330-472, 1694-1782
(documento EP-0 202 853), 322 - 740 y 2170 - 2322.

La patente estadounidense 5.744.446 describe un factor VIII hibrido de ser humano/animal que tienen una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de los fragmentos del dominio A2 373-540, 373-508, 445-508,
484-508, 404-508, 489-508 y 484-489, con secuencias de factor VIII porcino o murino correspondientes, usandose
dicho hibrido para el tratamiento de deficiencias de factor VIII.

Los anticuerpos que reconocen estos diversos sitios interfieren con la activacion del FVIII, la union de vWf, FiIXa,
FXa, APC o fosfolipidos. La respuesta de anticuerpos especificos frente a FVIII varia considerablemente entre
individuos, y los epitopos para anticuerpos inhibidores tienen que determinarse para todos los dominios de FVIII
(véanse para una revision reciente, Scandella, 2000; Lollar, 2000).

Otros anticuerpos, que no inhiben pruebas de actividad convencional in vitro, pueden ejercer una influencia sobre el
comportamiento de FVIII con los otros constituyentes de la cascada de coagulacion mientras se unen ellos mismos a
sitios en la molécula que estan a una distancia sustancial de los sitios activos. Estos anticuerpos pueden interferir
con el estado natural de plegamiento de FVIII alterando algunas de sus propiedades.

El surgimiento de aloanticuerpos (inhibidores) que neutralizan la actividad de FVIIl infundido puede complicar
gravemente la terapia de restitucién de FVIIl. Las tasas de incidencia de inhibidores notificadas en hemofilicos
varian considerablemente. Oscilan alrededor del 6-35% (Vermylen et al., 1998). Se han encontrado candidatos para
predisposiciones genéticas tales como deleciones largas e inversiones del intrén 22 asociados con una alta
incidencia de inhibidores y genes que estan implicados en la respuesta inmunitaria como genes de MHC de clase | y
clase Il (Tuddenham y McVey, 1998). El intercambio repetido de un producto de FVIII por otro y la posibilidad de que
algunos concentrados de FVIII sean mas inmunogénicos también puede explicar la aparicién de inhibidores
(Vermylen et al., 1998). Diferentes métodos de preparacion de FVIII podrian ejercer una influencia sobre su
estructura, sus propiedades fisicoquimicas o su microentorno natural; Laub et al. (1999); Raut et al. (1998)).
Autoanticuerpos anti-FVIII clinicamente relevantes son poco comunes en pacientes no hemofilicos (frecuencia anual
en la poblacioén: 1-5/106) (Morrisson y Ludlam) (1995). Estan asociados con varias enfermedades autoinmunitarias y
a menudo se caracterizan por hemorragia potencialmente mortal. Por otro lado, también se han descrito anticuerpos
anti-FVIIl en sujetos sanos (Algiman et al., 1992; Moreau et al., 2000), sin ningun efecto aparente sobre los niveles
de los sujetos de FVIII circulante.

Los péptidos derivados o las proteinas propias pueden provocar una respuesta inmunitaria si se les presentan a
células T CD4 en sitios inflamatorios por células presentadoras de antigenos profesionales. Usando conjuntos de
péptidos sintéticos solapantes que abarcan las secuencias de dominios de FVIII individuales, Reding et al. (2000)
mostraron CD4" reactivos frente a FVIII en sujetos sanos y pacientes con hemofilia. Se reconocieron varios dominios
de FVIII: el dominio A3 se reconocia mas fuerte y frecuentemente y cada dominio forma varios epitopos.

Técnicas tales como inmunotransferencia de tipo Western, immunoprecipitacion y ensayos de inmunoabsorciéon
ligados a enzimas (ELISA), usando fragmentos proteoliticos de FVIII bien definidos, una gran biblioteca de péptidos
recombinantes, o alineamientos de péptidos sintéticos, se han usado para mapear diferentes sitios de unién de
inhibidor de FVIII ubicados principalmente en los dominios A2 y C2. Sin embargo, ninguna de estas técnicas ha
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hecho posible la construccion de un modelo para la identificacion de epitopos inhibidores y no inhibidores. Sélo
algunos epitopos se han mapeado en secuencias diferenciadas (<20 residuos de aminoacido). Para solucionar este
problema, Palmer et al. (1997) sintetizaron 96 péptidos undecameros (11 residuos de aminoacido) que
representaban el 80% de la secuencia de residuos completa de FVIII. Tuvieron éxito en la determinacion de la
especificidad de epitopo de anticuerpos inhibidores de 9 pacientes. Otras técnicas utiles son analisis de mutaciones
geénicas de FVIIl y sus efectos en la molécula de FVIII asi como la tecnologia de presentacién en fago (van den Brink
et al., 2000). Todas estas metodologias, sin embargo, requieren mucho tiempo, son bastante costosas y dependen
en gran medida de la disponibilidad del paciente. Ciertas zonas de la molécula de FVIII pueden ser “puntos
calientes” que contienen agrupamientos de epitopos inhibidores cominmente reconocidos, por ejemplo, regiones en
el dominio A2, el dominio A3 y el dominio C2. El motivo de estos “puntos calientes” en la generacion de una
respuesta inhibidora sigue entendiéndose mal (Reisner et al., 1995).

Actualmente, un concepto predominante entre pacientes hemofilicos, médicos y “fraccionadores” es el de tener
disponible un FVIII purificado que carezca de todos los contaminantes plasmaticos patdgenos y efectos secundarios.

Podrian usarse diferentes modelos animales como perros con hemofilia, ratones scid, ratones con hemofilia... pero
hasta ahora, no existe ningin modelo experimental satisfactorio que haga posible predecir la inmunogenicidad o el
efecto inmunomodulador de las preparaciones de FVIII, o la susceptibilidad del huésped, antes de que se hayan
administrado clinicamente.

Los pacientes que desarrollan una respuesta inmunitaria anti-FVIIl se encuentran por si mismos en una situacion
grave que necesita el uso de medidas serias, agresivas y excesivamente caras.

Uno de los tratamientos frecuentes es la induccion de tolerancia inmunitaria mediante la administracion de dosis muy
altas de FVIII (150 Ul/kg dos veces al dia) en asociacién o no con concentrados de complejo de protrombina y se
denomina “protocolo de Bonn”. Las opciones de tratamiento también son desviar la actividad inhibidora de FVIII
mediante el uso de PCC (preferiblemente un PCC activado [APCC]) o FVlla. Podrian producirse anticuerpos
especificos como consecuencia de la infusion de estos agentes alternativos, alterando el tratamiento. Como agente
alternativo, puede usarse FVIII porcino para lograr la hemostasia en pacientes con anticuerpos que no reaccionan de
manera cruzada sustancialmente con FVIII porcino antes o durante el tratamiento (Lollar, 2000).

Un posible enfoque alternativo para inhibir la produccion de inhibidores es el bloqueo de la colaboraciéon de células
T/células B mediada a través de acontecimientos de sefial de union ligando-receptor (Ewenstein et al., 2000). Se
realizaron ensayos clinicos preliminares usando un anticuerpo monoclonal de ratén humanizado frente a un ligando
de célula T CD40 humana (CD 154).

Una estrategia fructifera para reducir el nivel de inhibidores ha consistido en someter a los pacientes a una
circulacion extracorporea que permita la absorcion en fase soélida de las IgG totales.

El inmunoabsorbente podria ser proteina A de estafilococos unida a Sepharose o anticuerpos de oveja policlonales
unidos a Sepharose frente a inmunoglobulina humana total (Knobf y Derfler, 1999). Las proteinas foraneas (proteina
A, anti-lg humana de oveja) podrian escaparse de la columna y activar el sistema inmunitario del receptor; ademas
podrian surgir problemas como la higienizacion (ICH Topic Q5A, Directiva 92/79/EC).

Se ha encontrado que la infusién de inmunoglobulinas intravenosas polivalentes (IVIG), cuando sea apropiado
combinadas con un tratamiento inmunosupresor, es relativamente eficaz, aunque el motivo de esta eficacia ain no
se ha establecido completamente. Se han avanzado diversas hipotesis que implican a la inhibicién de la
retroalimentacion de la sintesis de IgG, la estimulacién del aclaramiento de IgG o la activacion de células T
supresoras. Una explicacion interesante es que estas inmunoglobulinas intravenosas comerciales podrian contener
anticuerpos que pueden reaccionar con las partes variables (idiotipos) de los anticuerpos anti-FVIII y neutralizar
estos anticuerpos (Dietrich et al. (1992)).

Desafortunadamente, no se ha encontrado que ninguno de estos enfoques sea satisfactorio en cuanto a seguridad,
eficacia y coste.

El estado de la técnica en la prediccion de la estructura del epitopo era limitado debido al hecho de que residuos de
aminoacido no continuos parecen constituir el epitopo mas importante y que la dindmica de unién no se integra a
menudo en la ecuacion de prediccion del epitopo, lo que hace que la prediccion de la estructura del epitopo sea un
problema cuatridimensional complejo (Van Regenmortel, Methods: A companion to Methods in Enzymology, 9,
paginas 465-472, 1996).

Segun el autor, la mayoria de los anticuerpos producidos contra proteinas intactas no reaccionan con ningun
fragmento de péptido derivado de la proteina original, lo que indica que tales anticuerpos se dirigen a epitopos
discontinuos (epitopos conformacionales).

Este autor también establece que la baja tasa de éxito de la prediccion antigénica se debe al hecho de que las
predicciones se refieren sélo a epitopos continuos y no es realista reducir la complejidad de los epitopos que
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siempre poseen caracteristicas conformacionales frente a un modelo de péptido lineal unidimensional.

De manera similar, Palmer et al. (1997), usando alineamientos de péptidos sintéticos para identificar epitopos
inhibidores del factor VIl novedosos, observaron que cada patron de pacientes de reactividad de anticuerpos anti-
factor VIl parece ser policlonal, dirigido contra sitios multiples ubicados dentro de los extremos amino terminal y
carboxilo terminal de la proteina y parecen ser Unicos para cada plasma investigado (véase también anteriormente).
Ademas, este autor observa que es dificil predecir la importancia que cualquier interaccion anticuerpo:epitopo dada
pueda tener sobre la actividad de coagulacién del factor VIl basandose en los resultados de ensayos de péptidos
sintéticos solos (debido al entendimiento incompleto de la relacion entre la estructura y funcién de diferentes
dominios del factor VIl y la posibilidad de que anticuerpos tanto inhibidores como no inhibidores puedan estar
presentes en el plasma de un paciente).

La solicitud PCT WO 96/02572 ya dio a conocer algunas secuencias de polipéptidos antigénicos interesantes del
factor VIII y epitopos y o inhibidores del mismo para su uso en el tratamiento de hemofilia.

La publicacién de Nogami et al., 1999, (JBC vol. 274, n.° 43, 22 de octubre de 1999, pags. 31000-31007) da a
conocer el papel del dominio C2 del factor VIII para unirse al factor Xa y en particular da a conocer dos péptidos
sintéticos correspondientes a los residuos 2248-2285 y 2253-2270 del factor VIII, que pueden inhibir la union del
péptido del dominio C2.

Por tanto, los documentos del estado de la técnica no sugieren identificar péptidos lineales antigénicos sobre una
macromolécula (tal como el factor VIIl) y que podrian usarse epitopos lineales para el diagnéstico y/o la terapia de
trastornos inmunitarios inducidos por inhibidores dirigidos contra el factor VIII.

La solicitud de patente internacional WO96/0257 describe secuencias de epitopo y fragmentos antigénicos del factor
VIII e inhibidores dirigidos contra algunas de estas secuencias.

Objetivos de la invencion

La presente invencién va dirigida a obtener nuevos epitopos antigénicos del factor VIII con el fin de mejorar el
diagnostico y/o la terapia (incluyendo la prevencién) de trastornos inmunitarios (en particular los inducidos por
inhibidores de FVIII, especialmente inhibidores de la unién de FVIII al factor de von Willebrand (vWf), al FIX y/o a
fosfolipidos de membrana (PL)), permitiendo dichos epitopos una seleccién entre auto o aloanticuerpos anti-FVIII
inhibidores o no inhibidores (alo o autoinmunoglobulinas).

Otro objetivo de la invencion es obtener inhibidores que muestran una inmunoafinidad con estos epitopos
antigénicos, asi como obtener anti-inhibidores, en particular anticuerpos o receptores de células (T), que se dirigen
contra dichos inhibidores mencionados anteriormente y cuyo fin es mejorar el diagnéstico y/o la terapia (o
prevencioén) de trastornos inmunitarios.

Un objetivo adicional de la invencion es obtener dichas moléculas a alta pureza, a nivel industrial, sin contaminantes
(virus, priones,...) y segun las practicas de GMP en el campo de la terapia y el diagnéstico (ICH topic QSA, Directiva
92/79/EC, etc.).

Sumario de la invencién

La presente invencion se refiere a las secuencias de polipéptidos antigénicos (epitopos) del factor VIII cuya
secuencia completa se describe por Verhar et al. (1984) y que proporcionan la referencia para la numeracion de
aminoacidos de la secuencia del factor VIII completa.

La “secuencia de polipéptidos completa del factor VIII” se entiende que es la secuencia animal o humana natural,
que puede estar glicosilada y que se ha obtenido mediante purificacion a partir de conjuntos de plasma, en particular
crioprecipitado, mediante sintesis y/o mediante manipulacion genética (secuencia de la que pueden haberse
delecionado partes que no estan implicadas en el mecanismo de coagulacion sanguinea) del factor VIII.

La presente invencién proporciona una secuencia de epitopo antigénico del factor VIII que esta comprendida entre
isoleucina 2262 y glutamina 2270 inclusive, definida por la siguiente secuencia:

SEQ ID No:30:

Ile Sex Ser Ser Glm Asp Gly His Gln

1 ]
La invencion también se refiere a las partes principales de dichos epitopos. Dichos epitopos pueden tener una
delecion de uno o mas aminoacidos terminales, preferiblemente de uno, dos o tres aminoacidos, o pueden

reemplazarse por uno 0 mas aminoacidos que presentan la misma caracteristica de hidrofilicidad, flexibilidad y
accesibilidad.

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2372811 T3

También se sabe que algunos de los epitopos segun la invencion estan comprendidos en determinantes importantes
de epitopos inhibidores humanos o varios sitios de unién de factores o sitios de union de anticuerpos monoclonales
conocidos, especialmente la parte C2 que se sabe que es el sitio de unién del anticuerpo monoclonal Mas531P o el
sitio de uniéon ESH8 asi como fosfolipidos, factor Xa o el sitio de unién del factor de von Willebrand. Sin embargo, los
epitopos especificos o sus partes importantes son partes preferidas seleccionadas de dichos sitios de unién o
pueden incluir un posible solapamiento con dichos sitios de union.

Estas secuencias de epitopos se caracterizan de manera particularmente ventajosa por su alta hidrofilicidad, que se
ha definido por Parker y Hodges (1986), flexibilidad considerable, que se ha definido por Karplus y Schultz (1985) y
accesibilidad considerable, que se ha definido por Janin (1979).

Estos epitopos estan, en particular, expuestos en la superficie de la proteina del factor VIII y muestran
caracteristicas inmunogénicas y antigénicas pronunciadas.

Otro aspecto de la presente invencion es un FVIII recombinante, posiblemente obtenido mediante ingenieria
genética, y con delecién de uno o mas de los epitopos identificados anteriormente o partes importantes de dichos
epitopos.

Ventajosamente, dicho FVIII permite todavia la union de factor(es) de coagulacién, pero sera menos inmunogénico y
no inducira o inducird menos la formacion de inhibidores dirigidos contra dicho FVIII modificado o FVIII natural.

Ventajosamente, dichos epitopos también son independientemente inmunogénicos (es decir, son inmunogénicos
incluso sin estar complejados con una proteina de gran tamafio tal como BSA, KLH, hemocianina, etc.), y
preferiblemente muestran una inmunoafinidad dentro de inhibidores del factor VIII, tales como anticuerpos anti-factor
VIII, y/o muestran una inmunoafinidad por los receptores de los linfocitos T y posiblemente linfocitos B.

Estos epitopos y/o partes importantes de dichos epitopos inducen una reaccion inmunitaria (sintesis de anticuerpos)
cuando se inyectan en un conejo.

Dichas secuencias se caracterizan inesperadamente por su inmunogenicidad sustancial hacia anticuerpos
monoclonales y policlonales, pero son lo suficientemente cortos como para obtenerse facil y ventajosamente
mediante sintesis.

La presente invencion también proporciona los epitopos conformacionales que comprenden al menos dos
secuencias de epitopos diferentes y/o al menos dos partes importantes de dichos epitopos segun la invencion e
identificados anteriormente.

Los epitopos conformacionales estan constituidos por dos o mas partes diferentes de una secuencia de polipéptido,
cuyas partes estédn ubicadas en proximidad entre si cuando la proteina se pliega en su estructura terciaria o
cuaternaria.

Estos epitopos pueden “reconocerse” (es decir, que muestran una inmunoafinidad), preferiblemente de manera
simultanea, con inhibidores del factor VIII, en particular linfocitos B y T (por medio del locus de histocompatibilidad
principal (MHC | y/o Il)) y/o anticuerpos anti-factor VIII (Scandella et al. (2000); Reding et al. (2000)).

Preferiblemente, dichos epitopos y/o las partes importantes de dichos epitopos estan complejadas con una proteina
portadora o un péptido portador, tal como BSA, o KLH hemocianina, de modo que forman un complejo que muestra
una inmunogenicidad mas potente.

La presente invencion también proporciona un conjunto de epitopos antigénicos del factor VIII, tal como se definen
en la reivindicacion 2.

Otro aspecto de la presente invencion es un inhibidor del factor VIII que muestra una inmunoafinidad con el epitopo
antigénico y posiblemente también con el conjunto de epitopos, o con el epitopo conformacional segun la invencion.

Se entiende que un inhibidor significa cualquier molécula biolégica o célula (tal como un linfocito T) que se une a
dicho FVIIl y puede dar lugar a trastornos inmunitarios (caracterizados por respuesta inmunitaria humoral y/o
respuesta inmunitaria celular contra dicho FVIII).

En particular, un inhibidor de este tipo puede ser un anticuerpo o fragmento de anticuerpo monoclonal o policlonal
anti-factor VIII (tal como la parte Fab hipervariable de dicho anticuerpo) que inactiva dicho factor VIl y/o que inhibe
la unién del factor VIII al factor de von Willebrand y/o a fosfolipidos de membrana.

Ventajosamente, dichos inhibidores se sintetizan mediante un animal “quimérico” que comprende un sistema
inmunitario humano, tal como un ratéon hu-SCID o raton transgénico que produce anticuerpos humanos u otras
tecnologias de produccion de anticuerpos como tecnologia de presentacién en fago o células B inmortalizadas,
mediante EPV en particular.
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Otro aspecto de la invencion es un anti-inhibidor que se dirige contra dicho inhibidor del factor VIII descrito
anteriormente.

Se entiende que un anti-inhibidor que se dirige contra el inhibidor del factor VIII significa cualquier molécula biologica
0 quimica, una célula y/o un fragmento de célula (receptor) que puede interferir con dicho inhibidor de tal manera
que garantiza su inactivacion o evita o reduce su union al factor VIII.

Preferiblemente, un anti-inhibidor de este tipo es un anticuerpo o fragmento de anticuerpo anti-idiotipo-anti-factor VIII
(monoclonal o policlonal), natural u obtenido mediante ingenieria genética.

Otro aspecto de la invencién es una composicion farmacéutica tal como se define en las reivindicaciones.

El tipo y la cantidad de diluyente o portador farmacéutico adecuado (y posiblemente adyuvante o excipiente)
presente en dicha composicion farmacéutica puede variar segun el método de administracién y se combina
posiblemente un adyuvante con el fin de mejorar las propiedades terapéuticas de la composicién farmacéutica segun
la invencién o reducir sus posibles efectos secundarios. El experto en la técnica conoce bien portadores
farmacéuticamente aceptables adecuados usados en la composicion farmacéutica segin la invenciéon y se
seleccionan segun los métodos generalmente aplicados por farmacéuticos y pueden incluir portadores
farmacéuticamente aceptables no téxicos sdlidos, liquidos o gaseosos. El porcentaje de producto activo/portador
farmacéuticamente aceptable puede variar dentro de intervalos muy amplios sélo limitados por la tolerancia y los
posibles efectos secundarios sobre pacientes (incluyendo seres humanos), y por la frecuencia y/o el modo de
administracion.

Otro aspecto de la invencién es un dispositivo de purificacion y/o de diagndstico, tal como un kit de diagnéstico, un
filtro de afinidad o una columna de cromatografia, tal como se define en las reivindicaciones. Ventajosamente, dicho
dispositivo comprende el conjunto de dichos epitopos que permite una seleccion de pacientes y puede detectar los
inhibidores mas importantes presentes en dichos pacientes y que permiten una prueba positiva con sensibilidad y
especificidad suficiente.

El dispositivo de purificacion puede consistir por tanto en una columna de cromatografia que comprende estos
epitopos y/o partes importantes de epitopos, unidos a la fase sélida de la columna de cromatografia.

Un liquido fisiologico (tal como suero), que se deriva de un paciente y que comprende inhibidores del factor VIII pasa
a través de un soporte solido (columna de cromatografia), uniéndose dichos inhibidores (por ejemplo anticuerpos)
especificamente a dichos epitopos o dichas partes importantes o un conjunto de los mismos. Tras la elucion, es
posible recoger dichos inhibidores haciendo que reaccionen con anti-inhibidores (anticuerpos anti-idiotipo-anti-factor
VII).

También es posible caracterizar anticuerpos anti-idiotipo-anti-factor VIII que estan presentes en un suero mediante
estos anti-inhibidores hechos pasar a través de un soporte sélido (columna de cromatografia) sobre el que se han
unido inhibidores del factor VIl a la fase sdlida.

También es posible reinyectar ’(tratamiento ex vivo) el liquido fisiolégico (sangre o suero o una fraccién derivada) a
dicho paciente tras haberse eliminado sus inhibidores del factor VIII uniéndolos con dichos epitopos o un conjunto de
los mismos; eliminandose dichos inhibidores del fluido fisiolégico (sangre o suero) de manera similar tal como se
propuso para el método de didlisis aplicado a pacientes humanos.

La presente invencion también se refiere a un método de tratamiento in vitro (tratamiento ex vivo) de liquido
fisiolégico (sangre o suero) de un paciente, tal como se define en las reivindicaciones. Dicho liquido fisiolégico
tratado puede reinyectarse en el paciente tras eliminar los inhibidores que han fijado dichos epitopos, partes
importantes o un conjunto de los mismos.

Un aspecto final de la invencién es el uso de la composicion farmacéutica segun la invencion para preparar un
medicamento usado para prevenir y/o tratar la hemofilia inducida por los inhibidores del factor VIII, inhibidores de la
union del factor VIII al factor IX y/o el factor X y/o el factor de von Willebrand (VWF) y/o inhibidores de la unién del
factor VIII a fosfolipidos de membrana.

La presente invencion describird en detalle en los siguientes ejemplos no limitativos en referencia a las figuras
adjuntas.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 representa el grafico de hidrofilicidad, flexibilidad y accesibilidad de la secuencia A3 de los aminoacidos 1
a 371 reenumerados del factor VIII (valor de superficie para cada aminoacido).

La figura 2a representa el perfil de elucién relacionado con la purificacién de anticuerpos anti-SEQ ID 32 humanos
mediante cromatografia de afinidad sobre una columna de péptido-Sepharose. Se cargé la disolucién de fraccion de
Cohn 11+l (50 ml) sobre la columna (1 ml de gel) a una velocidad de flujo de 1 mil/min. Se realizé la separacién de
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anticuerpos especificos tal como se describe a continuacion en el presente documento. La flecha indica la posicion
de anticuerpos anti-SEQ ID 32 humanos especificos.

La figura 2b representa la actividad coagulante de FVIII en presencia de IgG anti-(SEQ ID 32) purificado a partir de
la fraccion de Cohn ll+lll. Se midi6é la actividad coagulante de FVIII tal como se describe a continuacion en el
presente documento en presencia de una cantidad creciente de anti-SEQ ID 32. El % de actividad de FVIII =
(actividad de FVIII en presencia de anticuerpo/actividad de FVIII en ausencia de anticuerpo)*100.

La figura 3 representa las inmunorreacciones del anticuerpo anti-péptido humano con polipéptidos de FVIII tras la
inmunotransferencia de tipo Western (panel A de izquierda a derecha: anticuerpos humanos HAP1 a HAP4,
especificos para diferentes secuencias de epitopos de FVIII halladas en el FVIII HC (véase también la tabla 2) y
panel B: anticuerpos humanos especificos para el péptido P5 y las secuencias de FVIII LC, P7, P8 y P9 (véase
también la tabla 2)). El carril RAP9 muestra la reactlwdad de Ios Eollpeptldos de FVIII hacia anticuerpos de conejo
purificados especificos para la secuencia del péptido Arg Tyr (véase también la tabla 2).

La figura 4 representa la reactividad de ELISA de 4 plasmas inhibidores con diferentes secuencias de péptido. Se
analizaron inhibidores presentes en plasmas de 4 pacientes mediante una prueba de ELISA usando como antigenos
de recubrimiento los diferentes péptidos sintéticos de epitopos de FVIII seleccionados tal como se indica en la
ordenada.

Ejemplos
Materiales y métodos
Reactivos

MAS530p (Harlan-Seralab, Indianapolis, IN) es un anticuerpo monoclonal de ratén especifico para el dominio A2 de
44 kDa de la cadena pesada del factor VIIl. Se adquirié IgG de conejo anti-lgG de ratén marcada con biotina de
Dakopatts (Copenhague, Dinamarca). Se obtuvieron IgG de cabra anti-lgG humana marcada con biotina e IgG de
raton anti-lgG de conejo marcada con biotina de Sigma Chemicals (St Louis, MI), a-trombina purificada (3000
Ul/mg), se adquirieron conjugado de estreptavidina-peroxidasa, ovoalbumina (OVA), albumina sérica bovina (BSA),
hemocianina de lapa californiana (KLH) y o-fenilendiamina (OPD) de Sigma Chemicals (St. Louis, MI). Se obtuvo
caseina de Merck (Darmstadt, Alemania). Se obtuvieron 4-cloro-1-naftol y marcadores de peso molecular
biotinilados de Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA). El adyuvante de Freund era de Difco (Detroit, Michigan).

Concentrados de FVIII

FVIIl plasmatico (p-FVIII) era un concentrado de FVIII tratado con detergente/disolvente (100 Ul/mg de proteina)
purificado mediante cromatografia de intercambio i6nico (FVIII Conc. SD, CAF-DCF-Red Cross, Bruselas, Bélgica).
Se obtuvo FVIII recombinante libre de albumina (rFVIIl) de Hyland (Glendale, CA).

Inmunoglobulinas de la fraccion plasmatica

Se obtuvo la fraccion de Cohn Il+1ll de un gran conjunto de plasma de 4.800 donantes no remunerados, tras la
precipitacion en presencia de una concentracion de etanol creciente. Esta fraccion contiene todas las clases y
subclases de Ig. Se determind la composicion de IgG mediante nefelometria. El porcentaje relativo de cada subclase
era de 63,7; 30,1; 3,4 y 2,8 para IgG1, 1gG2, IgG3 e 1gG4 respectivamente (valores promedio para 3 lotes diferentes
de FII+II).

Concentrados del factor VIII, actividad del factor VIl e inhibicion de la actividad

Se determind la actividad del factor VIl en un ensayo de coagulacién de una fase adaptado para su uso en el
coaguldmetro KC4A (Sigma Diagnostics). El ensayo usa plasma de hemofilia A grave (Organon Teknika, Cambridge,
RU) y reactivo APPT de Instrumentation Laboratory (Warrington, RU). Se calcularon las potencias con relacion al
concentrado de FVIII 88/640 de 5° patrén internacional (5,4 Ul/ml) (NIBSC, Potters Bar, RU). Se midi6 la actividad
inhibidora de FVIII en preparaciones de IgG humana y de conejo purificadas segun el ensayo de Bethesda
modificado. En resumen, se diluyeron en serie 1gG purificadas por afinidad y se incubaron durante 1 h en presencia
de concentrado de FVIII 88/640 (1 Ul/ml) a 37°C. Se midi6 la actividad de FVIII residual tal como se describid
anteriormente.

Se ha descrito la activacion del factor VIII mediante a-trombina e inmunotransferencia en otra parte (Peerlinck et al.,
1997).

Se realizaron la sintesis de péptidos, la conjugacién de péptidos a proteinas portadoras y la produccion de
antisueros anti-péptido de conejo por Neosystem (Estrasburgo, Francia).

Purificacién de anticuerpos humanos y de conejo mediante cromatografia de afinidad
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Para la purificacién de anticuerpos humanos y de conejo, se acoplaron 5 mg de cada péptido diferente a 1 ml de
Sepharose activada por NHS empaquetada previamente (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia) segun las
instrucciones del fabricante. Se purificaron anticuerpos anti-péptido especificos con un sistema de cromatografia de
liquidos automatizado (AKTAexplorer 100A, Pharmacia Uppsala, Suecia) o bien a partir de 50 ml de antisuero de
conejo o bien a partir de 100 ml de una fraccién de plasma humano, obtenido tras el fraccionamiento de Cohn
(fraccion [I+11l; 13 mg de proteina/ml). En resumen, se dializaron las muestras 3 veces frente a 5 volumenes de
tampon TE (Tris-HCI 20 mM pH 7,2, NaCl 150 mM y NaNs3 al 0,02%) y se cargaron sobre la columna a una velocidad
de flujo de 1 ml/min. Se lavé secuencialmente la columna a 2 ml/min. con 50 ml de tampon TE y 30 ml de TE que
contenia NaCl 1 M. Tras la absorcion, se eluyé el material (1 ml/min.) con 5 ml de acido citrico 0,1 M pH 2,5y se
recupero directamente en 5 ml de Tris-HCI 1 M, pH 9,0. Finalmente se dializaron las muestras frente a 10 volimenes
de tampon de equilibrio y se concentraron en Centriprep-30 (Amicon, Beverly, MA). Se determiné la recuperacion de
Ig mediante el ensayo de proteinas de Bio-Rad.

Resultados
Seleccion de posibles epitopos lineales del factor VIl

Se identificaron mas de 30 regiones de superficie (epitopos lineales) que abarcan de 8 a 25 residuos, caracterizados
por una alta hidrofilicidad, flexibilidad y accesibilidad en la molécula del FVIIl. Basandose en su alta probabilidad de
una ubicacién externa (véase la fig. 1 para A3), se seleccionaron 16 péptidos lineales (P1 a P16), que coinciden en
tramos identificados de 13 o mas residuos de aminoacido. Se sintetizaron estos péptidos y se acoplaron a
ovoalbumina para la produccién de antisuero especifico (tabla 1, a continuacion en el presente documento). P8
incluye el epitopo descrito por Shima et al. (1988) y se usé como control externo.

Resultados experimentales obtenidos a partir de dichos epitopos lineales sintetizados usando el modelo de
conejo

Se resumen los resultados en la tabla 1 que se refiere a la caracterizacion de antisueros anti-péptido de FVIII de
conejo y de inmunoglobulinas purificadas por afinidad recuperadas.

Se seleccionaron dieciséis péptidos sintéticos (de desde 10 hasta 20 aminoacidos) en los dominios A, B, C1 y C2.
Tras la conjugacion con ovoalbumina, se inyectaron los conjugados de OVA-péptido en conejos y se estudiaron los
antisueros anti-péptido de FVIIIl RAP1 a RAP16.

Mas precisamente, se inmunizaron dos conejos con cada preparacién de péptido de FVIll-ovoalbumina. Se
prepararon los antisueros especificos RAP1 a RAP16 (columna b, tabla 1) y se sometieron a ensayo en un ELISA
(columna c, tabla 1) usando rFVIIl o péptido de FVIII-KLH como antigeno. Se expresa el titulo de ELISA como el
logaritmo negativo de la inversa de la dilucién de suero que proporciona el 50% de unién. Entonces se purificaron las
inmunoglobulinas mediante cromatografia sobre Sepharose unida a péptido. El dominio de FVIII reconocido por la Ig
anti-péptido de FVIII tras la inmunotransferencia se muestra en (columna d, tabla 1) y se midieron las
recuperaciones de proteina Ig (columna e, tabla 1) usando inmunoglobulinas como patrén. La actividad inhibidora,
expresada en BU/mg de proteina, se determiné en un ensayo de actividad neutralizante de FVIII (columna f, tabla 1).

Inmunogenicidad de péptidos de FVIIl y caracterizacion de antisueros anti-péptido de FVIII de conejo

Se midi6 la reactividad de antisueros anti-péptido de FVIII mediante un ELISA usando, como antigeno, o bien el
péptido de FVIII correspondiente diferente acoplado a la proteina KLH o bien rFVIII purificado. La reacciéon de union
de cada antisuero anti-péptido de FVIII era especifica tanto para el péptido de FVIII usado para producir la respuesta
inmunitaria en conejos como para rFVIIl (véase la tabla 1).

Para demostrar la especificidad de epitopo de FVIII de los anticuerpos anti-péptido de conejo, se resolvieron rFVIll y
los fragmentos de rFVIII obtenidos tras el tratamiento con trombina mediante SDS-PAGE y se analizaron mediante
inmunotransferencia de tipo Western con las diferentes preparaciones de IgG de conejo. Tal como se esperaba, la
mayoria de los antisueros (14/16, 87%), mostraron una fuerte reaccion con el fragmento de FVIII correspondiente
que contenia el epitopo lineal seleccionado (véase la tabla 1).

Purificacion de anticuerpos anti-péptido de FVIII de conejo

Se purifico la IgG de conejo especifica mediante cromatografia de afinidad sobre péptido-Sepharose tal como se
describié en los métodos. Cuando se midié la actividad neutralizante de FVIII en un ensayo de coagulacion de una
fase, se encontré una inhibicién significativa con dos preparaciones purificadas de 1gG de conejo: RAP2, que
corresponde a la IgG especifico para SEQ ID No. 14 y RAP7 especifica para SEQ ID No: 01.

Mapeo de epitopos de anticuerpos anti-péptido de FVIIlI de conejo mediante inmunotransferencia con rFVIii
humano

Para demostrar la especificidad de epitopo de FVIII de los anticuerpos anti-péptido de conejo, se resolvieron rFVIIl y
los fragmentos rFVIIl obtenidos tras el tratamiento con trombina mediante SDS-PAGE y se analizaron mediante
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inmunotransferencia de tipo Western con diferentes preparaciones de IgG de conejo (Ig de RAP1 a RAP17).

En cada tanda, se identificaron la cadena pesada (HC) y cadena ligera (LC) de rFVIIl y sus productos de protedlisis
con trombina (44 kDa y 72 kDa) con una mezcla de dos anticuerpos monoclonales, MoAb 530p y MoAb18,
respectivamente especificos para la cadena pesada y ligera. MoAb18 reconoce el fragmento de FVIII de cadena
ligera NH»-terminal obtenido tras la activacion con trombina, que se prob6é que era muy pequefio para permanecer
en el gel tras la electroforesis. Catorce de las 17 preparaciones de inmunoglobulina de conejo reaccionaron
fuertemente tanto con rFVIII como con pFVIIl. Los antisueros RAP1, RAP2, RAP3, RAP4 reconocieron
exclusivamente las cadenas pesadas (de 200 kDa a 92 kDa). Los antisueros RAP1 y RAP2 reaccionaron con el
fragmento del dominio A1 de 50 kDa; RAP3 y RAP4 se unieron al fragmento de 44 kDa (dominio A2); RAP5
(especifico para el dominio B) se unié a la cadena pesada de FVIII de alto peso molecular (aproximadamente 200
kDa).

RAP7, RAP8 y RAP9 reaccionaron con el doblete de cadena ligera de 80 kDa. Los anticuerpos RAP9 y RAP12 a
RAP17 también detectaron el fragmento de cadena ligera de FVIII de 72 kDa. Tal como se esperaba, cada antisuero
reactivo mostré una fuerte reaccion con el fragmento de FVIII correspondiente que contiene el epitopo lineal
seleccionado. No pudo detectarse ninguna reaccion en los geles entre RAP6 o RAP10 y los fragmentos de FVIII de
HCoLC.

Resultados experimentales obtenidos a partir de dichos epitopos lineales sintetizados para purificar y
caracterizar autoanticuerpos humanos

La tabla 2 se refiere a la caracterizacion de anticuerpos anti-FVIII humanos de la fraccion de Cohn I+l de individuos
sanos.

Se purificaron hasta este punto preparaciones de IgG anti-péptido humana (HAP1 a HAP17) sobre Sepharose
acoplada a 13 péptidos de FVIII diferentes (columna a, tabla 2). Se analizaron las Ig (columna b, tabla 2) mediante
inmunotransferencia. Se muestra la unién a las cadenas HC o LC de rFVIIl y al fragmento de trombina de rFVIII
respectivamente en las columnas c y d, tabla 2. Se muestra la reactividad de dominio de FVIII en la columna e, tabla
2. Las flechas indican una disminucién en la intensidad de la banda de 80 kDa. La recuperacion de la Ig (columna f,
tabla 2) tras la purificacion por afinidad se expresa en pg/10 mg de FlI+lll cargado (véase Materiales y métodos). Se
determind la inhibicion del ensayo de coagulacién tras la incubacién en presencia de cada una de las 13
preparaciones de Ig en el ensayo de Bethesda (columna g, tabla 2).

Uso de péptidos de FVIIl para la inmunopurificacion de anticuerpos anti-FVIll humanos en donantes sanos

Para preparar y caracterizar anticuerpos anti-FVIII humanos presentes en individuos sanos, se analizé la fraccion de
Cohn lI+lll, rica en inmunoglobulinas, para determinar la presencia de anticuerpos anti-péptido especificos
seleccionados. Se purificaron anticuerpos anti-péptido de FVIII humanos (HAP1 a HAP11, HAP16 y HAP17)
mediante cromatografia de afinidad sobre Sepharose acoplada al péptido apropiado (véase la tabla 2). Como
ejemplo tipico, la figura 2 muestra el perfil cromatografico obtenido con SEQ ID 32, una secuencia encontrada en el
dominio C2. La tabla 2 resume los resultados obtenidos con 17 secuencias epitopicas seleccionadas en cada
dominio de FVIII (A1, A2, A3, B, C1y C2). Se obtuvieron cantidades significativas de inmunoglobulinas, especificas
para cada uno de los 13 péptidos de FVIII usados, a partir de la fraccién de plasma de partida II+Ill. Se sometié a
prueba directamente la especificidad de los anticuerpos humanos purificados resultantes mediante
inmunotransferencia con FVIII plasmatico, FVIII recombinante, y los fragmentos obtenidos tras la protedlisis con
trombina (véase la tabla 2).

Se encontré que la distribucion de isotipo de IgG en las preparaciones de anticuerpos purificados humanos era
bastante heterogénea. De manera interesante, del 40 al 79% de las IgG recuperadas pertenecian a la subclase
IgG2. En la mayoria de las preparaciones, IgG4 parecia estar sobrerrepresentada (hasta el 25%).

Se sometieron a prueba todas las preparaciones anticuerpos anti-péptido de FVIII humanos para determinar la
capacidad de inhibir la actividad de FVIIl en un ensayo de coagulacion de una fase. La tabla 2 muestra que siete de
las 13 preparaciones sometidas a prueba (54%) mostraban actividad inhibidora, SEQ ID No: 14, SEQ ID No: 19,
SEQ ID No: 2, SEQ ID No: 5, SEQ ID No: 22, SEQ ID No: 32 y SEQ ID No: 33, respectivamente. Como ejemplo
tipico, la inhibicion de la actividad de FVIII en funcion de la concentracion de Ig anti-SEQ ID 32 se muestra en la
figura 2.

Inmunoespecificidad de Ig anti-péptido de FVIIl humana hacia FVIII

Se someti6 a prueba la especificidad de los anticuerpos humanos purificados resultantes mediante
inmunotransferencia con FVIII plasmatico, FVIII recombinante y los fragmentos obtenidos tras la protedlisis con
trombina. De nuevo, se identificaron los fragmentos de FVIIl con o bien anticuerpos monoclonales de ratén
especificos de LC de FVIIl o HC de FVIII o bien anticuerpos policlonales de conejo especificos de péptido de FVIII.
Se identificaron los anticuerpos humanos tras la unién de anticuerpo anti-lgG humana de cabra biotinilado. La figura
3 muestra la inmunorreaccion de FVIII de alto peso molecular (> 92 kDa) con cuatro preparaciones de anticuerpos
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humanos, purificados sobre Sepharose acoplada a SEQ ID No: 11 (Ser'®-Lys'?), SEQ ID No: 14 (Cys***-Asp®),
SEQ ID No: 15 (Tyr407-Lys425) o SEQ ID No: 19 (Cysm-Aspm) de péptido de FVIII. Se reconocié el fragmento de
FVIIl de 50 kDa (dominio A1) por anticuerpos humanos purificados sobre Sermg-Lys127 oC 5329-Asp348-8e;)harose
el fragmento de FVIIl de 44 kDa (A2) por inmunoglobulinas purificadas sobre Tyr*”-Lys*® y Cys’'"-Asp’®-
Sepharose. La falta de reactividad de la preparacion de inmunoglobulinas anti-(Ser®’-Ser®®®) (HAP5) con los
fragmentos de FVIII confirma que este epitopo esta ubicado en el extremo amino-terminal del dominio B (figura 3).
Los anticuerpos humanos purificados sobre Sepharose acoplada a SEQ ID No: 1 (Arg1652—Tyr1664) o SEQ ID No: 2
(Asp'®'-Arg'®®) del péptido reaccionaron fuertemente con la cadena ligera de FVIII de 80 kDa (figura 3). Para
ambas preparaciones, la reaccion con la banda de 80 kDa desaparecio tras la protedlisis con trombina, indicando
que los epitopos, tal como se esperaba, estan ubicados en el péptido acido a3 en la parte NH,-terminal del dominio
A3 de FVIII. Cuando se analizaron anticuerpos humanos especificos para SEQ ID No: 5 (Arg1797-Tyr1815 en el
dominio A3) del péptido mediante inmunotransferencia, su especificidad para rFVIIl parecia limitada a la cadena
ligera de FVIII de 80 kDa y su fragmento de trombina de 72 kDa.

No se detectd ninguna inmunorreaccion con los fragmentos o cadenas de rFVIIlI con preparaciones de anticuerpos
especificos para SEQ C y SEQ ID No: 23 de los péptidos de FVIII, aunque se obtuvo una reaccién positiva en el
ELISA usando rFVIIIl. Esto podria significar que estas preparaciones de inmunoglobulinas reconocen un epitopo
conformacional.

Uso de péptidos sintéticos de FVIIl para caracterizar anticuerpos anti-FVIll humanos en plasmas de
pacientes con hemofilia A

Se usaron los péptidos seleccionados en el experimento de ELISA para determinar la especificidad de anticuerpos
anti-FVIII presentes en plasmas de hemofilia A. Se recubrieron los péptidos sobre microplacas (25 ug/ml en tampén
PBS durante 16 h a 4°C). Se hizo reaccionar una disolucion de 1/10 a 1/1000 de plasma del paciente en tampon
Tris-caseina con el péptido recubierto durante 2 h a 37°C. Se midi6 la IgG humana unida tal como se describi6é en
Métodos. Las muestras de control eran conjuntos de plasma de donantes sanos. La figura 4 muestra los resultados
obtenidos con el plasma de 4 pacientes con hemofilia A. Las densidades 6pticas son valores promedio corregidos
(DO de paciente-DO de conjunto de plasmas normales) de dos experimentos independientes.

Prediccion de epitopos de modelo molecular

Pemberton et al. (1997) han construido un modelo molecular de los dominios A de FVIII. Este modelo tridimensional
hace posible explorar las predicciones para regiones importantes de la actividad de FVIIl. Se usé el modelo para
ubicar los epitopos de péptidos de FVIII identificados mediante los algoritmos Parker y Hodge. Tal como predicen
estos algoritmos, todos los péptidos ubicados en los dominios A se encontraron en la superficie de FVIIl y eran
totalmente accesibles para anticuerpos especificos.

El solapamiento entre el epitopo y el bucle de unién a FIXa (5 residuos comunes que abarcan Glu18“-Tyr1815) puede
explicar la accién inhibidora de los anticuerpos anti-(Arg1797-Tyr1815) correspondientes sobre la formacion del coagulo
de fribina.

Analisis de los resultados

En las pruebas de coagulacion, se registré una inhibicién significativa de la actividad de FVIII en presencia de
anticuerpos anti-(Cys329-Asp348) y anti-(Ar91653—Tyr1664) de conejo, pero se observaron diferentes patrones de
inhibicion. La inhibicién por anti-gArg1653-Tyr 664) sigue la cinética de segundo orden con una reduccion drastica en la
actividad de FVIII. Ig anti-(Cys**°-Asp®*®) es menos eficaz y muestra un tipo de reaccion mas complejo, con una
dependencia no lineal de la concentracién de anticuerpo. El epitopo Arg'®%-Tyr'®* y el sitio de union principal
adyacente VWF (residuos Glu1675-GIu1684) estan ubicados en el péptido de cadena ligera acido a3. Tal como se
muestra mediante inmunotransferencia de tipo Western, a3 se libera del dominio A3 tras el tratamiento con trombina,
impidiendo la unién adicional de Ig anti-(Arg1652-Tyr1664) a FVIII activado. Se han notificado resultados similares por
Shima et al. (1991), que describen la secuencia de FVIII Asp1663-Ser1669 como un sitio de unién de anticuerpos
policlonales de conejo que neutralizan la actividad de FVIII. El epitopo Cys329-Asp348 se solapaba con la secuencia
As.p348-Lys362 acida (en a1) descrita como adyacente a la proteina C activada (Arg336 y sitios de escision de
trombina (Arg*’?). Es la diana de inhibidores hemofilicos humanos. Anticuerpos anti-(Asp>*®-Lys®*?) pueden interferir
con la protedlisis o con el sitio de interaccion FX (Me337-Ar372) (Saenko et al., 1999 y Scandella et al., 2000).

Se midi6 la actividad neutralizante de FVIIl en las 13 preparaciones de Ig. Siete preparaciones de Ig mostraron
. TR . . - e . . L 711 725
inhibicion de la actividad procoagulante, siendo estas especificas Eara los residuos de aminoacido Cys’' '-Asp'*>,
Tyr1681-Arg1696 y Arg1797-Tyr1815 respectivamente. La secuencia ¢ s’ 1-Asp725 contiene tirosinas sulfatadas en Tyrm,
Tyr719 y Tyrm, y se solapa con la region HC de FVIII Lysm-Arg7 0 que se describe que promueve tanto la activaciéon
como la protedlisis de HC. Pueden requerirse grupos sulfatados adicionales para la interaccion apropiada con
trombina u otro componente como en el complejo de activacion de FX. La secuencia también se solapa con la regién

Gly"'-Ser™, reconocida por un anticuerpo monoclonal de raton débilmente inhibidor. El péptido P8 (Tyr'®®"-Arg™®%)
-Ar

:

(LC de FVIII) incluye la secuencia Glu'®

ya descrita por Shima et al., 1991. Contiene el sitio de activacion
de trombina Arg'®-Ser'®®. P4 (cys’""-Asp™

también se incluye en la secuencia Asp’'?-Ala’*® detectada mediante
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el andlisis del repertorio de anticuerpos del paciente mediante tecnologia de presentacion en fago de %enes. Se
propone como un posible inhibidor adicional en pacientes (van den Brink et al., 2000). El péptido P9 (Arg1 7-Tyr1815)
contiene el sitio de unién de FXa (véase a continuacion).

De las 16 inmunoglobulinas anti-péptido de FVIII purificadas a partir de seres humanos o producidas en conejos, 7
neutralizaron la actividad de FVIII en las condiciones de prueba. Usando pequefias secuencias de péptido y ensayos
de inmunounién, se han proporcionado Eruebas de nuevos epito{Pos adicionales. Se han ubicado nuevos epitopos
en el dominio A1 (residuos ser'®-Cys'), el dominio A2 (Cys*“-Lys*®) y el dominio B (Ser®'’-Ser®® y Glu'""%-
Pro ™).

Se han notificado autoanticuerpos inmunopurificados con FVIII desnaturalizado en sujetos sanos y en conjuntos de
inmunoglobulinas humanas normales (fraccion procesada Il, véase anteriormente) (Algiman et al., 1992 y Moreau et
al., 2000). Se sugiri6 un posible papel en el aclaramiento de FVIII desnaturalizado o sus fragmentos del torrente
sanguineo y/o en la inmunotolerancia.

La identificacion de los epitopos de FVIII es un desafio importante que cumplir con el fin de mejorar el tratamiento
con FVIII y la calidad de los concentrados de FVIII terapéuticos. Las secuencias de epitopos de FVIII ayudan a
determinar la contribucion de Ig anti-FVIII policlonales del paciente para superar la actividad inhibidora y reguladora.
También podrian usarse para monitorizar el cambio habitual en la especificidad anti-FVIII en un paciente durante el
tratamiento. Dicha caracterizacion de los epitopos de FVIII y un modelo de sus ubicaciones en la molécula plegada
mejora el tratamiento de inhibidores en pacientes tanto hemofilicos como no hemofilicos (deteccién, seguimiento,
uso terapéutico de péptidos de epitopos de FVIII...).

Tabla 1 Caracterizacion de los anticuerpos anti-péptidos de FVIII de conejo

SEQID(a) | Antisuero Titulo de ELISA (c) Dominio de FVIII Recuperacion Titulo de
de conejo reconocido (d) de RAP-IgG (e) inhibidor (f)
(b) pg/ml de suero BU/mg
P-KLH r-FVIII

SEQID 11 RAP1 2,5 2,2 A1 27 -
SEQID 14 RAP2 3,6 2,5 A1l/al 55 1,5
SEQID 15 RAP3 2,5 3,2 A2 268 -
SEQID 19 RAP4 2,5 1,3 A2/a2 12 -
SEQ ID 21 RAP5 4,6 3,9 B 106 -
SEQC RAP6 3,8 2,9 - 14 -
SEQ D 01 RAP7 39 39 a3l 35 0,5
SEQ ID 02 RAPS8 1,9 0,9 a3/A3 | 3 -
SEQ ID 05 RAP9 3,8 2,6 A3 42 -
SEQ ID 23 RAP10 3,9 0,8 - 65 -
SEQ ID 22 RAP11 ND ND ND ND ND
SEQ ID 26 RAP12 4.1 1,1 C2 ND ND
SEQID 27 RAP13 3,7 1,1 C2 ND ND
SEQID 28 RAP14 3,8 0,9 C2 ND ND
SEQID 31 RAP15 3,2 0,7 C2 ND ND
SEQ ID 32 RAP16 3,5 1,8 Cc2 ND ND
SEQ ID 33 RAP17 4,8 1,2 Cc2 ND ND
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Tabla 2 Caracterizacion de autoanticuerpos anti-péptidos de FVIIl humanos

SEQ ID (a) g Reactividad de FVIIl en Dominio de Recuperacion Actividad
antipéptido | la inmunotransferencia FVIII (e) de HAP-IgG (f) inhibidora de
humana (b) (-trombina) (c) ng/10 mg de IgG FVIII (g)
(+trombina) (d) BU/mg
SEQID 11 HAP1 >92 kDa 50 kDa A1 0,27 -
SEQID 14 HAP2 >92 kDa 50 kDa Al/a1 1,07 3,4
SEQID 15 HAP3 >92 kDa 44 kDa A2 0,06 -
SEQID 19 HAP4 92 kDa 44 kDa A2/a2 0,12 +
SEQ ID 21 HAP5 >100 kDa - B 0,26 -
SEQC HAPG6 - - - 0,03 -
SEQ ID 01 HAP7 80 kDa 80 kDa a3l 0,20 -
SEQ ID 02 HAPS8 80 kDa 80 kDa a3/A3 0,01 +
SEQ ID 05 HAP9 80 kDa 72 kDa A3 0,08 +
SEQ ID 23 HAP10 - - - 0,11 -
SEQ ID 22 HAP11 ND ND ND 0,98 4,3
SEQ ID 26 HAP12 ND ND ND ND ND
SEQID 27 HAP13 ND ND ND ND ND
SEQ D 28 HAP14 ND ND ND ND ND
SEQ ID 31 HAP15 ND ND ND ND ND
SEQ ID 32 HAP16 80 kDa 72 kDa A3C1C2 2,40 6,3
SEQID 33 HAP17 ND ND ND 1,06 24
+: Inhibicién > 25% a 100 pg/ml
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Departement central de fractionnement de la Croix-Rouge S.C.R.L.
Laub, Ruth
Di Gianbattista, Mario

<120> EPITOPOS ANTIGENICOS DEL FACTOR VIiI, INHIBIDORES DIRIGIDOS CONTRA DICHOS EPITOPOS Y
USO DE LOS MISMOS

<130> P.CDFR.02B/WO.Ext
<160> 33

<170> PatentIn version 3.1
<210> 1

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Arg Asp Ile Thr Arg Thr Thr Leu Gln Ser Asp Gln Glu Glu Ile Asp
1 5 10 15

Tyr

<210> 2

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Asp Glu Asp Glu Asn Gln Ser Pro Arg Ser Phe Gln Lys Lys Thr Arg
1 5 i0 15

<210>3

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

Thr Asp Gly Ser Phe Thr Gln Pro Leu Tyr
1 5 .10

<210> 4
<211>9
<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400> 4

Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr Sexr Phe
1 5

<210>5

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5
Glu Asp Gln Arg Gln Gly Ala Glu Pro Arg Lys Asn Phe Val Lys Pro
1 5 10 15
Asn Glu Thr Lys Thr Tyr
20
<210>6
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6
Met Ala Pro Thr Lys Asp Glu Phe Asp
1 5

<210>7

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7
Glu Thr Lys Ser Trp Tvr Phe
1 5

<210> 8

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8
Glu Thr Lys Ser Trp Phe Thr Glu Asn Met Glu Arg Asn Cys Arg Ala
1 5 10 15
<210>9
<211>9
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9
Asp Pro Thr Phe Lys Glu Asn Tyr Arg
1 5 .

<210> 10

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10
Ser Asn Lys Cys Gln Thr Pro Leu Gly Met Ala Ser Gly His
1 5 10

<210> 11

<211> 21

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11
Ala Ser Glu Gly Ala Glu Tyr Asp Asp Gln Thr Ser Gln Arg Glu Lys
1 5 i0 15
Glu Asp Asp Lys Val
20
<210> 12
<211>12
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12
Glu Gly Ser Leu Ala Lys Glu Lys Thr Gln Thr Leu
1 5 10

<210> 13

<211> 25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13
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Asp Glu Gly Lys Ser Trp His Ser Glu Thr Lys Asn Ser Leu Met Gln
1 5 10 - 15

Asp Arg Asp Ala Ala Ser Ala Arg Al_a
20 25
<210> 14
<211>29
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14
Asp Ser Cys Pro Glu Glu Pro Gln Leu Arg Met Lys Asn Asn Glu Glu
1 5 10 15
Ala Glu Asp Tyr Asp Asp Asp Leu Thr Asp Ser Glu Met
20 25
<210> 15
<211> 23
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15
Asp Asp Arg Ser Tyr Lys Ser Gln Tyr Leu Asn Asn Gly Pro Gln Arg
1. S 10 15
Ile Gly Arg Lys Tyr Lys Lys
20
<210> 16
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16
Val Glu Asp Gly Pro Thr Lys Ser Asp Pro Arg
1 5 10
<210> 17
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17
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Tyr Lys Glu Ser vVal Asp Gly Arg Gly Asn Gln
1 5 10

<210> 18
<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18
His Asn Ser Asp Phe Arg Asn Arg Gly
1 5

<210> 19

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19
Ser Cys Asp Lys Asn Thr Gly Asp Tyr Tyr Gly Asp Ser Tyr Glu Asp
1 5 10 15
<210> 20
<211> 12
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20
Leu Leu Ser Lys Asn Asn Ala Ile Glu Pro Arg Ser
1 5 10

<210> 21

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21
Ser Asp Asp Pro Ser Gly Ala Ile Asp Ser Asn Asn Ser
1 5 10

<210> 22

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22
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Ile His Gly Ile Lys Thr Gln Gly Ala Arg Gln Lys Phe Ser Ser

1 5 10

<210> 23
<211>17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23
Tyr Ser Leu Asp Gly Lys Lys Trp Gln Thr Tyr Arg Gly Asn Ser Thr
1 -5 10 15
Gly

<210> 24

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24
Asn Val Asp Ser Ser Gly Ile Lys His Asn
1 5 10
<210> 25
<211> 12
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25
His Pro Thr His Tyr Ser Ile Arg Ser Thr Leu Arg
1 5 10

<210> 26

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26
Ser Lys Ala Ile Ser Asp Ala Gln Ile Thr Ala Ser Ser Tyr Phe Thr
1 5 10 15
Asn

<210> 27

<211>19

19
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27
Ser Pro Ser Lys Ala Arg Leu His Leu Gln Gly Arg Ser Asn Ala Trp
1 ‘ 5 10 15
Arg Pro Gln

<210> 28

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28
Gln Lys Thr Met Lys Val Thr Gly Val Thr Thr Gln Gly Val Lys Ser
1 5 10 15
Leu

<210> 29

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29
Gly Val Thr Thr Gln Gly Val Lys Ser Leu
1 5 10
<210> 30
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30
Ile Ser Ser Ser Gln Asp Gly His Gln
1 5

<210> 31

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31
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Leu Phe Phe Gln Asn Gly Lys Val Lys Val Phe Gln Gly Asn Gln Asp
1 5 10 15

Ser

<210> 32
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32
Pro Val Val Asn Ser Leu Asp Pro Pro Leu Leu Thr Arg Tyr
1 5 10

<210> 33

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33

Glu Val Leu Gly Cys Glu Ala Gln Asp Leu Tyr
1 5 10
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REIVINDICACIONES

Epitopo antigénico de la secuencia de polipéptido de FVIII comprendida entre isoleucina 2262 y glutamina
2270 inclusive, definida por la siguiente secuencia:

SEQ ID No: 30:
lle Ser Ser Ser GIn Asp Gly His GIn
1 5

Conjunto de epitopos antigénicos de la secuencia de polipéptido del factor VIII que comprende el epitopo
antigénico del factor VIl segun la reivindicacion 1 y uno o mas epitopos antigénicos del factor VI
seleccionados del grupo que consiste en:

- el epitopo arginina 1648 a tirosina 1664 inclusive, definido por la siguiente secuencia:

SEQ ID No:1:
Arg Asp lle Thr Arg Thr Thr Leu Gin Ser Asp GIn Glu Glu lle Asp Tyr
1 5 10 15

posiblemente con delecion de uno o mas aminoacidos del tetrapéptido Arg-Asp-lle-Thr o uno o dos de los
ultimos aminoacidos del péptido Asp-Tyr

- el epitopo acido aspartico 1681 a arginina 1696 inclusive, definido por la siguiente secuencia:

SEQID No: 2:
Asp Glu Asp Glu Asn GIn Ser Pro Arg Ser Phe Gin Lys Lys Thr Arg
1 5 10 15

posiblemente con delecion de uno o mas aminoéacidos del epitopo Asp-Glu-Asp-Glu

- el epitopo treonina 1739 a tirosina 1748 inclusive, definido por la siguiente secuencia:

SEQ ID No: 3:
Thr Asp Gly Ser Phe Thr Gin Pro Leu Tyr
1 5 10

- el epitopo asparagina 1777 a fenilalanina 1785 inclusive, definido por la siguiente secuencia:

SEQ ID No: 4:
Asn GIn Ala Ser Arg Pro Tyr Ser Phe
1 5

posiblemente con delecién de uno o dos aminoacidos del dipéptido terminal Ser-Phe o el tetrapéptido Pro-
Tyr-Ser-Phe

- el epitopo acido glutamico 1794 a tirosina1815 inclusive, definido por SEQ ID No: 5:

Glu Asp GIn Arg GIn Gly Ala Glu Pro Arg Lys Asn Phe Val Lys Pro

1 5 10 15
Asn Giu Thr Lys Thr Tyr
20

posiblemente con delecién de uno o mas aminoacidos del primer tripéptido Glu-Asp-GIn o el primer
nonapéptido Glu-Asp-GIn-Arg-GIn-Gly-Ala-Glu-Pro
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- el epitopo metionina 1823 a acido aspartico 1831, definido por la siguiente secuencia:

SEQID No : 6:
Met Ala Pro Thr Lys Asp Glu Phe Asp
1 5

- el epitopo acido glutamico 1885 a fenilalanina 1891 inclusive, definido por la siguiente secuencia:

SEQ ID No: 7:
Glu Thr Lys Ser Trp Tyr Phe
1 5

- el epitopo acido glutamico 1885 a alanina 1901 inclusive, definido por la siguiente secuencia:

SEQID No: 8:
Glu Thr Lys Ser Trp Phe Thr Glu Asn Met. Glu Arg Asn Cys Arg Ala
1 5 10 15

posiblemente con delecidon de uno o mas aminoacidos del heptapéptido Gly-Thr-Lys-Ser-Trp-Phe-Thr o del

tripéptido Cys-Arg-Ala

- el epitopo acido aspartico 1909 a arginina 1917 inclusive, definido por la siguiente secuencia:

SEQ ID No: 9:
Asp Pro Thr Phe Lys Glu Asn Tyr Arg
1 5

- el epitopo comprendido entre serina 2018 e histidina 2031 inclusive, definido por la siguiente secuencia:

SEQID No: 10:
Ser Asn Lys Cys GIn Thr Pro Leu Gly Met Ala Ser Gly His
1 5 10

- el epitopo alanina 108 a valina 128 inclusive, definido por la siguiente secuencia:

SEQID No: 11:
Ala Ser Glu Gly Ala Glu Tyr Asp Asp GIn Thr Ser Gin Arg Glu Lys

1 5 10 15
Glu Asp Asp Lys Val
20

posiblemente con delecién de los amino&cidos terminales alanina y/o valina

- el epitopo &cido glutamico181 a leucina 192 inclusive, definido por la siguiente secuencia:

SEQIDNo:12:
Glu Gly Ser Leu Ala Lys Glu Lys Thr GIn Thr Leu
1 5

posiblemente con delecion de uno o dos aminoacidos del dipéptido terminal Thr-Leu

- el epitopo acido aspartico 203 a alanina 227 inclusive, definido por la siguiente secuencia:
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SEQIDNo:13:
Asp Glu Gly Lys Ser Trp His Ser Glu Thr Lys Asn Ser Leu Met GIn
1 5 10 15
Asp Arg Asp Ala Ala Ser Ala Arg Ala
20

posiblemente con delecion de uno o mas aminoacidos del nonapéptido Asp-Arg-Asp-Ala-Ala-Ser-Ala-Arg-
Ala

- el epitopo acido aspartico 327 a metionina 355 inclusive, definido por la siguiente secuencia:

SEQID No:14:

Asp Ser Cys Pro Glu Glu Pro GIn Leu Arg Met Lys Asn Asn Glu Glu
1 5 10 15
Ala Glu Asp Tyr Asp Asp Asp Leu Thr Asp Ser Glu Met

5 20 25

posiblemente con delecion de uno o mas aminoacidos del dipéptido Asp-Ser o el octapéptido Asp-Asp-Leu-
Thr-Asp-Ser-Glu-Met

- el epitopo acido aspartico 403 a lisina 425 inclusive, definido por la siguiente secuencia:
SEQID No: 15:

Asp Asp Arg Ser Tyr Lys Ser GIn Tyr Leu Asn Asn Gly Pro Gin Arg
1 5 10 15

lle Gly Arg Lys Tyr Lys Lys
20
10 posiblemente con delecidon de uno o mas aminoacidos del tetrapéptido Asp-Asp-Arg-Ser

- el epitopo valina 517 a arginina 527 inclusive, definido por la siguiente secuencia:

SEQ ID No: 16 :
Val Glu Asp Gly Pro Thr Lys Ser Asp Pro Arg
1 5 10

posiblemente con delecion de uno o los dos aminoacidos del dipéptido Pro-Arg
- el epitopo tirosina 555 a glutamina 565 inclusive definido por la siguiente secuencia:
SEQID No: 17 :

Tyr Lys Glu Ser Val Asp Gly Arg Gly Asn GIn

15 1 5 10

- el epitopo histidina 693 a glicina 701 inclusive, definido por la siguiente secuencia:

SEQ ID No: 18
His Asn Ser Asp Phe Arg Asn Arg Gly
1 5

- el epitopo serina 710 a acido aspartico 725 inclusive, definido por la siguiente secuencia:
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SEQID No: 19
Ser Cys Asp Lys Asn Thr Gly Asp Tyr Tyr Gly Asp Ser Tyr Glu Asp
1 5 10 15

- el epitopo leucina 730 a serina 741 inclusive, definido por la siguiente secuencia:

SEQ D No: 20 :
Leu Leu Ser Lys Asn Asn Ala lle Glu Pro Arg Ser
1 5 10

posiblemente con delecion del aminoacido terminal serina y/o el primer aminoacido leucina
5 - el epitopo serina 817 a serina 830 inclusive, definido por la siguiente secuencia:

SEQID No: 21:
Ser Asp Asp Pro Ser Gly Ala lle Asp Ser Asn Asn Ser
1 5 10

- el epitopo isoleucina 2081 a serina 2095 inclusive, definido por la siguiente secuencia

SEQ ID No: 22:
lle His Gly lle Lys Thr GIn Gly Ala Arg GIn Lys Phe Ser Ser
1 5 10 15

posiblemente con delecidon de uno o mas aminoacidos del tetrapéptido lle-His-Gly-ile

10 - el epitopo tirosina 2105 a glicina 2121 inclusive, definido por la siguiente secuencia:

SEQID No: 23:

Tyr Ser Leu Asp Gly Lys Lys Trp GIn Thr Tyr Arg Gly Asn Ser Thr
1 5 10 15
Gly

posiblemente con delecién de uno o mas aminoacidos del tripéptido Tyr-Ser-Leu

- el epitopo acido asparagina 2128 a acido asparagina 2138 inclusive, definido por la siguiente secuencia:

SEQ ID No : 24:
Asn Val Asp Ser Ser Gly lle Lys His Asn
15 1 5 10

- el epitopo histidina 2152 a arginina 2163 inclusive, definido por la siguiente secuencia:

SEQ ID No: 25:
His Pro Thr His Tyr Ser lle Arg Ser Thr Leu Arg
1 5 10

- el epitopo serina 2181 a asparagina 2198 inclusive, definido por la siguiente secuencia:

SEQID No : 26:
Ser Lys Ala lle Ser Asp Ala Gin lle Thr Ala Ser Ser Tyr Phe Thr Asn
1 5 10 15

20 posiblemente con delecidon de uno o mas aminoacidos del tripéptido terminal Phe-Thr-Asn(P11)
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- el epitopo serina 2204 a glutamina 2222 inclusive, definido por la siguiente secuencia:

SEQ ID No: 27:

Ser Pro Ser Lys Ala Arg Leu His Leu GIn Gly Arg Ser Asn Ala Trp
1 5 10 15
Arg ProGIn

- el epitopo glutamina 2235 a leucina 2251 inclusive, definido por la siguiente secuencia:

SEQID No: 28 :
Gin Lys Thr Met Lys Val Thr Gly Val Thr Thr Gin Gly Val Lys Ser Leu
1 5 10 15

posiblemente con delecion de uno o dos aminoacidos del dipéptido terminal Ser-Leu o uno o mas
aminoacidos del tetrapéptido Val-Lys-Ser-Leu

- el epitopo glicina 2242 a leucina 2251 inclusive, definido por la siguiente secuencia:

SEQ ID No: 29 :
Gly Val Thr Thr Gin Gly Val Lys Ser Leu
1 5 10

posiblemente con delecion de uno o dos aminogcidos del dipéptido terminal Ser-Leu

- el epitopo leucina 2273 a serina 2289 inclusive, definido por la siguiente secuencia:

SEQ ID No: 31 :

Leu Phe Phe GIn Asn Gly Lys Val Lys Val Phe GIn Gly Asn Gin Asp
1 5 10 15

Ser

- el epitopo prolina 2292 a tirosina 2305 inclusive, definido por la siguiente secuencia:

SEQ ID No: 32:
Pro Val Val Asn Ser Leu Asp Pro Pro Leu Leu Thr Arg Tyr
1 5 10

posiblemente con delecidon de uno o mas aminoécidos del tripéptido terminal Thr-Arg-Tyr

- el epitopo acido glutamico 2322 a tirosina 2332 inclusive, definido por la siguiente secuencia:

SEQ ID No: 33:
Glu Val Leu Gly Cys Glu Ala GIn Asp Leu Tyr
1 5 10

Epitopo conformacional que contiene al menos el epitopo segun la reivindicacién 1 y uno o mas epitopos
seleccionados del conjunto de epitopos de la reivindicacién 2.

Factor VIII recombinante que tiene una secuencia de aminoacidos en la que el epitopo antigénico segun la
reivindicacion 1 y posiblemente uno o mas epitopos adicionales seleccionados del conjunto de epitopos de
la reivindicacion 2 se deleciona(n).

Complejo que comprende una proteina portadora o un péptido portador unido a un epitopo segun la
reivindicacion 1 6 3.

Inhibidor de una secuencia de polipéptidos del factor VIl que se une al epitopo de la reivindicacion 1 y
posiblemente también al conjunto de epitopos de la reivindicacion 2, o al epitopo conformacional de la
reivindicacion 3.
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Inhibidor segun la reivindicacion 6, que es un anticuerpo o fragmento de anticuerpo anti-factor VIII.
Anti-inhibidor, que se dirige contra el inhibidor del factor VIII segun la reivindicacion 6 6 7.

Anti-inhibidor segun la reivindicacion 8, que es un anticuerpo o fragmento de anticuerpo anti-idiotipo-anti-
factor VIILI.

Composicion farmacéutica, que comprende un portador farmacéutico adecuado y al menos un elemento
seleccionado del grupo que consiste en el epitopo antigénico, el conjunto de epitopos, el complejo, el factor
VIl recombinante, el inhibidor y/o el anti-inhibidor segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1
ag.

Dispositivo de purificacion y/o de diagnéstico, que comprende al menos un elemento que se selecciona del
grupo que consiste en la secuencia de epitopo, las secuencias del conjunto de epitopos, el complejo, el
inhibidor y/o el anti-inhibidor segin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1 a 9.

Dispositivo segun la reivindicacion 11, que es un kit de diagndstico.
Dispositivo segun la reivindicacion 11, que es un filtro o una columna de cromatografia.

Uso de la composicion farmacéutica segun la reivindicacion 10 para la fabricacion de un medicamento en el
tratamiento y/o la prevencion de hemofilia en un mamifero inducida por inhibidores de secuencia de
polipéptido del factor VIII.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacién 10, para su uso en el tratamiento y/o la prevenciéon de
hemofilia en un mamifero inducida por los inhibidores de secuencia de polipéptido del factor VIII.

Método in vitro para el tratamiento de un fluido fisiolégico (suero), obtenido de un paciente mamifero
(incluyendo un ser humano), en el que dicho fluido fisiolégico se pone dentro de la columna de
cromatografia segun la reivindicacion 13 con el fin de permitir una unién de los inhibidores de secuencia de
polipéptido del factor VIII presentes en dicho fluido fisiolégico con el epitopo, conjunto o complejo
comprendido en dicha columna de cromatografia en el que tras la elucion de la columna se recupera un
fluido fisioldgico sin inhibidores de secuencia de polipéptido del factor VIII.

Procedimiento para identificar y obtener inhibidores y/o anti-inhibidores segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores 6 a 9, que comprende las etapas de:

- seleccionar un elemento del grupo que consiste en el epitopo, el conjunto de epitopos y/o el complejo
segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1 a 5, unido a un soporte solido (preferiblemente un
soporte solido de una columna de cromatografia),

- hacer pasar un fluido fisiolégico (suero) obtenido de un paciente que contiene inhibidores de secuencia de
polipéptido del factor VIII a través de dicha columna de cromatografia,

- eluir dicha columna, y

- recoger las fracciones que contienen inhibidores de secuencia de polipéptido del factor VIl que han
mostrado una inmunoafinidad con dicho elemento.

Procedimiento segun la reivindicacion 16, que comprende ademas las etapas de:

- unir los inhibidores recogidos del factor VIl sobre un soporte sélido (preferiblemente un soporte solido de
una columna de cromatografia),

- hacer pasar un fluido fisiolégico de un paciente mamifero que contiene anti-inhibidores del factor VI
sobre dicho soporte sdlido,

- lavar el soporte, preferiblemente eluyendo dicha columna, y

- recoger las fracciones que contienen anti-inhibidores del factor VIII que han mostrado una inmunoafinidad
con dichos inhibidores del factor VIII.

Uso del dispositivo segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 6 13, para purificar FVIII.
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