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DESCRIPCION
Péptidos de FVIIl y su uso en la induccion de tolerancia en pacientes hemofilicos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un péptido. En particular, se refiere a péptidos que pueden derivarse del factor VIII
(FVII). Los péptidos pueden usarse para reducir o prevenir la formacion de anticuerpos inhibidores contra el factor
VIII, por ejemplo en el tratamiento de hemofilia A y hemofilia adquirida.

Antecedentes de la invencion
Hemofilia

La hemofilia pertenece a un grupo de trastornos sanguineos hereditarios que incluye hemofilia A, hemofilia B
(enfermedad de Christmas) y enfermedad de Von Willebrand.

En la hemofilia, la capacidad de la sangre para coagularse se ve gravemente reducida debido a que falta parcial o
completamente un factor de coagulacion esencial, dando como resultado un aumento del tiempo de hemorragia. La
hemofilia A es una deficiencia del factor de coagulacion VIII, mientras que la hemofilia B es una deficiencia del factor
de coagulacién IX. En ambas enfermedades, el gen defectuoso se encuentra en el cromosoma X, de modo que los
estados estan ligados al cromosoma X. La hemofilia A es cinco veces més comun que la hemofilia B.

La hemofilia es un estado genético hereditario que dura toda la vida, que afecta a mujeres como portadoras y a
hombres que heredan el estado. Aproximadamente una tercera parte de los nuevos diagnésticos son en casos en
los que no hay una historia familiar previa. Aparece en todo el mundo y se produce en todos los grupos raciales.
Aproximadamente 6.000 personas estan afectadas con hemofilia en el R.U.

Los pacientes hemofilicos presentan hemorragia durante un periodo prolongado tras una lesion. Las lesiones
externas tales como cortes y rasguios no plantean habitualmente problemas graves: a menudo es posible detener la
hemorragia aplicando cierto grado de presién y cubriendo la zona afectada (por ejemplo, con un apésito).

El principal problema es la hemorragia interna en articulaciones, musculos y tejidos blandos, que puede producirse
espontaneamente. La hemorragia interna, tales como hemorragias en el cerebro, es muy dificil de manejar y puede
ser mortal. La hemorragia repetida en las articulaciones produce dolor agudo y puede producir artritis y/o dafo
articular a largo plazo que conduce a incapacidad.

El tratamiento para la hemofilia es habitualmente mediante sustitucién del factor de coagulacion que falta. En
hemofilia leve 0 moderada, pueden administrarse inyecciones en el momento en que se produce una hemorragia
(terapia a demanda). Sin embargo, en hemofilia grave, se administran inyecciones profilacticas regulares para
ayudar a que se coagule la sangre y minimizar la probabilidad de dafio articular a largo plazo.

Una complicacion potencialmente grave de la terapia de sustitucién de factores de coagulacion para la hemofilia A
es el desarrollo de anticuerpos que neutralizan la funcién procoagulante del factor VIII. Los inhibidores del factor VI
se producen en aproximadamente el 25% de los pacientes con hemofilia A grave. Puesto que los pacientes con
hemofilia A congénita pueden ser genéticamente deficientes en FVIII, la sintesis de inhibidores es una respuesta
aloinmunitaria frente a la proteina foranea administrada para prevenir o tratar episodios hemorragicos.

Las células T CD4+ desempefian un papel fundamental en la respuesta inmunitaria frente a FVIII. Tras captarse por
células presentadoras de antigeno (CPA), FVIII experimenta degradacién proteolitica para dar fragmentos peptidicos
(Reding et al (2006) Haemophilia 12(sup. 6) 30-36). Estos péptidos se presentan entonces en la superficie de la CPA
en asociacion con moléculas de CMH de clase Il. Este complejo lo reconoce entonces el receptor de células T de
una célula CD4+ especifica para FVIII. En presencia de las sefiales coestimuladoras apropiadas, este
reconocimiento provoca en Ultima instancia que la célula CD4+ dirija la sintesis de anticuerpos por células B. El
documento WO 02/060917 proporciona un método terapéutico que comprende la administracion de al menos un
péptido epitépico que comprende una secuencia de epitopo universal y/o inmunodominante de una parte
(fragmento) del factor VIII a un mamifero que necesita tal tratamiento.

La incidencia de formacion de inhibidores aumenta inicialmente con el nimero de tratamientos con factor VIII, pero
parece alcanzar una meseta tras 50-100 dias de exposicién. La formacion de inhibidores es mucho mas comun en
hemofilia grave que en la enfermedad moderada o leve y algunos defectos moleculares, lo méas claramente grandes
deleciones y mutaciones sin sentido en la cadena ligera del factor VI, parecen predisponer a la formacion de
inhibidores. Parametros tales como la concentracion, el tipo (purificado o recombinante) del factor de sustitucion, y el
historial de tratamientos también pueden afectar a la probabilidad de produccién de anticuerpos.

El manejo de pacientes con hemofilia con inhibidores es un reto continuo. La induccién de tolerancia inmunitaria (IT1)
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usando una técnica de desensibilizacion es satisfactoria en algunos pacientes con aloanticuerpos contra el factor
VIII. Este enfoque terapéutico requiere la exposicion continua a la terapia de sustitucién de factor, de modo que es
una estrategia a largo plazo.

Aunque la ITI puede ser satisfactoria, una proporcién significativa (aproximadamente el 30%) de los pacientes no
responde a la ITl. Es mucho menos probable que los pacientes con altos titulos de inhibidor respondan al
tratamiento. Otro factor contribuyente significativo es la edad al inicio cuando se comienza la ITl, con tasas de éxito
enormemente disminuidas cuando el paciente tiene mas de 20 afios (Hay et al (2005) Seminars in Thrombosis and
Hemostasis 32:15-21).

Cuando la terapia con ITI es insatisfactoria, el inhibidor persiste generalmente durante toda la vida, y debido a que
tales pacientes son habitualmente pacientes de alta respuesta, es necesario tratar episodios de hemorragia con
productos de desvio de FVIII, tales como concentrados de complejo de protrombina activada (FEIBA™) y FVII
activado recombinante. Sin embargo, el uso de tales agentes esta asociado con acontecimientos adversos tales
como coagulacién intravascular diseminada, infarto agudo de miocardio, émbolo pulmonar y trombosis (Acharya y
DiMichele (2006) Best Practice & Research Clinical Haematology 19:51-66).

A veces se usa la terapia inmunosupresora para pacientes que no responden a ITl. El tratamiento incluye la
administracion de farmacos inmunosupresores tales como ciclofosfamida, prednisona, azatioprina y ciclosporina que
seleccionan como diana de manera inespecifica el sistema inmunitario. Estos tratamientos pueden tener efectos
secundarios asociados con la inmunosupresion general.

Existe un interés renovado en la reduccion selectiva de células B usando Rituximab™, un anticuerpo monoclonal
humanizado frente al antigeno CD20 de células B. Sin embargo, se han producido reacciones a la infusion,
enfermedad del suero e infecciones oportunistas en algunos nifios tratados con este farmaco (DiMichele (2007) J
Thromb Haemost 5:143-50).

Hemofilia adquirida

La hemofilia adquirida es un raro estado autoinmunitario que afecta a entre 1 y 4 personas por millén. En este
estado, los sujetos que no han nacido con hemofilia desarrollan anticuerpos contra uno de los factores de
coagulacién tales como el factor VIIl. Se cree que el embarazo y enfermedades autoinmunitarias tales como artritis
reumatoide y cancer pueden aumentar el riesgo de desarrollar hemofilia adquirida. Aunque existen diferencias en los
mecanismos inmunitarios subyacentes que conducen a su produccién, las manifestaciones clinicas de los
inhibidores de FVIII producidos en respuesta a la terapia de sustitucion de factores de coagulacion y los producidos
en hemofilia adquirida son similares.

Los pacientes con hemofilia adquirida tienen una tasa de mortalidad que se aproxima al 25%, debido en parte a la
asociacion de inhibidores adquiridos con complicaciones de hemorragia graves. La terapia de inhibidores de
autoanticuerpos adquiridos se basa principalmente en la necesidad de controlar o prevenir las complicaciones
hemorragicas agudas, que con frecuencia son potencialmente mortales y que ponen en peligro una extremidad y de
manera secundaria erradicar el autoanticuerpo para restablecer la coagulacién normal.

Algunas hemorragias asociadas con inhibidores de autoanticuerpo de bajo titulo (< 5 unidades Bethesda) pueden
tratarse eficazmente con concentrados de FVIII administrados a altas dosis. El concentrado de FVIII porcino se
considerd anteriormente como una terapia de primera linea critica para la hemorragia relacionada con hemofilia
adquirida puesto que era la Unica terapia de sustitucion que proporcionaba una oportunidad para medir realmente
los niveles de actividad de coagulacion de FVIII tras la infusion en el laboratorio. Se retir6 el producto del mercado
en 2004 debido a contaminacion de los bancos de plasma porcino por parvovirus porcino. En la actualidad, los
agentes de “desvio” son los usados mas comunmente, pero existen posibles riesgos de trombogenicidad y sé6lo
existe una eficacia de aproximadamente el 80% para cada producto. El intercambio de plasma mediante
plasmaféresis e inmunoadsorcion extracorpérea puede ser necesario para reducir temporalmente el titulo de
inhibidor lo suficiente como para que los agentes de desvio o la sustitucion de FVIII proporcionen una hemostasia
adecuada.

La erradicacion de los inhibidores de autoanticuerpo depende de medidas inmunosupresoras, tales como: (1)
administracion de corticosteroides con una eficacia del 30%-50% en 3-6 semanas; (2) el uso de agentes
quimioterapicos citotoxicos y mielosupresores, por ejemplo, ciclofosfamida, ciclosporina, 2-clorodesoxiadenosina; (3)
inmunomodulacién con inmunoglobulina por via intravenosa; y (4) reduccion selectiva de linfocitos B con rituximab.
Los pacientes que responden a Rituximab™ pueden requerir el uso concurrente de esteroides y las recaidas pueden
responder al nuevo tratamiento.

Por tanto, todos los métodos disponibles actualmente para reducir la produccién de aloanticuerpos asociada con el
tratamiento de la hemofilia A, y la produccion de autoanticuerpos en la hemofilia adquirida, tienen inconvenientes.
Por tanto, existe la necesidad de métodos mejorados para abordar el asunto de los anticuerpos anti-FVIIl en
hemofilia A y hemofilia adquirida.
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Los presentes inventores han encontrado que es posible prevenir la formaciéon de anticuerpos inhibidores contra
FVIII mediante la induccién previa de tolerancia en el paciente con péptidos derivados de FVIII.

Sumario de aspectos de la invencion

Por tanto, la presente invencion se refiere a un péptido que puede derivarse de FVIII que puede inducir o restablecer
la tolerancia a FVIII.

Los presentes inventores han identificado varias regiones inmunodominantes de FVIII que se predice que dan lugar
a péptidos de uniéon a HLA-DR2 (tabla 1). De estos péptidos, se considera que las regiones 545-559 y 1788-1803 del
factor VIl representan las regiones de epitopos de células T inmunodominantes en la respuesta de células T
restringida a HLA-DR2 frente al factor VIl humano. Se ha mostrado que el tratamiento de ratones con estos péptidos
conduce a una supresion sustancial de la respuesta inmunitaria frente al factor VIILI.

En un primer aspecto, la presente invenciéon proporciona un péptido que consiste en una de las siguientes
secuencias:

PRCLTRYYSSFVNME

VEDNIMVTFRNQASR

DNIMVTFRNQASRPY

IMVTFRNQASRPYSF

MVTFRNQASRPYSFY

VTFRNQASRPYSFYS

TKSDPRCLTRYYSSF

KSDPRCLTRYYSSFV

SDPRCLTRYYSSFVN

DPRCLTRYYSSFVNM

RCLTRYYSSFVNMER

CLTRYYSSFVNMERD

PPIIARYIRLHPTHY

PIIARYIRLHPTHYS

IARYIRLHPTHYSIR

ARYIRLHPTHYSIRS.

En un segundo aspecto, la presente invencién proporciona una composicion, tal como una composicion
farmacéutica que comprende un péptido del primer aspecto de la invencién. La composicion puede comprender una
pluralidad de tales péptidos. En particular, la composicion puede comprender los siguientes péptidos:

PRCLTRYYSSFVNME y DNIMVTFRNQASRPY.

La composicién puede estar en forma de un kit, en el que la pluralidad de péptidos se proporcionan por separado
para la administracion separada, posterior, secuencial o simultanea.

El péptido o una composicion de la invencion puede ser para su uso en la supresion, la reduccion o la prevencién del
desarrollo de anticuerpos inhibidores contra el factor VIII.

El péptido o la composicion puede ser para su uso en un método para tratar hemofilia en un sujeto, comprendiendo
el método la etapa de administracion de un péptido o una composicion de este tipo al sujeto.

El sujeto puede ser deficiente en FVIII. En particular, el sujeto puede tener hemofilia A, y puede estar sometiéndose,
o estar a punto de someterse, a terapia de sustitucion de factor VIII.
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Alternativamente el sujeto puede tener, o correr el riesgo de contraer, hemofilia adquirida.

Los inhibidores del factor VIII se encuentran mas frecuentemente en individuos que expresan HLA-DR2. Por tanto el
sujeto tratado mediante el método de la invencién puede ser positivo para HLA-DR2.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Respuestas de memoria para células de ganglios linfaticos (CGL) de ratones FVIII+DR2+ a los que se les
administrd una dosis de refuerzo de rhFVIII/CFA

a) proliferacién de CGL frente a péptidos de FVIII 1-6
b) proliferacién de CGL frente a péptidos de FVIIl 7-12
c) proliferacion de CGL frente a péptidos de FVIII 1,3y 11

Figura 2: Ejemplos representativos de clones de hibridoma de células T FVIII+DR2+ especificos para péptidos
derivados de FVIII

Figura 3: Respuestas de memoria para CGL de ratones FVIII-DR2+ a los que se les administr6 una dosis de
refuerzo de rhFVIII/CFA

Figura 4: Ejemplos representativos de clones de hibridoma de células T FVIII-DR2+ especificos para péptidos
derivados de FVIII

Figura 5: Clones FVIII-/- especificos para a) DNIMV y b) PRCLT

Figura 6: Respuestas de memoria para CGL frente a FVIII para ratones FVIII+DR2+ tratados 3 veces por via i.p. con
péptido antes de la administracion de la dosis de refuerzo de rhFVIII/CFA.

Figura 7: Determinacién de la gama de epitopos peptidicos que pueden funcionar como apitopos usando clones de
hibridoma de células T FVIII-DR2+ especificos para péptidos solapantes derivados de FVIII. El péptido original se
denomina 0. Un desplazamiento de un aminoacido hacia el extremo N-terminal es -1, desplazamientos de dos
aminoacidos hacia el extremo N-terminal es -2 etc. Un desplazamiento hacia el extremo C-terminal es +1 etc.

Figura 8: Produccién de IFN-gamma por células de ganglios linfaticos en respuesta a FVIII para ratones FVIII-DR2+
tratados con los péptidos derivados de FVIII PRCLT, DNIMV o una mezcla de ambos de estos dos.

Descripcion detallada
Péptido
La presente invencién se refiere a un péptido.

El término “péptido” se usa en el sentido normal para significar una serie de residuos, normalmente L-amino&cidos,
conectados entre si normalmente mediante enlaces peptidicos entre los grupos a-amino y carboxilo de aminoacidos
adyacentes. El término incluye péptidos modificados y analogos peptidicos sintéticos.

El péptido de la presente invencién puede prepararse usando métodos quimicos (Peptide Chemistry, A practical
Textbook. Mikos Bodansky, Springer-Verlag, Berlin.). Por ejemplo, pueden sintetizarse péptidos mediante técnicas
de fase sélida (Roberge JY et al (1995) Science 269: 202-204), escindirse de la resina y purificarse mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucion preparativa (por ejemplo, Creighton (1983) Proteins Structures And
Molecular Principles, WH Freeman and Co, Nueva York NY). Puede lograrse la sintesis automatizada, por ejemplo,
usando el sintetizador de péptidos ABI 43 1 A (Perkin Elmer) segun las instrucciones proporcionadas por el
fabricante.

El péptido puede prepararse alternativamente mediante medios recombinantes o mediante escisién del factor VIII.
La composicion de un péptido puede confirmarse mediante andlisis de amino&cidos o secuenciacion (por ejemplo, el
procedimiento de degradacion de Edman).

Para fines practicos, existen otras diversas caracteristicas que el péptido puede mostrar. Por ejemplo, el péptido
puede ser soluble a una concentracién que permite su uso in vivo. El péptido puede ser soluble a concentraciones
de hasta 0,5 mg/ml, 1 mg/ml 0 5 mg/ml.

También es importante que el péptido sea lo suficientemente estable in vivo como para ser Util terapéuticamente. La
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semivida del péptido in vivo puede ser de al menos 10 minutos, 30 minutos, 4 horas o 24 horas.

El péptido también puede demostrar buena biodisponibilidad in vivo. El péptido puede mantener una conformacion in
vivo que le permita unirse a una molécula de CMH en la superficie celular sin excesivo impedimento.

Epitopos

En una respuesta inmunitaria adaptativa, los linfocitos T pueden reconocer epitopos internos de un antigeno
proteico. Las células presentadoras de antigeno (CPA) captan antigenos proteicos y los degradan en fragmentos
peptidicos cortos. Un péptido puede unirse a una molécula de complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) de
clase | o Il en el interior de la célula y transportarse hasta la superficie celular. Cuando se presenta en la superficie
celular junto con una molécula de CMH, el péptido puede reconocerse por una célula T (mediante el receptor de
células T (RCT)), en cuyo caso el péptido es un epitopo de células T.

Por tanto un epitopo es un péptido que puede derivarse de un antigeno que puede unirse al surco de unién a
péptidos de una molécula de CMH de clase | o Il y reconocerse por una célula T.

El epitopo minimo es el fragmento mas corto que puede derivarse de un epitopo, que puede unirse al surco de unién
a péptidos de una molécula de CMH de clase | o Il y reconocerse por una célula T. Para una regién inmunogénica
dada, normalmente es posible generar un “conjunto anidado” de péptidos solapantes que actian como epitopos, que
contienen todos ellos el epitopo minimo pero difieren en sus regiones flanqueantes.

Del mismo modo, es posible identificar el epitopo minimo para una combinacion molécula de CMH:célula T particular
midiendo la respuesta frente a péptidos truncados. Por ejemplo si se obtiene una respuesta frente al péptido que
comprende los residuos 1-15 en la biblioteca solapante, pueden usarse conjuntos que estan truncados en ambos
extremos (es decir 1-14, 1-13, 1-12, etc. y 2-15, 3-15, 4-15, etc.) para identificar el epitopo minimo.

Apitopos

Los presentes inventores han determinado previamente que existe un vinculo entre la capacidad de un péptido para
unirse a una molécula de CMH de clase | o Il y presentarse a una célula T sin procesamiento antigénico adicional, y
la capacidad del péptido para inducir tolerancia in vivo (documento WO 02/16410). Si un péptido es demasiado largo
para unirse al surco de unién a péptidos de una molécula de CMH sin procesamiento adicional (por ejemplo corte), o
se une en una conformacién inapropiada, entonces no sera tolerogénico in vivo. Si, por otro lado, el péptido es de un
tamano y una conformacién adecuados para unirse directamente al surco de unién a péptidos de CMH y presentarse
a una célula T, entonces puede predecirse que este péptido sera Util para la induccién de tolerancia.

Por tanto, es posible investigar la capacidad tolerogénica de un péptido investigando si puede unirse a una molécula
de CMH de clase | o Il y presentarse a una célula T sin procesamiento antigénico adicional in vitro.

Los péptidos de la presente invencion son apitopos (apitopes, Antigen Processing-Indepent epiTOPES, epitopos
independientes del procesamiento antigénico) porque pueden unirse a una molécula de CMH de clase Il y estimular
una respuesta a partir de células T especificas de factor VIl sin procesamiento antigénico adicional. Puede
predecirse que tales apitopos provocan tolerancia a FVIII, siguiendo el método basado en normas descrito en el
documento WO 02/16410.

Un péptido de la presente invencion puede ser de cualquier longitud que pueda unirse a una molécula de CMH de
clase | o Il sin procesamiento adicional. Normalmente, el péptido de la presente invencién puede unirse a CMH de
clase Il.

Los péptidos que se unen a moléculas de CMH de clase | son normalmente de 7 a 13, mas habitualmente de 8 a 10
aminoacidos de longitud. La unién del péptido se estabiliza en sus dos extremos mediante contactos entre atomos
en la cadena principal del péptido y sitios invariantes en el surco de unién a péptidos de todas las moléculas de CMH
de clase |. Existen sitios invariantes en ambos extremos del surco que se unen a los extremos amino y carboxilo-
terminal del péptido. Se adaptan variaciones en la longitud del péptido mediante un retorcimiento en la estructura
principal del péptido, a menudo en los residuos de prolina o glicina que permiten la flexibilidad requerida.

Los péptidos que se unen a moléculas de CMH de clase Il son normalmente de entre 8 y 20 aminoacidos de
longitud, méas habitualmente de entre 10 y 17 aminoacidos de longitud, y pueden ser mas largos (por ejemplo de
hasta 40 aminoacidos). Estos péptidos se encuentran en una conformacién extendida a lo largo del surco de unién a
péptidos de CMH Il que (a diferencia del surco de unién a péptidos de CMH de clase 1) esta abierto en ambos
extremos. El péptido se mantiene en su lugar principalmente mediante contactos de atomos de la cadena principal
con residuos conservados que recubren el surco de unién a péptidos.

Secuencias peptidicas
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El primer aspecto de la invencion se refiere a un péptido que consiste en una de las siguientes secuencias:
PRCLTRYYSSFVNME

VEDNIMVTFRNQASR

DNIMVTFRNQASRPY

IMVTFRNQASRPYSF

MVTFRNQASRPYSFY

VTFRNQASRPYSFYS

TKSDPRCLTRYYSSF

KSDPRCLTRYYSSFV

SDPRCLTRYYSSFVN

DPRCLTRYYSSFVNM

RCLTRYYSSFVNMER

CLTRYYSSFVNMERD

PPIIARYIRLHPTHY

PIIARYIRLHPTHYS

IARYIRLHPTHYSIR

ARYIRLHPTHYSIRS

SPIPA

Se conocen diversos sistemas de presentacion independientes del procesamiento antigénico (SPIPA), incluyendo:

a) CPA fijada (con o sin anticuerpos frente a CD28);

b) membranas lipidicas que contienen moléculas de CMH de clase | o Il (con o sin anticuerpos frente a CD28); y

¢) CHM purificado natural o recombinante en forma unida a placas (con o sin anticuerpos frente a CD28).

Todos estos sistemas pueden presentar antigeno junto con una molécula de CMH, pero no pueden procesar
antigeno. En todos estos sistemas, la funcion de procesamiento esta o bien ausente o bien deshabilitada. Esto hace
posible investigar si un péptido puede unirse a una molécula de CMH de clase | o Il y presentarse a una célula T sin
procesamiento antigénico adicional.

El uso de CPA fijada para investigar respuestas de células T se conoce bien en la técnica, por ejemplo en estudios
para investigar el epitopo minimo dentro de un polipéptido, midiendo la respuesta frente a péptidos truncados
(Fairchild et al (1996) Int. Immunol. 8:1035-1043). CPA puede fijarse usando, por ejemplo formaldehido

(habitualmente paraformaldehido) o glutaraldehido.

Pueden prepararse membranas lipidicas (que pueden ser membranas planas o liposomas) usando lipidos artificiales
o pueden ser fracciones de membrana plasmatica/microsémicas de CPA.

En uso, el SPIPA puede aplicarse a los pocillos de una placa de cultivo tisular. Entonces se afaden antigenos
peptidicos y se detecta la union del péptido a la parte de CMH del SPIPA mediante la adicion de clones o lineas de
células T seleccionados. Puede medirse la activacion del clon o la linea de células T mediante cualquiera de los
métodos conocidos en la técnica, por ejemplo mediante incorporacién de ®H-timidina o secrecion de citocinas.

Factor VIII

El péptido de la invencion puede derivarse del factor VIII.
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El factor VIII participa en la ruta intrinseca de la coagulacion sanguinea; el factor VIl es un cofactor para el factor IXa
que, en presencia de Ca*? y fosfolipidos, convierte el factor X en la forma activada Xa.

El gen del factor VIII produce dos transcritos sometidos a corte y empalme alternativamente. La variante de
transcrito 1 codifica para una glicoproteina grande, la isoforma a, que circula en plasma y se asocia con el factor de
von Willebrand en un complejo no covalente. Esta proteina experimenta multiples acontecimientos de escisién. La
variante de transcrito 2 codifica para una supuesta proteina pequefia, la isoforma b, que consiste principalmente en
el dominio de unidn a fosfolipidos del factor Vlllc. Este dominio de unién es esencial para la actividad coagulante.

Se elucidé la secuencia completa de 186.000 pares de bases del gen del factor VIl humano a mediados de los afos
1980 (Gitschier et al (1984) Nature 312 326-330). Al mismo tiempo, se usaron clones de ADN que codifican para la
secuencia completa de 2351 aminoacidos para producir factor VIl biolégicamente activo en células de mamifero
cultivadas (Wood et al (1984) Nature 312:330-337). La secuencia completa de 2.351 aminoéacidos para el factor VI
humano se facilita en SEQ ID No. 1.

El péptido de la presente invencién puede derivarse del factor VIII. El péptido puede consistir, por ejemplo, en una
secuencia de aminodcidos contigua de la secuencia del factor VIII. El péptido puede obtenerse o se obtiene de la
escision de la secuencia del factor VIII.

Una forma adicional de variacion, que implica la presencia de uno o mas residuos de aminoacido en forma peptoide,
se entendera bien por los expertos en la técnica. Para que no haya ninguna duda, “la forma peptoide” se usa para
referirse a residuos de aminodcido variantes en los que el grupo sustituyente en el carbono o esta en el atomo de
nitrégeno del residuo en vez de en el carbono a. Se conocen en la técnica procedimientos para preparar péptidos en
la forma peptoide, por ejemplo Simon RJ et al., PNAS (1992) 89(20), 9367-9371 y Horwell DC, Trends Biotechnol.
(1995) 13(4), 132-134.

Tolerancia

Los epitopos de células T desempefnan un papel fundamental en la respuesta inmunitaria adaptativa frente a
cualquier antigeno, ya sea propio o foraneo. El papel fundamental desempefiado por los epitopos de células T en
enfermedades por hipersensibilidad (que incluyen alergia, enfermedades autoinmunitarias y rechazo de trasplantes)
se ha demostrado a través del uso de modelos experimentales. Es posible inducir enfermedades inflamatorias o
alérgicas mediante la inyeccién de péptidos sintéticos (basados en la estructura de los epitopos de células T) en
combinacion con adyuvante.

En cambio, se ha mostrado que es posible inducir tolerancia inmunolégica hacia antigenos particulares mediante la
administracion de epitopos peptidicos en forma soluble. La administracion de antigenos peptidicos solubles ha
demostrado ser un medio eficaz de inhibicion de la enfermedad en encefalomielitis autoinmunitaria experimental
(EAE — a model for multiple sclerosis (MS)) (Metzler y Wraith (1993) Int. Immunol. 5:1159-1165; Liu y Wraith (1995)
Int. Immunol. 7:1255-1263; Anderton y Wraith (1998) Eur. J. Immunol. 28:1251-1261); y modelos experimentales de
artritis, diabetes y uveorretinitis (revisado en Anderton y Wraith (1998) como anteriormente). Esto también se ha
demostrado como medio de tratamiento de una enfermedad en curso en EAE (Anderton y Wraith (1998) como
anteriormente).

La tolerancia es la ausencia de respuesta frente a un antigeno. La tolerancia a antigenos propios es una
caracteristica esencial del sistema inmunitario, cuando esto se pierde, puede resultar una enfermedad
autoinmunitaria. El sistema inmunitario adaptativo debe mantener la capacidad para responder a una enorme
variedad de agentes infecciosos a la vez que evitar el ataque autoinmunitario de los antigenos propios contenidos
dentro de sus propios tejidos. Esto se controla en gran medida por la sensibilidad de los linfocitos T inmaduros a la
muerte celular apoptética en el timo (tolerancia central). Sin embargo, no todos los antigenos propios se detectan en
el timo, de modo que la muerte de timocitos autorreactivos sigue siendo incompleta. Por tanto, también existen
mecanismos mediante los que puede adquirirse tolerancia por linfocitos T autorreactivos maduros en los tejidos
periféricos (tolerancia periférica). Se facilita una revision de los mecanismos de tolerancia central y periférica en
Anderton et al (1999) (Immunological Reviews 169:123-137).

En la hemofilia A, los pacientes tienen un defecto en el gen del factor VIII. Esto significa que el factor VIII no se
reconoce como un antigeno “propio” por el sistema inmunitario. Por tanto cuando se administra factor VIl durante la
terapia de sustitucién de factores de coagulaciéon, se genera una respuesta aloinmunitaria frente a la proteina
foranea, que conduce a la produccién de anticuerpos inhibidores contra FVIII.

Los péptidos de la presente invenciéon pueden inducir tolerancia al factor VIII de manera que cuando se administra
FVIII terapéuticamente, no induce una respuesta inmunitaria y no se desarrollan inhibidores de FVIII.

La hemofilia adquirida es una enfermedad autoinmunitaria en la que falla la tolerancia al factor VIII. En este caso,
pueden administrarse péptidos de la presente invencion para reinstaurar la tolerancia a esta proteina propia y reducir
la respuesta inmunitaria patégena.
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La tolerancia puede resultar de o caracterizarse por la induccién de anergia en al menos una parte de las células T
CD4+. Para activar una célula T, un péptido debe asociarse con una CPA “profesional” que puede suministrar dos
senales a las células T. La primera sefal (sefial 1) se suministra por el complejo CMH-péptido en la superficie celular
de la CPA y se recibe por la célula T mediante el RCT. La segunda sefal (sefal 2) se suministra por moléculas
coestimuladoras en la superficie de la CPA, tales como CD80 y CD86, y se recibe por CD28 en la superficie de la
célula T. Se cree que cuando una célula T recibe la sefal 1 en ausencia de la sefial 2, no se activa y, de hecho, se
vuelve anérgica. Las células T anérgicas no responden a una exposicidn antigénica posterior, y pueden llegar a
suprimir otras respuestas inmunitarias. Se cree que las células T anérgicas estan implicadas en la mediacion de la
tolerancia de células T.

Sin querer restringirse por la teoria, los presentes inventores predicen que los péptidos que requieren procesamiento
antes de que puedan presentarse junto con moléculas de CMH no inducen tolerancia porque tienen que manejarse
por células presentadoras de antigeno maduras. Las células presentadoras de antigeno maduras (tales como
macréfagos, células B y células dendriticas) pueden producir procesamiento antigénico, pero también suministrar
ambas sefales 1y 2 a una célula T, lo que conduce a la activaciéon de células T. Los apitopos, por otro lado, podran
unirse a CMH de clase Il en CPA inmaduras. Por tanto se presentaran a células T sin coestimulacion, lo que
conduce a tolerancia y anergia de células T.

Naturalmente, los apitopos también pueden unirse a moléculas de CMH en la superficie celular de CPA maduras.
Sin embargo, el sistema inmunitario contiene una mayor abundancia de CPA inmaduras que maduras (se ha
sugerido que menos del 10% de las células dendriticas se activan, Summers et al. (2001) Am. J. Pathol. 159: 285-
295). Por tanto la posicién por defecto para un apitopo sera de anergia/tolerancia, mas que de activacion.

La induccion de tolerancia a FVIII puede monitorizarse in vivo examinando una reduccién en el nivel de:

(i) anticuerpos inhibidores contra FVIII:

(ii) células T CD4+ especificas para FVIII

(iii) células B que pueden secretar anticuerpos inhibidores contra FVIII

mediante técnicas conocidas en la técnica.

Se ha mostrado que, cuando se induce tolerancia mediante la administracion de péptidos, se reduce la capacidad
para proliferar de células T CD4+ especificas de antigeno. Ademas, la produccién de IL-2, IFN-y y la produccién de
IL-4 por estas células esta regulada por disminucion, pero la produccion de IL-10 aumenta. Se ha mostrado que la
neutralizacion de IL-10 en ratones en un estado de tolerancia inducida por péptidos restablece completamente la
propensién a la enfermedad. Se ha propuesto que una poblacién de células reguladoras persiste en el estado
tolerante que produce IL-10 y media en la regulacién inmunitaria (Burkhart et al (1999) Int. Immunol. 11:1625-1634).
Por tanto la induccién de tolerancia también puede monitorizarse mediante diversas técnicas, incluyendo:

(a) la induccion de anergia en células T CD4+ (que puede detectarse mediante exposicién posterior a FVIII in vitro);
(b) cambios en la poblacién de células T CD4+, incluyendo:

(i) reduccion en la proliferacion;

(i) regulacion por disminucién en la produccion de IL-2, IFN-y e IL-4; y

(iii) aumento en la produccién de IL-10.

Tal como se usa en el presente documento, el término “tolerogénico” significa que puede inducir tolerancia.

Composicion

La presente invencion también se refiere a una composicion, tal como una composicion farmacéutica que
comprende un péptido segun la invencion.

El péptido puede comprender una pluralidad de péptidos, por ejemplo, dos, tres, cuatro, cinco o seis péptidos de la
invencion.

Los péptidos de la composicion pueden comprender cada uno un epitopo diferente.

La composicién puede comprender los péptidos PRCLTRYYSSFVNME y DNIMVTFRNQASRPY.
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La composicién de la presente invencion puede ser para uso profilactico o terapéutico.

Cuando se administra para uso profilactico, la composicion puede reducir o prevenir la generacion de una respuesta
inmunitaria frente a FVIII. El nivel de respuesta inmunitaria es menor del que se habria obtenido en el paciente si no
se hubiera tratado con la composicién. El término “reducir’ indica que se observa una reduccién parcial en la
respuesta inmunitaria, tal como una reduccién del 50%, 70%, 80% o el 90% en la respuesta que se habria
observado en el paciente si no se hubiera tratado con la composicion (0 en la respuesta observada en un paciente
no tratado a lo largo del mismo periodo de tiempo). El término “prevenir” indica que no se observa una respuesta
inmunitaria apreciable frente a FVIILI.

Cuando se administra para uso terapéutico, la composicion puede suprimir una respuesta inmunitaria frente a FVIII
ya en curso. El término “suprimir” indica una reduccién en el nivel de una respuesta inmunitaria en curso, en
comparacioén con el nivel antes del tratamiento con el péptido, o el nivel que se habria observado en el mismo punto
de tiempo si no se hubiera administrado el tratamiento.

El tratamiento con la composicion de la presente invencion puede producir una reduccion en los niveles de
cualquiera o de todos de los siguientes:

(i) anticuerpos inhibidores contra FVIII:
(i) células T CD4+ especificas para FVIII
(iii) células B que secretan anticuerpos inhibidores contra FVIII.

La deteccion de todos estos factores puede llevarse a cabo mediante técnicas conocidas en la técnica, tales como
ELISA, FACS, etc.

El tratamiento con la composicién de la presente invencién puede producir también o alternativamente anergia en
células T CD4+ especificas para FVIII. La anergia puede detectarse, por ejemplo, mediante exposicién posterior a
FVIII in vitro.

Es importante tener en cuenta que no todas las respuestas inmunitarias frente a FVIII son patdégenas. Pueden
encontrarse anticuerpos anti-FVIII no inhibidores en pacientes con hemofilia sin inhibidores (Moreau et al (2000)
Blood 95:3435-41) y aproximadamente el 15% de los donantes de sangre sanos (Algiman et al (1992) 89:3795-9).

Pueden detectarse los inhibidores de FVIII mediante la modificacion de Nijmegen del ensayo de Bethesda de
coagulacién, en el que se somete a prueba la capacidad del plasma del paciente para inactivar FVIIl en plasma
normal. Una unidad Bethesda se define como la cantidad de anticuerpo que neutraliza el 50% de la actividad de
FVIII en plasma, y titulos de 0,6 UB o superiores sugieren la presencia de anticuerpo.

Los inhibidores se clasifican generalmente como de bajo titulo si el nivel es <5 UB y de alto titulo si =5 UB.

El nivel de anticuerpos inhibidores contra FVIII circulantes puede reducirse hasta el 90%, 75%, 50%, 20%, 10%, 5%
del nivel de anticuerpos que se habria observado si el paciente no hubiera recibido tratamiento.

El nivel de anticuerpos inhibidores contra FVIII circulantes puede reducirse hasta 5, 4, 3,2, 1 6 0,5 UB.

Los péptidos y la composicion de la invencion pueden aumentar la cantidad o proporcién de FVIII administrado
terapéuticamente que esté disponible para ayudar en la coagulacién en un paciente. Esto se debe a la reduccion en
los inhibidores de FVIII que pueden evitar eficazmente que una proporcion de FVIII ejerza su funcion terapéutica. El
péptido o la composicién de la invencién pueden aumentar la cantidad de FVIII disponible en, por ejemplo, el 10%,
25%, 50%, 75% 0 el 100%.

Por tanto los péptidos y la composicion de la invencion pueden reducir la cantidad de FVIII que es necesario
administrar para ayudar en la coagulaciéon en un paciente.

Formulacién

La composicion puede prepararse como un inyectable, o bien como una suspension o bien como una disolucion
liquida; también puede prepararse una forma solida adecuada para la disolucion en, o suspensién en, un liquido
antes de la inyeccién. La preparacién también puede emulsionarse, o los péptidos encapsularse en liposomas. Los
principios activos pueden mezclarse con excipientes que son farmacéuticamente aceptables y compatibles con el
principio activo. Excipientes adecuados son, por ejemplo, agua, solucién salina (por ejemplo, solucion salina
tamponada con fosfato), dextrosa, glicerol, etanol, o similar y combinaciones de los mismos.
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Ademas, si se desea, la composicién puede contener cantidades minoritarias de sustancias auxiliares tales como
agentes humectantes o emulsionantes y/o agentes tamponantes del pH. Las sales tamponantes incluyen fosfato,
citrato, acetato. Puede usarse acido clorhidrico y/o hidréxido de sodio para el ajuste del pH. Para la estabilizacién,
pueden usarse disacaridos tales como sacarosa o trehalosa.

Si la composicion comprende una pluralidad de péptidos, la razén relativa de los péptidos puede ser
aproximadamente igual. Alternativamente, las razones relativas de cada péptido pueden alterarse, por ejemplo, para
centrar la respuesta tolerogénica en un subconjunto particular de células T autorreactivas o si se encuentra que un
péptido funciona mejor que los otros en tipos de HLA particulares.

Tras la formulacién, la composicion puede incorporarse en un recipiente estéril que luego se sella y se almacena a
baja temperatura, por ejemplo 4°C, o puede secarse por congelacion.

De manera conveniente, se prepara la composicion como un polvo liofilizado (secado por congelacion). La
liofilizacion permite el almacenamiento a largo plazo en forma estabilizada. Se conocen bien procedimientos de
liofilizacion en la técnica, véase por ejemplo http://www.devicelink.com/ivdt/archive/97/01/006.html. Se usan
comunmente agentes de carga antes del secado por congelacion, tales como manitol, dextrano o glicina.

La composicién puede administrarse de manera conveniente tal como por las vias oral, intravenosa (cuando es
soluble en agua), intramuscular, subcutanea, sublingual, intranasal, intradérmica o con supositorio 0 mediante
implantes (por ejemplo usando moléculas de liberacion lenta).

La composicién puede administrarse ventajosamente por las vias intranasal, subcutanea o intradérmica.

El péptido y la composicion de la invencion pueden usarse para tratar un sujeto humano. El sujeto puede tener
hemofilia A, en particular hemofilia A grave. El sujeto puede ser genéticamente deficiente en FVIII. El sujeto puede
tener hemofilia adquirida. El sujeto puede tener anticuerpos anti-FVIIl inhibidores.

El sujeto puede estar sometiéndose o estar a punto de someterse a terapia de sustitucién coagulante con FVIII.

El sujeto puede estar sometiéndose o estar a punto de someterse a terapia génica con el gen de FVIII.

El sujeto puede tener un haplotipo HLA que se asocia con una predisposicion a desarrollar aloanticuerpos o
autoanticuerpos anti-FVIII inhibidores. El sujeto puede expresar HLA-DR2. Se conocen en la técnica métodos para
determinar el haplotipo HLA de un individuo.

Normalmente, un médico determinara la dosificacion exacta que sera la mas adecuada para un sujeto individual y
variara con la edad, el peso y la respuesta del paciente particular.

En una realizacion preferida, puede seguirse un protocolo de “ajuste de la dosis”, en el que se administra al paciente
una pluralidad de dosis en concentraciones ascendentes. Se ha usado un enfoque de este tipo, por ejemplo, para
péptidos de la fosfolipasa A2 en aplicaciones inmunoterapéuticas contra la alergia al veneno de abejas (Miller et al
(1998) J. Allergy Clin Immunol. 101:747-754 y Akdis et al (1998) J. Clin. Invest. 102:98-106).

Kits

De manera conveniente, si la composicién comprende una pluralidad de péptidos, pueden administrarse juntos, en
forma de una composicién mezclada o céctel. Sin embargo, puede haber circunstancias en las que es preferible
proporcionar los péptidos por separado en forma de un kit, para la administracion simultdnea, separada, secuencial
0 combinada.

El kit también puede comprender medios de mezclado y/o administracion (por ejemplo, un vaporizador para la
administracion intranasal; o una jeringuilla y aguja para la dosificacion subcutanea/intradérmica). El kit también
puede comprender instrucciones para su uso.

La composicién farmacéutica o el kit de la invencién pueden usarse para tratar y/o prevenir una enfermedad.

En particular, la composicion/el kit pueden usarse para tratar y/o prevenir hemofilia A o hemofilia adquirida.

Hemofilia A

La hemofilia A (hemofilia clasica) esta provocada por la deficiencia del factor VIII.

La hemofilia A tiene una incidencia estimada de 1 por cada 10.000 hombres, mientras que se estima que la hemofilia

B se produce en uno de cada 40.000 hombres. Aproximadamente 1 mujer de cada 5.000 es portadora de hemofilia
A, y 1 de cada 20.000 es portadora de hemofilia B.
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La hemofilia se divide normalmente en tres clases: grave, moderada y leve, basandose en el nivel del factor de
coagulacién en la sangre. En la hemofilia grave, existe menos del 1 por ciento de factor de coagulaciéon normal. El
grado de gravedad tiende a ser constante de una generacion a otra.

En contra de la creencia popular, cortes y heridas menores no representan habitualmente una amenaza para los
pacientes hemofilicos. Mas bien, el mayor peligro procede de hemorragia espontdnea que puede producirse en
articulaciones y musculos. Se es mas propenso a que se produzca esto durante los afos de crecimiento rapido,
normalmente entre las edades de los 5 y los 15 afos.

La hemorragia espontanea repetida en articulaciones puede producir artritis, y se debilitan los mlsculos adyacentes.
La presion sobre los nervios producida por la acumulacién de sangre puede dar como resultado dolor,
entumecimiento e incapacidad temporal para mover la zona afectada.

La hemofilia A se diagnostica habitualmente con un analisis de sangre para determinar la eficacia de la coagulacion
y para investigar si los niveles de factores de coagulaciéon son anémalos.

El desarrollo de factores de coagulacion purificados en los afos 1970, aislados de sangre de donantes, mejoré
significativamente las perspectivas a largo plazo para los pacientes hemofilicos. Los pacientes con hemofilia de leve
a moderada pueden usar el tratamiento con FVIII segin las necesidades, mientras que los pacientes con hemofilia
grave pueden requerir tratamiento regular, indefinido.

Previamente, a los pacientes se les administraban concentrados de factor VIl reunidos a partir de miles de
donaciones de plasma. Esto conduce a problemas significativos de contaminacion con patdgenos virales,
particularmente el virus de la inmunodeficiencia humana y los virus de la hepatitis. Las técnicas de purificacion de
anticuerpos monoclonales, inactivacién por calor y tratamiento con detergentes virucidas han hecho que los
concentrados derivados de plasma sean relativamente seguros.

La tecnologia de ADN recombinante ha proporcionado ahora una serie de productos sintéticos, tales como
Recombinate™ y Kogenate™. Kogenate se prepara usando células de rifidn de hamster recién nacido que expresan
el factor VIII humano. El factor resultante esta altamente purificado, eliminando cualquier posibilidad de transmisién
de virus desde el plasma.

El péptido o la composicién de la presente invencion pueden administrarse antes y/o durante la terapia de
sustitucion de factor VIII.

La hemofilia A es una diana de enfermedad ideal para la terapia génica puesto que i) esta producida por mutaciones
en un unico gen identificado, ii) un ligero aumento en los niveles de factor de coagulacion in vivo puede convertir una
hemofilia grave en una enfermedad mas leve, y iii) las terapias de sustitucién actuales se consideran inferiores a lo
optimo. Ademas, existe un amplio intervalo de seguridad si existe una “superacién” del nivel deseado de actividad de
coagulacion.

Desafortunadamente, hasta la fecha no se ha hecho realidad la promesa de la terapia génica como cura para la
hemofilia, principalmente debido a dificultades para encontrar un sistema de administracién de genes que sea lo
suficientemente no inmunogénico para permitir la expresién a largo plazo del factor de coagulacién.

Los péptidos de la presente invencion también seran adecuados para inducir tolerancia en un sujeto antes de la
terapia génica con factor VIIl y/o manejar la formacion de inhibidores de FVIII en un paciente tras la terapia génica.

Hemofilia adquirida

La hemofilia adquirida se caracteriza por la presencia de inhibidores de autoanticuerpo contra FVIII en individuos con
coagulacién normal previamente. Es un estado raro, con una incidencia estimada de 1-3 por poblaciéon de 1 millén
de personas al afo. La tasa de mortalidad asociada con los inhibidores de autoanticuerpo adquiridos se aproxima al
25% frente al riesgo de muerte sustancialmente menor en aquéllos con aloanticuerpos.

En comparacién con los pacientes con inhibidores de aloanticuerpo, la hemofilia adquirida se caracteriza por: (1) un
patron de hemorragia mas grave; (2) mayor incidencia en la poblacion anciana; (3) aparicion junto con
enfermedades autoinmunitarias subyacentes identificables, canceres linfoproliferativos o por tumores sdélidos,
embarazo y uso de determinados antibiéticos tales como penicilina y sulfonamidas en aproximadamente el 50% de
los casos; y (4) actividad inhibidora in vitro que sigue un patrén farmacocinético de tipo Il con neutralizacion
incompleta de la actividad del factor de coagulacion seleccionado como diana por el autoanticuerpo, dando como
resultado normalmente niveles residuales de factor VIII que oscilan entre el 2%-18% en el plasma del paciente.

El péptido o la composicion de la presente invencidén pueden administrarse a un paciente con hemofilia adquirida, o
a un paciente que se cree que corre el riesgo de desarrollar hemofilia adquirida debido a, por ejemplo:
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i) tratamiento inminente con, por ejemplo penicilina o una sulfonamida
ii) progresién de un tumor u otro cancer
iii) embarazo inminente o en los primeros meses.

La invencion se describird ahora adicionalmente a modo de ejemplos, que pretenden servir para ayudar a un experto
habitual en la técnica al llevar a cabo la invencion y no pretenden en modo alguno limitar el alcance de la invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1: Seleccién de péptidos de factor VIl con HLA-DR2

Se comparé una serie de péptidos de 15 meros de FDVIII usando tres algoritmos de unién a HLA-DR:
SYFPEITHI (http://www.syfpeithi.de/home.htm),

ProPred (http://www.imtech.res.in/raghava/propred/), e

IEDB (http://www.immuneepitope.org/home.do).

Se seleccionaron los péptidos que se predijo que se unian a HLA-DR2 mediante mas de uno de los programas y se
disefaron secuencias flanqueantes para los residuos centrales predichos (tabla 1).

TABLA 1
N.2 de Primeros Secuencia en codigo También denominado
péptido AA de FVIII de un solo aminoacido en el presente documento:

1 2140 GTLMVFFGNVDSSGI GTLMV
2 0208 TQTLHKFILLFAVFD TQTLH
3 2114 SLYISQFIIMYSLDG SLYIS

4 2161 PPIIARYIRLHPTHY PPIIA

5 2318 PPLLTRYLRIHPQSW PPLLT
6 250 MHTVNGYVNRSLPGL MHTVN
7 322 LGQFLLFCHISSHQH LGQFL
8 478 DTLLIIFKNQASRPY DTLLI

9 545 PRCLTRYYSSFVNME PRCLT
10 607 TENIQRFLPNPAGVQ TENIQ
11 1788 DNIMVTFRNQASRPY DNIMV
12 2322 RYLRIHPQSWVHQIA RYLRI

Ejemplo 2: Investigaciéon de la respuesta de células restringidas por HLA-DR2 de ratones inmunizados con factor VI
frente a péptidos

Se inmunizaron ratones transgénicos para HLA-DR2 con factor VIII humano en adyuvante. Se recogieron células de
ganglios linfaticos drenantes y se volvieron a estimular in vitro con diferentes concentraciones de los 12 péptidos de
la tabla 1. Se muestran los resultados en la figura 1.

Las células restringidas por HLA-DR2 de ratones inmunizados con factor VIII responden claramente de forma
intensa frente al péptido DNIMV (1°" aminoacido 1788). También existen respuestas frente a los péptidos PRCLT
(545) y PPIIA (2161).

Ejemplo 3: Investigacién de la respuesta de células T de ratones HLA-DR2 frente a péptidos

Se inmunizaron en primer lugar ratones HLA-DR2 con factor VIIl en adyuvante. Se volvieron a estimular células de
bazo de ratones inmunes in vitro con factor VIl y se fusionaron los linfoblastos resultantes con el timoma BW5147
usando polietilenglicol.
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Se seleccionaron hibridomas de células T en medio HAT y se clonaron los hibridomas y se sometieron a prueba
para determinar su respuesta frente al factor VIIl. Entonces se examinaron los hibridomas para determinar su
respuesta frente a los 12 péptidos predichos. De los 27 hibridomas examinados, 11 respondieron frente a DNIMV, 3
frente a PRCLT y 3 frente a PPIIA, aunque la respuesta frente a PPIIA fue mas débil y menos especifica. La
respuesta de dos hibridomas especificos para DNIMV y PRCLT se muestra en la figura 2.

Ejemplo 4 - Investigacion de la respuesta de células de ganglios linfaticos de ratones FVIII-DR2+ frente a péptidos

Se cruzaron ratones transgénicos HLA-DR2 con ratones deficientes en factor VIII para crear un modelo de hemofilia
que expresa la molécula de CMH de clase Il de HLA humana.

Se inmunizaron estos animales FVIII-DR2+ con factor VIl en adyuvante. Se aislaron los ganglios linfaticos drenantes
y se sometieron a prueba para determinar su respuesta frente al panel de péptidos. Tal como se muestra en la figura
3, estas células respondieron bien frente a PRCLT y DNIMV. Hubo una respuesta débil frente a GTLMV y una
respuesta significativa frente a RYLRI.

Ejemplo 5 - Investigacién de la respuesta de células T de ratones HLA-DR2 frente a péptidos

Se inmunizaron ratones deficientes en factor VIII que expresaban HLA-DR2 con factor VIl en adyuvante. Se
volvieron a estimular células de bazo de los ratones inmunizados in vitro con factor VIII y se fusionaron los
linfoblastos resultantes con BW5147, tal como se describié anteriormente. Se examinaron los hibridomas de células
T para determinar su respuesta frente a los 12 péptidos predichos. De nuevo aun, la mayoria de los hibridomas
respondi6 frente a los péptidos DNIMV y PRCLT. De 19 hibridomas especificos para el factor VIII, 10 respondieron
frente a DNIMV, 6 frente a PRCLT, 1 frente a PPIIA, 1 frente a SLYIS y 1 frente a DTLLI. Se muestran ejemplos de
respuestas por estos hibridomas en la figura 4.

Basandose en estos experimentos, queda claro que dos péptidos DNIMV (primer nimero de aminodacido 1788) y
PRCLT (primer aminodcido 545) constituyen los epitopos inmunodominantes de células T en la respuesta de células
T restringidas por HLA-DR2 frente al factor VIII humano.

Ejemplo 6 - DNIMV y PRCLT se comportan como apitopos

Para ser un apitopo, un péptido debe poder unirse a una molécula de CMH de clase | o Il sin procesamiento
antigénico adicional (es decir, corte) y presentarse a una célula T. En el presente caso, se investigé la capacidad de
los péptidos para presentarse por CPA fijada.

Las células Mgar o bien eran frescas o bien se fijaron con paraformaldehido al 1%. Se sometieron a prueba clones
para determinar la especificidad antigénica cultivando 100 ul de células de hibridoma con 5x10* células Mgar en
presencia y ausencia de epitopos peptidicos o rhFVIIl 20 ug/ml durante la noche. Entonces se recogieron los
sobrenadantes y se evaluaron para determinar la produccion de IL-2 mediante ELISA. El hecho de que rhFVIIl debe
presentarse por células Mgar vivas demuestra que la proteina intacta requiere procesamiento antigénico para
presentarse. Los péptidos DNIMV y PRCLT, por otro lado, se presentan por células Mgar tanto vivas como fijadas,
indicando que estos péptidos funcionan como apitopos (figura 5).

Ejemplo 7 - Determinacion de la gama de epitopos peptidicos que pueden funcionar como apitopos

Se identific6 la gama de epitopos peptidicos que pueden funcionar como apitopos en las secuencias que rodean a
DNIMV, PRCLT y los demas péptidos preparando paneles de péptidos solapantes (mostrados en las paginas 36-37)
y examinando éstos usando los hibridomas de células T, usando el mismo método que en el ejemplo 5 (figura 7).

Ejemplo 8 - DNIMV y PRCLT inducen tolerancia a la proteina de factor VIII completa

Se trataron ratones transgénicos HLA-DR2 con cualquiera de los dos péptidos solubles, o PBS como control, antes
de la inmunizacion con factor VIII en adyuvante. Se aislaron los ganglios linfaticos drenantes y se volvieron a
estimular las células in vitro con proteina de factor VIII para evaluar el estado inmunitario de los ratones. Tal como se
muestra en la figura 6, el tratamiento de los ratones con o bien DNIMV o bien PRCLT condujo a una supresion
sustancial de la respuesta inmunitaria frente al factor VIII.

Ejemplo 9 - Investigacién de si DNIMV y PRCLT pueden inducir tolerancia en el ratén deficiente en factor VIII

Se sabe a partir del ejemplo 8 que estos dos péptidos pueden prevenir la respuesta inmunitaria frente al factor VI
en ratones que expresan factor VIl enddgeno. Se repitié el experimento con animales FVIII-DR2+ para determinar si
estos péptidos también previenen la respuesta inmunitaria frente al factor VIII en ratones deficientes en factor VIII.

Ejemplo 10 - Investigacion de si DNIMV y PRCLT en combinacién pueden inducir tolerancia en el ratén deficiente en
factor VIII
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Se combinaron los dos péptidos que se mostrd que reducian individualmente la respuesta inmunitaria frente al factor
VIl en ratones deficientes en factor VIIl en el ejemplo 9. Tal como se muestra en la figura 8, el tratamiento de
ratones tanto con DNIMV como con PRCLT condujo a una supresion sustancial de la respuesta inmunitaria frente al
factor VIII, tal como se muestra mediante la disminucién en la produccion de IFN-gamma. IFN-gamma es la principal
linfocina de cambio de clase requerida para neutralizar anticuerpos en el ratén. El efecto demostrado fue mayor que
el observado usando cualquier péptido solo.

METODOS

(i) Respuestas de memoria para ratones DR2+ a los que se les administré una dosis de refuerzo de rhFVIlI

Se inmunizaron ratones carentes de CMH de clase Il murino HLA-DR2+ con 40 ug de rhFVIIl emulsionado en
adyuvante completo de Freund complementado con 400 ug de M. tuberculosis H37Ra inactivado por calor, por via
subcutanea en la base de la cola. 10 dias después se sacrificaron los ratones y se extirparon los ganglios linfaticos
drenantes. Se prepararon suspensiones de células individuales y se incubaron los linfocitos a 4-5x10° células por
pocillo en placas de fondo plano de 96 pocillos durante 72 horas con las concentraciones indicadas de péptido o
antigenos control antes de pulsarse con 0,5 puCi/pocillo de timidina tritiada durante 16 horas adicionales. Entonces se
congelaron las placas antes de que se recogieran las células sobre esteras de filtro de vidrio y se midi6 la
incorporacion radiactiva usando un contador B de centelleo liquido.

(i) Especificidad para péptidos de FVIII de hibridomas de células T generados a partir de ratones DR2+

Se inmunizaron ratones carentes de CMH de clase Il murino HLA-DR2+ como anteriormente. El dia 10, se extirparon
los ganglios linfaticos drenantes y se cultivaron linfocitos a 2,5x10° células/ml, 1 ml/pocillo en placas de 24 pocillos
en presencia de rhFVIIl 20 ug/ml durante 3 dias. Tras esta estimulacién, se recuperaron los linfocitos, se lavaron y
se fusionaron con células de pareja de fusién de BW TCRaB a una razon de 4 células BW con respecto a 1
linfocito, usando polietilenglicol tal como describieron Nelson et al (1980) PNAS 77 (5):2866. Se lavaron
cuidadosamente las células fusionadas y luego se sembraron en placas de 96 pocillos de fondo plano durante 2 dias
antes de la adicion de medio HAT para seleccionar hibridomas de células T. Se monitorizaron las células para
determinar su crecimiento y aproximadamente 10 dias después de que se realizaran las fusiones, se seleccionaron
clones individuales y se transfirieron a placas de 24 pocillos en medio HAT. Se mantuvieron los clones en medio
HAT durante al menos 2 semanas antes de liberarse a medio HT y luego medio completo. Se sometieron a prueba
los clones para determinar la especificidad antigénica cultivando 100 pl de células de hibridoma con 5x10* células
Mgar en presencia y ausencia de rhFVIII 20 pg/ml durante la noche. Se recogieron los sobrenadantes y se evaluaron
para determinar la produccién de IL-2 mediante ELISA, considerandose positivos para la especificidad para FVIII los
clones que producian IL-2 en respuesta a rhFVIIl. Para investigar el repertorio de péptidos de FVIII predichos, se
sometieron a prueba de nuevo clones especificos de FVIII para determinar la produccion de IL-2, tras incubacion
durante la noche con 20 pg/ml de cada uno de los 12 péptidos.

(iii) Respuestas de memoria para ratones FVIII-/- a los que se les administré una dosis de refuerzo de rhFVIII

Se siguid el mismo método que para (i), excepto en que los ratones eran deficientes en FVIII, HLA-DR2+ y carecian
de CMH de clase Il murino.

(iv) Especificidad para péptidos de FVIII de hibridomas de células T generados a partir de ratones FVIII-/-

Se siguidé el mismo método que para (ii), excepto en que los ratones eran deficientes en FVIIl y HLA-DR2+.

(v) Induccién de tolerancia de respuestas especificas de FVIII en ratones DR2+ mediante pretratamiento con
péptidos de FVIII inmunodominantes

Se trataron ratones carentes de CMH de clase Il murino HLA-DR2+ 3 veces con 100 pg de DNIMV, PRCLT o PPIIA
disueltos en PBS, o el volumen equivalente de PBS solo. Se administraron los péptidos por via intraperitoneal, con
3-4 dias entre cada dosis. Tras la administracion final, se les administré a los ratones una dosis de refuerzo de
rhFVIIlI emulsionado en adyuvante completo de Freund como para (i). 10 dias después, se extirparon los ganglios
linfaticos drenantes y se cultivaron posteriormente linfocitos in vitro con rhFVIIl, o cada uno de los péptidos de
induccion de tolerancia asi como antigenos control, durante 72 horas antes de la adicién de timidina tritiada como
para (i).

(vi) Induccién de tolerancia de respuestas especificas de FVIII en ratones DR2+ mediante pretratamiento con una
combinacién de péptidos de FVIII inmunodominantes

Se trataron ratones carentes de CMH de clase Il murino HLA-DR2+ 3 veces con DNIMV, PRCLT o una combinacién
tanto de DNIMV como de PRCLT disueltos en PBS, o el volumen equivalente de PBS solo. Se administraron los
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péptidos por via intraperitoneal, a lo largo de 8 dias. Tras la administracion final, se les administr6 a los ratones una
dosis de refuerzo de rhFVIIl emulsionado en adyuvante completo de Freund como para (i). 10 dias después se
extirparon los ganglios linfaticos drenantes y se volvieron a estimular posteriormente linfocitos in vitro con rhFVIII.
Entonces se recogieron los sobrenadantes y se midié IFN-gamma.

Todas las publicaciones mencionadas en la memoria descriptiva anterior se incorporan al presente documento como
referencia. Diversas modificaciones y variaciones de los métodos y el sistema de la invencion descritos resultaran
evidentes para los expertos en la técnica sin apartarse del alcance y el espiritu de la invenciéon. Aunque se ha
descrito la invencion en relacion con realizaciones especificas preferidas, debe entenderse que la invencion tal como
se reivindica no debe limitarse indebidamente a tales realizaciones especificas. En efecto, diversas modificaciones
de los modos descritos para llevar a cabo la invencion que son obvias para los expertos en estudios celulares
usando citometria de flujo o campos relacionados pretenden estar dentro del alcance de las siguientes
reivindicaciones.

SEQ ID No.1

1 mqielstcff Iclirfcfsa trryylgave Iswdymqsdl gelpvdarfp prvpksfpfn
61 tsvvykktif veftdhifni akprppwmgl Igptiqaevy dtvvitiknm ashpvsihav
121 gvsywkaseg aeyddgtsqr ekeddkvfpg gshtyvwavi kengpmasdp Icltysylsh
181 vdivkdinsg ligallvcre gslakektqt Ihkfillfav fdegkswhse tknsimqdrd
241 aasarawpkm htvngyvnrs Ipgligchrk svywhvigmg ttpevhsifl eghtflvinh
301 rqasleispi tfitagtiim digqgflifch isshghdgme ayvkvdscpe epgirmknne
361 eaedydddlt dsemdvvrfd ddnspsfiqi rsvakkhpkt wvhyiaaeee dwdyapivila
421 pddrsyksqy Inngpqrigr kykkvrfmay tdetfktrea ighesgilgp llygevgdtl
481 liifkngasr pyniyphgit dvrplysrrl pkgvkhikdf pilpgeifky kwtvtvedgp
541 tksdprcltr yyssfvnmer dlasgligp! licykesvdq rgnqimsdkr nvilfsvfde
601 nrswylteni gqrilpnpagv qledpefgas nimhsingyv fdslglsvcl hevaywyils
661 igaqgtdfisv ffsgytfkhk mvyedtitlf pfsgetvfms menpglwilg chnsdfrnrg
721 mtallkvssc dkntgdyyed syedisayll sknnaieprs fsqnsrhpst rgkgfnatti
781 pendiektdp wfahrtpmpk ignvsssdil milrgsptph glsisdigea kyetfsddps
841 pgaidsnnsl semthfrpgl hhsgdmvftp esglqglrine kigttaatel kkldfkvsst
901 snniistips dnlaagtdnt ssigppsmpv hydsqldttl fgkkssplte sggplsisee
961 nndskllesg Imnsgesswg knvsstesgr Ifkgkrahgp alltkdnalf kvsisllktn
1021 ktsnnsatnr kthidgpsll ienspsvwaqn ilesdtefkk viplihdrml mdknatalrl
1081 nhmsnkttss knmemvqgkk egpippdagn pdmsffkmif ipesarwiar thgknsinsg
1141 qgpspkalvs Igpeksvegq nflseknkvv vgkgeftkdv glkemvipss rnifitnidn
1201 Ihennthnge kkigeeiekk etligenvvl pgibtvigtk nfmknlfils trqnvegsyd
1261 gayapvlqdf rsindstnrt kkhtahfskk geeenieglg ngtkgiveky acttrispnt
1321 sqqnfvtgrs kralkgfrip leetelekri ivddtstqws knmkhitpst itgidyneke
1381 kgaitgspls dcltrshsip qanrsplpia kvssfpsirp iyltrvifqd nsshipaasy
1441 rkkdsgvqes shfiggakkn nislailtie mtgdqrevgsIgtsatnsvt ykkventvip
1501 kpdipktsgk vellpkvhiy gkdifptets ngspghldlv egsilqgteg aikwneanrp
1561 gkvpfirvat essaktpskl Idplawdnhy gtgipkeewk sqgekspekta fkkkdtilsl
1621 nacesnhaia ainegqnkpe ievtwakagr terlcsqnpp vikrhareit ritigsdqee
1681 idyddtisve mkkedfdiyd edengsprsf gkktrhyfia averlwdygm sssphvirnr
1741 aqgsgsvpgfk kvvfgeftdg sftgplyrge Inehlgligp yiraevedni mvtfrnqasr
1801 pysfysslis yeedgrggae prknfvkpne tktyfwkvgh hmaptkdefd ckawayfsdv
1861 dlekdvhsgl igplivehtn tinpahgrqv tvgefalfft ifdetkswyf tenmerncra
1921 penigmedpt fkenyrfhai ngyimdtlpg lvmaqdgrir wyllsmgsne nihsihfsgh
1981 vftvrkkeey kmalynlypg vietvemlps kagiwrvecl igehlhagms tiflvysnkc
2041 gtplgmasgh irdfgitasg qyggwapkia rihysgsina wstkepfswi kvdilapmii
2101 hgiktggarq kfsslyisqf iimysldgkk watyrgnstg timvffgnvd ssgikhnifn
2161 ppiiaryirl hpthysirst Irmewmgcdl nscsmplgme skaisdaqit assyftnmfa
2221 twspskarlh lggrsnawrp qvnnpkewlq vdfgktmkvt gvttqgvksl itsmyvkefl
2281 isssqdghqw tiffangkvk vfqgnqdsft pvvnsldpp! Itrylrihpq swvhgialrm
2341 evigceaqdl y

Paneles de péptidos solapantes preparados en el ejemplo 7

16



ES 2458315713

Conjunto solapante para DTLLIIFKNQASRPY

1
2
3
4
S.
6.
7
8
9
1
1

473-488
474-489
475-490
476-491
477-492
478-493
479-494
480-495
481-496

0. 482-497
1.

483-498

YGEVGDTLLIIFKNQ
GEVGDTLLIIFKNQA
EVGDTLLIIFKNQAS
VGDTLLIFKNQASR
GDTLLIIFKNQASRP
DTLLIFKNQASRPY
TLLIIFKNQASRPYN
LLIIFKNQASRPYNI
LIIFKNQASRPYNIY
IIFKNQASRPYNIYP
IFKNQASRPYNIYPH

5  Conjunto solapante para PRCLTRYYSSFVNME

1
2
3
4
5.
6.
7
8
9
1
1

540-554
541-555
542-556
543-557
544-558
545-559
546-560
547-561
548-562

0. 549-563
1.

550-564

PTKSDPRCLTRYYSS
TKSDPRCLTRYYSSF
KSDPRCLTRYYSSFV
SDPRCLTRYYSSFVN
DPRCLTRYYSSFVNM
PRCLTRYYSSFVNME
RCLTRYYSSFVNMER
CLTRYYSSFVNMERD
LTRYYSSFVNMERDL
TRYYSSFVNMERDLA
RYYSSFVNMERDLAS

Conjunto solapante para DNIMVTFRNQASRPY

10

0NNV AW —

9

. 1783-1797
. 1784-1798
. 1785-1799
. 1786-1800
. 1787-1801
. 1788-1802
. 1789-1803
. 1790-1804

1791-1805

10. 1792-1806
11. 1793-1807

RAEVEDNIMVTFRNQ
AEVEDNIMVTFRNQA
EVEDNIMVTFRNQAS
VEDNIMVTFRNQASR
EDNIMVTFRNQASRP
DNIMVTFRNQASRPY
NIMVTFRNQASRPYS
IMVTFRNQASRPY SF
MVTFRNQASRPYSFY
VTFRNQASRPYSFYS
TFRNQASRPYSFYSS

Conjunto solapante para SLYISQFIIMYSLDG

1.2109-2123
2.2110-2124
5 3.2111-2125

RQKFSSLYISQFIIM
QKFSSLYISQFIIMY
KFSSLYISQFIIMYS
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4,2112-2126 FSSLYISQFIIMYSL
5.2113-2127 SSLYISQFIIMYSLD
6.2114-2128 SLYISQFIIMYSLDG
7.2115-2129 LYISQFIIMYSLDGK
8.2116-2130 YISQFIIMYSLDGKK
9.2117-2131 ISQFIIMYSLDGKKW
10.2118-2132 SQFIMYSLDGKKWQ
11.2119-2133 QFIIMYSLDGKKWQT
Conjunto solapante para PPIIARYIRLHPTHY
1.2156-2170 HNIFNPPIIARYIRL
2.2157-2171 NIFNPPIIARYIRLH
3.2158-2172 IFNPPIIARYIRLHP
4.2159-2173 FNPPIIARYIRLHPT
5.2160-2174 NPPIHARYIRLHPTH
6.2161-2175 PPIIARYIRLHPTHY
7.2162-2176 PIIARYIRLHPTHYS
8.2163-2177 MARYIRLHPTHYSI
9.2164-2178 IARYIRLHPTHYSIR
10. 2165-2179 ARYIRLHPTHYSIRS
11.2166-2180 RYIRLHPTHYSIRST

Conjunto solapante para RYLRIHPQSWVHQIA

1.2317-2331 PPLLTRYLRIHPQSW

2.2318-2332 PLLTRYLRIHPQSWV

3.2319-2333 LLTRYLRIHPQSWVH
4.2320-2334 LTRYLRIHPQSWVHQ
5.2321-2335 TRYLRIHPQSWVHQI
6.2322-2336 RYLRIHPQSWVHQIA
7.2323-2337 YLRIHPQSWVHQIAL
8.2324-2338 LRIHPQSWVHQIALR
9.2325-2339 : RIHPQSWVHQIALRM
10. 2326-2340 IHPQSWVHQIALRME
11.2327-2341 HPQSWVHQIALRMEV

Lista de secuencias

<110> Apitope Technology (Bristol) Limited
<120> PEPTIDOS

<130> P031150WO
<150> GB 0723712.6
<151> 04-12-2007

<160> 96

<170> PatentIn versién 3.5
<210> 1

<211> 2351

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 1
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Met Gln Ile Glu Leu Ser Thr Cys Phe Phe Leu Cys Leu Leu Arg Phe

Cys Phe Ser Ala Thr Arg Arg Tyr Tyr Leu Gly Ala Val Glu Leu Ser
20 25 - 30

Trp Asp Tyr Met Gln Ser Asp Leu Gly Glu Leu Pro Val Asp Ala Arg
35 - 40 45

Phe Pro Pro Arg Val Pro Lys Ser Phe Pro Phe Asn Thr Ser Val Val
50 55 60

Tyr Lys Lys Thr Leu Phe Val Glu Phe Thr Asp His Leu Phe Asn Ile.
65 70 ' ' 75 80

Ala Lys Pro Arg Pro Pro Trp Met Gly Leu Leu Gly Pro Thr Ile Gln
85 90 , 95

Ala Glu Val Tyr Asp Thr Val Val Ile Thr Leu Lys Asn Met Ala Ser
100 105 ‘ 110

‘His Pro Val Ser Leu His Ala Val Gly Val Ser Tyr Trp Lys Ala Ser
115 - - 120 125

Glu Gly Ala Glu Tyr Asp Asp Gln Thr Ser Gln Arg Glu Lys Glu Asp
130 135 140

Asp Lys Val Phe Pro Gly Gly Sér His Thr Tyr Val Trp Gln Val Leu
145" 150 155 160

Lys Glu Asn Gly Pro Met Ala Ser Asp Pro Leu Cys Leu Thr Tyr Ser
165 i70 - 175
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Tyr
sy
Gln
Lys
225
Ala
Val
Tyr
Phe
Leu

305

Asp

Asp

Gln

Leu

Pro

385

Trp

Leu

Leu

Ala

Thr

210

Ser

Ala

Asn

Trp

Leu

290

Glu

Leu

Gly

Leu

Thr

370

Ser

Val

Val

Ser

His

180

Leu

195

Leu

Trp

Ser

Arg

Leu

His

His

Ala

Ser

- 260

His

275

Glu

Ile

Gly

Met

Arg

355

Asp

Phe

His

Leu

Val

Gly

Ser

Gln

Glu
340

Met

Ser

Ile

Tyr

Ala
420

Val

Val.

Lys

Ser

Arg

245

Leu

Ile

His

Pro

Phe

325

Ala

Lys

Glu

Gln

Ile

405

Pro

Asp

Cys

Phe

Glu

230

Ala

Pro

Gly

Thr

Ile

310

Leu

Tyr

Asn

Met

Ile

Leu

Arg

Ile

215

Thr

Trp

Gly

Met

Phe

295

Thr

Leu

val

Asn

Asp

375

Arg

390

Ala

Asp

‘Ala

Asp

ES 2458315713

Val '

Glu

200

Leu

Lys

Pro

Leu

Gly

280

Leu

Phe

Phe

Lys

Glu

360

Val

Ser

Glu

Arg

Lys
185
Gly
Leu
Asn

Lys

Ile

265

Thr
Val
Leu
Cys
Val
345
Glu
Val
val

Glu

Ser
425

Asp

Ser

Phe

Ser

Met
250
Gly
Thr
Arg
Thr
His
330

Asp

Ala

Arg

Ala

Glu

410

Tyr

20

Leu
Leu
Ala
Leu
235
His
Cys

Pro

Asn

Ala:

315

Ile

Ser

Glu

Phe

Lys

385

Asp

Lys

Asn

Ala

Ser Gly

Lys

205

Valv
220
Met
Thr
His
Glu
His
300
Gln
Ser
Cys
Asp
Asp
380
Lys

Trp

Ser

Phe

Gln

Val

Arg

Val

285

Arg

Thr

Ser

Pro

Tyr

365

Asp

His

Asp

Gln

130

Glu

Asp

Asp

Asn

Lys

Leu

Lys

Glu

Gly
255

Ser

270 .

His

Gln

Leu

His

Glu

350 -

Asp

Asp

Pro

Tyr

Tyr
430

Ser

Ala

Leu

Gln

335

Glu

Asp

Asn

.Lys

Ala
415

Leu

Ile

Thr

Asp
240
Tyr
val
Ile
Ser
Met
320
His
Pro
Asp
Ser
Thr
400

Pro

Asn



Asn
Ala
Ser
465
Leu
His
Gly
Lys
Pro
545

Asp

Ser

Asn
Pro
625
Phe

Tyr

Ser

Gly

Tyr

450

Ile

Gly

Val

Tyr

530

Arg

Leu

Val

Leu

Ile

610

Glu

Asp

Ile

Gly

Pro
435

Thr

Ile

Ile

Ile

Lys

515

Cys

Ala

Asp

Phe

595

Gln

Phe

Ser

Leu

Tyr
675

Gln
Asp
Leu
Phe
Thr
500
His
Trp
Leu
Ser
Gln
580
Ser
Arg
Gln
Leg
Ser

660

Thr

Arg

Glu

Lys

485

Asp

Leu

Thr

Thr

Gly

565

Arg

vVal

Phe

Ala

Gln

645

Ile

Phe

Ile

Thr-

Pro
470
Asn
Val
Lys
Val
550
Leu
Gly
Phe
Leu
Ser

630

Leu

Gly

Lys

Gly

Phe
455

Leu

Gln

Arg

Asp

Thr

535

Tyr

Ile

Asn

Asp

Pro

615

Asn

Ser

Ala

His
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Arg
440
Lys
Leu
Ala
Pro
Phe
520
V;l
Tyr
Gly
Gln
Glu
600
Asn
Ile
Val

Gln

Lys
680

Lys
Thr
Tyr
Ser
Leu
505
Pro
G}u
Ser
Pro
Ile
585
Asn
Pro
Met
Cys
Thr

665

Met

Tyr
Arg
Gly
Arg
490
Tyr
Ile
Asp
Ser
Leu
570
Met
Arg
Ala
His
Leu
650

Asp

Val

21

Lys
Giu
Glu
475
Pro
Ser
Leu
Gly
Phe
555
Leu
Ser
Ser
Gly
Ser
635
His

Phe

Tyr

Lys

Ala

460

Val

Tyr

Arg

Pro

Pro
540

Val

Ile

Asp

Trp

Val

620

Ile

Glu

Leu

Glu

Val
445

Ile

Gly

Asn

Arg

Gly
525

‘Thr

Asn

Cys

Lys

Tyr

605

Gln

Asn

val

Ser

Asp
685

Arg

Gln

Asp

Ile

Leu

510

Glu

Lys

Met

Tyx

Arg

530

Leu

Leu

Gly

Ala

Val

670

Thr

Phe

His

Thr

Tyr

495

Pro

Ile

Ser

Glu

Lys

575

Asn

Thr

Glu

Tyr

Tyr

655

Phe

Leu

Met

Glu

Leu

480

Pro

Lys

Phe

Asp’

Arg

560

Glu

Val

Glu

Asp

Val

640

Trp

Phe

Thr



Leu

" Gly

705

Met

Tyr

Asn

Ser

Ile

785

Ile

Pro

Glu

Ser

Asp

865.

Lys

vVal

Leu

Pro

Phe

690

Leu

Thr

Tyr

Asn

Thr

770

Glu

Gln

Thr

Thr

Leu

850

Met

Leu

Ser

Ala

Val
930

Pro
Trp
Ala
Glu
Ala
155
Arg
Lys
Asn
Pro
Phe
835

Ser

Val

Gly

Ser

Ala
915

His

Phe

Ile

Leu

Asp

740

Ile

Gln

Thr

Val

His

820

Ser

Glu

Phe

Thr

Thr

200

Gly

Tyr

Ser

Leu

Leu

725

Ser

Glp

Lys

Asp

Ser

805

Gly

Asp

Met

Thr

Thr
885

Ser

Thr

Asp

Gly
Gly
710
Lys

Tyr

Pro

Gln

Pro
790

Ser

Leu

Asp

Thr

Pro

870

Ala

Asn

Asp

Ser

Glu
695
Cys
Val

Glu

Phe
775

Trp

'Ser

Ser

Pro

His

855

Glu

Ala

Asn

Asn

Gln
935
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Thr

His

Ser

Asp

Ser

760

Asn

Qhe

Asp

Leu

Ser

840

Phe

Ser

Tﬁr

Leu

Thr

920

Leu

Val

Asn

Ser

Ile

745

Phe

Ala

A_la_

Leu
Ser

825

Pro

Gly

Glu

Ile

905

Ser

Asp

Phe

Ser

Cys

730

Ser

Ser

Thr

His

Leu

810.

Asp

Gly

Pro

Leu

Leu

1890

Ser

Ser

Thr

22

Met

Asp

715

Asp

Ala

Gln

Thr

Arg

795

Met

Leu

Ala

Gln

Gln
875

Lys

Thr

Leu

Thr

Ser
700
Phe
Lys
Tyr
Asn
Iie
780
Thr
.Leu
Gln
Ile
Leu
860
Leu
Lys
Ile

Gly

Leu
940

Met

Arg

Asn

Leu

Ser

765

Pro

Pro

Leu

Glu

Asp

845

His

Arg

Leu

Pro

Pro

925

Phe

Glu

Asn

Thr

Leu

750

Arg

Glu

Met

Arg

Ala
830

Ser

His
Leu
Asé
Ser
910

Pro

Asn

Arg
Gly
735
Ser
His
Asn
Pro
Gln
815
Lys
Asn
Ser
Asn
Phe
895
Asp

Ser

Lys

Pro

Gly

.720

Asp
Lys
Pro
Asp
Lys
800
Sér
Tyr
Asn
Gly
Glu
880
Lys
Asn

Met

Lys



Ser

945

Asn

Ser

Lys

Leu

Asn

Leu

Ser

Met

Ser

Lys

Ser

Gln

Ser

Gly

Gly

ES 2458315713

Ser Pro Leu Thr Glu Ser Gly Gly Pro Leu Ser Leu Sexr Glu Glu
950 955 960

Asn Asp Ser Lys Leu Leu Glu Ser Gly Leu Met Asn Ser Gln Glu
965 : 970 975

Ser Trp Gly Lys Asn Val Ser Ser Thr Glu Ser Gly Arg Leu Phe
980 985 990

Gly Lys Arg Ala His Gly Pro Ala Leu Leu Thr Lys Asp Asn Ala

995 1000 1005

Phe Lys Val Ser Ile Ser Leu Leu Lys Thr Asn Lys Thr Ser
1010 1015 _ 1020 ‘

Asn Ser Ala Thr Asn Arg Lys Thr His Ile Asp Gly Pro Ser
1025 1030 ©1035

Leu Ile Glu Asn Ser Pro Ser Val Trp Gln Asn Ile Leu Glu
1040 1045 1050

Asp' Thr Glu Phe Lys Lys Val Thr Pro Leu Ile His Asp Arg

1055 : 1060 S 1065

Leu. Met Asp Lys Asn Ala Thr Ala Leu Arg Leu Asn His Met
1070 1075 | 1080

Asn ' Lys Thr Thr Ser Ser Lys Asn Met Glu Met Val Gln Gln
1085 1090 1095

Lys Glu Gly Pro Ile Pro Pro Asp Ala Gln Asn Pro Asp Met
1100 ‘ 1105 . 1110

Phe Phe Lys Met Leu Phe Leu Pro Glu Ser Ala Arg Trp Ile
1115 1120 1125

Arg Thr His Gly Lys Asn Ser Leu Asn ‘Ser Gly &ln Gly Pro,
1130 1135 1140

Pro Lys Gln Leu Val Ser Leu Gly Pro Glu Lys Ser Val Glu
1145 . 1150 1155

Gln Asn Phe Leu Ser Glu Lys Asn Lys Val Val Val Gly Lys
1160 1165 1170

Glu Phe Thr Lys Asp Val Gly Leu Lys Glu Met Val Phe Pro
1175 1180 1185

23



Ser

Asn

Lys

His

Leu

Ala

Glu

Lys

Ser
1190

Asn
1205

Lys
1220

Thr
1235

Ser
1250

Pro
1265

Thr
1280

Asn

Arg

Thr

Glu

Val

" Thr

Val

Lys

Leu

1295

Tyr

1310

Asn

Leu

Asp

Ser

Ile

Ile

Ser

Phe
1325

Pro
1340

Thr

11355

Thr
1370

Thr
1385

Pro
1400

Phe
1415

Ala

Val

Leu

Ser

Leu

Gln

Gln

Pro

Asn

His

Thr

Thr

Arg

Leu

Lys

Glu

Cys

Thr

Glu

Thr

Thrx

Ser

‘Ala

Ser

Leu

Asn

Leu

Gly

Gln

Gln

His

Gly

Thr

Gln .

Glu
Gln
61n
Pro
Asn

Ile

-Phe

Gln

Ile

Thr

Asn

Asp

Thr

Leu

Thr

Arg

Thr

Trp

Ile

Leu

Arg

Arg

Leu
1195

Glu
1210

Gln
1225

Lys
1240

Val
1255

Phe
1270

Ala
1285

Gly
1300

Arg
1315

Ser
1330

Glu
1345

Ser
1360

Asp
1375

Ser
1390

Ser
1405

Pro
1420
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Thr
Lys
Glu
Asn
Glu
arg
H%s
Asn
I;e
iys
Leu
Lys
Tyr
Asp
Pro

Ile

Asn
Lys
Asn
Phe
Gly
Ser
Phe
Gin

Ser

Glu
Asn
Asn
Cys
Leu

Tyr

Leu

Ile

Val

Met

Ser

Leu

Ser

Thr

Pré

Ala,

Lys

Met

Glu.

Leu

Pro

Leu

24

Asp
Glp
Val
Lys
Tyr
Asn
Lys
Lys
Asn
Leu

Arg

Asn
1200

Glu
1215

Leu
1230

Asn
1245

Asp
1260

Asp
1275

Lys
1290

Gln
1305

Thr
1320

Lys
1335

Ile

1350

Lys

Lys

Thr

Ile

Thr

His
1365

Glu

11380

Axrg
1385

Ala
1410

‘Arg

1425

Feu
Glu
Pro
Leu
Gly
Ser
Gly
Ile
Ser
Gln
Ile

Leu

Lys

Ser

Lys

Val

His
Ile
G}n
Phe
Ala
Thr
Glu
val
Gln
Phe
Val
Thr
Gly
His
Val

Leu

Glu
Glu’
Ile
Leu
Tyr
Asn
Glu
Glu
Gln
Arg
Asp
Pro
Aia
Ser
Ser

Phe



Gln

Asp

Lys

Asp

Val

Leu

Ile

Asp
1430

Ser
1445

Asn
1460

Gln
1475

Thr
1490

Pro
1505

Tyr

. 1520

Pro
Glu
' Pro
Lys
I;e
Thr
Glu
Pro

Leu

Gly
1535

Gly
1550

Phe
1565

Leu
1580

Pro
1595

Ala

1610

Ser
1625

Glu
1640

Cys
1655

Asn Ser Ser

A

Gly val Gln

Asn Leu

Arg Glu

Tyr Lys

Lys Thr

Gln Lys

His Leu

Ala Ile

‘Leu Arg

Leu Asp

Lys Glu

Phe’ Lys

Asn His

Ile Glu

Ser Gln

Ser

Val

-Lys

Ser

Asp

Lys

Val

Pro

Glu

Lys

Ala

Val

Asn

His

Glu

Leu

Gly

val

Gly

Leu

Leu

Trp
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Leu
1435

Ser
1450

Ala
1465

Ser
1480

Glu

1495

Lys
1510

Phe

1525

Val
1540

Asn

1555

Ala
Leu
Trp
Lys
Ile

Thr

Pro-

Thr
1570

Ala
1585

Lys
1600

Asp
1615
Ala
1630

Trp
1645

Pro
1660

Pro

Ser

Ile

Leu

Asn

Val

"Pro

Glu

Glu

Glu

Trp

Ser

Thr

Ala

Ala

Val

Ala
His
Leu
Gly
Thr
Glg
Thr
Gly
Ala
Ser
Asp
Gln
Ile

Ile

Lys

Leu

25

Ala

Phe

Thr

Thr

Val

Leu

Glu

Ser

Asn

Ser

Asn

Glu

Leu

‘Asn

Gln

Lys

Ser

Leu

Leu

Ser

Leu

Leu

Thr

Leu

Arg

Ala.

His

Lys

Ser

Glu

Tyr
1440

Gln
1455

Glu
1470

Ala
1485

Pro
1500

Pro
1515

Ser
1530

Leu
1545

Pro
1560

Lys
1575

Tyr
1590

Ser
1605

Leu
1620

Gly

Arg

Gly

Met

Thr

Lys

Lys

Asn

Gln

Gly

Thr

Gly .

'Pro

Asn

Gln

1635

Gly

Arg

Arg
1650

His
1665

Thr

Gln

Lys

Ala

Thr

Asn

Pro

‘'Val

Gly

Gly

Lys

Pro

Thr

‘Glu

Ala

Asn

Glu

Arg

Lys

Lys

Gly

Ser

Asp

His

Ser

Thr

Val

Ser

Gln

Lys

Cys

Lys

Arg

Glu



Ile
Asp
Tyr
Thr
Gly
e
Asp
His
Asn
Phe
Ala
Tyr
Phe
Lys
Thr

Glu

Thr
1670

Asp
1685

Asp
1700

Arg
1715

Met
1730

Ser
1745

Gly
1760

Leu
1775

Ile
1790

Tyr
1805

Glu
1820

Phe

1835

Asp
1850

Asp
1865

Asn
1880

Phe

1895

Arg

Thr

Glu

His

Ser

Val

Ser

Gly

Met

Ser

Pro

Trp

Cys

Val

Thr

Ala

Thr

Ile

Asp

Tyr

Ser

Pro

Phe

Leu

Val

Ser

Arg

Lys

Lys

His

Leu

Leu

Thr

Ser

Glu

Phe

Ser

Gln

Thr

Leu

Thr

Leu

Lys

Val

Ala

Ser

Asn

Phe

Leu

val

Asn

Ile

Pro

Phe

Gln

Gly

Phe

Ile

Asn

Gln

Trp

Gly

Pro

Phe

Gln
1675

Glu
1690

Gln
1705

Ala
1720

His
1735

Lys
1750

Pro
1765

Pro
1780

Arg
1795

Ser
1810

Phe
1825

His
1840

Ala
1855

Leu
1870

Ala
1885

Thr
1900
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Ser

Met

Ser

Ala

Val

Lys

Leu

Tyr

Asn

Tyr

val

His

Tyr

Ile

His

Ile

Asp

Lys

Pro

Val

Leu

Val

Tyr

Ile

Gln

Glu

Lys

Met

Phe

Gly

Gly

Phe

Gln
Lys
Arg
Glu
Arg
Val
Arg
A
Ala
Glu
Pro
Ala
Ser
Pro
Arg

Asp

26

Glu
Glu
Ser
Arg
Asn
Phe
Gly
Ala
Ser
Asp
Asn
Pro
Asp
Leu
e

Glu

Glu
1680

Asp
1695

Phe
1710

Leu
1725

Arg
1740

Gln
1755

Glu
1770

Glu
1785

Arg
1800

Gln
1815

Glu

Ile

Phe

Gln

Trp

Ala

Glu

Leu

vVal

Pro

Arg

Thr

1830 .

Thr
1845

Val
1860

Leu
1875

Val
1890

Thr
1905

Lys

Asp

Val

Thr

Lys

Asp
Asp
Lys
Asp
Gln
Phe
Asn
Glu
Tyr
Gln
Lys

Asp

Leu

Cys

Val

Ser

Tyr
I}e
Lys
Tyr
Ser
Thr
Glu
Asp

Ser

Thr

Glu

Glu

His

Gln

Trp



Tyxr
Ile
Ala

~Ala

Asﬁ

Val

Pro

Ile

‘Met

Leu

Ser

Tyr

Trp

Lys

Gln

Tyr

Phe
1910

Gin
1925

Ile

Thr

Met

Asn

1940

Gln
1955

Glu
1970

Arg
1385

Gly
2000

Trp
2015

Ser
2030

Gly
2045

Gly
2060

Ser’

2075

Ile
2090

Thr

12105

Phe
2120

Arg
2135

Asp

Asn

Lys

Val

Arg

Thr

Met

Gln-

Gly

Lys

Gln

Ile

Gly

Glu

Glu

‘Gln

Iie
Lys
Phe
Vél
Leu
Ala
Tyr
Ser
Val
Gly
Ile

Asn

Asn
Asp
Tyr
Arg
His
Glu
Glu
Glu
Phe
Ser
Gly
Ile
Asp
Ala
Met

Ser

Met
Pro
Ile
Ile
Ser
Glu
Thr
CYS
Leu
Gly
Gln
Asn
Leu

Arg

.Tyr

Thr
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Glu
1915

Thr
1930

Met
1945

Arg
1960

Ile
1975

Tyr
1930

Val

2005

Leu
2020

Val
2035

His
2050

Trp
2065

Ala
2080

Leu
2095

Gln
2110

Ser
2125

Gly
2140

Afg
Phe
Asp
Trp
His
Lys
Glu
Ile
Tyr
Iie
Ala
Trp
Ala
Lys
Leu

Thr

Asn
Lys
Thr
Tyr
Phe
Mét
Met
Gly
Ser
Arg
Pro
Ser
Pro
Phe
Asp

Leu

Cys

Glu

Leu

Leu

Ser

Ala

Leu

Glu

Asn

Asp

Lys

Thr

Met

Ser

Gly

Met

27

Arg

Asn

Pro

Leu

Leu

Ala
1920

Tyr
1935

Gly
1950

Ser
1965

His

1980

Tyr

1995

Pro

His

Lys

Phe

Leu

Lys

Ile

Ser

Lys

Val

Ser
2010

Leu
2025

Cys

2040

Gln
2055

Ala
2070

Glu
2085

Ile

2100°

Leu
2115

Lys
2130

Phe
2145

Pro

Arg

Leu

Met

Val

Asn

Lys

His

Gln

Ile

Pro

His

Tyr

Trp

Phe

Cys

Phe

Val

Gly

Phe

Leu

Ala

Thr

Thr

Leu

Phe

Gly

Ile

Gln

Gly

Asn

His

Met

Ser

Thr

Tyr

Gly

Gly

Pro

Ala

His

Ser

Ile

Ser

Thr

Asn
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Val Asp Ser Ser Gly Ile Lys His Asn
2150 _ 2155

Ile Ala Arg Tyr Ile Arg Leu His Pro
2165 2170

Ser Thr Leu Arg Met Glu Trp Met Gly
2180 2185

‘Ser Met Pro Leu Giy Met Glu Ser Lys
2195 2200

Ile Thr Ala Ser Ser Tyr Phe Thr Asn
2210 2215

Pro Ser Lys Ala Arg Leu His Leu Gln
2225 2230

‘Arg Pro 'Gln Val Asn Asn Pro Lys Glu
2240 ' 2245

Gln Lys Thr Met Lys Val Thr Gly Val
2255 2260 -

Ser Leu Leu Thr Ser Met Tyr Val Lys
2270 2275

Ser Gln Asp Gly His Gln Trp Thr Leu
2285 ‘ 2290

Val Lys Val Phe Gln Gly Asn Gln Asp
2300 . 2305

Asn Ser Leu Asp'Pio Pro Leu Leu Thr
2315 2320

_Pro Gln Ser Trp Val His Gln Ile Ala’

2330 . 2335

Gly Cys Glu Ala Gln Asp Leu Tyr
2345 2350
<210>2
<211>9
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido sintético
<400> 2
Leu Tyr Ile Ser Gln Phe Ile Ile Met
1 5
<210> 3
<211>9

28

Ile
Thr
Cys
Ala
Met
Gly
Trp
Thr
Giu
Phe

Ser

Arg_

Leu

Phe

His

Asp

Ile

Phe

Arg

Leu

Thr

Phe

Phe

Phe

Tyr

Arg

Asn
2160

Tyr
2175

Leu
2190

Ser

Pro

Ser

Asn

Asp

2205

Ala
2220

Ser
2235

Gln
2250

Gln
2265

Leu
2280

Gln
2295

Thr
2310

Leu
2325

Met
2340

Thr

Asn

vVal

Gly

Ile

Asn

Pro

Arg

Glu

Pro

Ile

Ser

Ala

Trp

Ala

Asp

Val

Ser

Gly

Val

Ile

Val

Ile
Afg
Cys
Gln
Ser
Trp
Phe
e

Ser

Val
His

Leu



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 3

Phe Ile Ile Met Tyr Ser Leu
1 5

<210>4

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 4

Ile Ala Arg Tyr Ile Arg Leu
1 5 .

<210>5

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 5

Leu Ile Ile Phe Lys Asn Gln
1 5

<210> 6

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 6

Leu Thr Arg Tyr Tyr Ser Ser
1 5

<210>7

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 7

Met Val Thr Phe Arg Asn Gln
1 5

<210>8

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 8

Leu Arg Ile His Pro Gln Ser
1 5

<210>9

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400>9

Pro Arg Cys Leu Thr Arg Tyr
1 5

<210> 10

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

ES 2458315713

Asp Gly

His Pro

Ala Ser

Phe Val

Ala Ser

Trp Val

Tyr Ser Ser Phe Val Asn Met Glu

10

29

15
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<220>

<223> Péptido sintético

<400> 10

Asp Asn Ile Met Val Thr Phe Arg Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr
1 5 : - 10 15
<210> 11

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 11

Ser Leu Tyr Ile Ser Gln Phe Ile Ile Met Tyr Ser Leu Asp Gly
1 5 10 15
<210> 12

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 12

Pro Pro Ile Ile Ala Arg Tyr Ile Arg Leu His Pro Thr His Tyr
1 5 10 15
<210> 13

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 13

Asp Thr Leu Leu Ile Ile Phe Lys Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyrx
1 - 5 10 . 15
<210> 14

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 14

Arg Tyr Leu Arg Ile His Pro Gln Ser Trp Val His Gln Ile Ala
1 5 ; 10 15
<210> 15

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 15

Leu Tyr Ile Ser Gln Phe Ile Ile Met Met Tyr Ser Leu Asp Gly Lys
1 5 10 - 18
<210> 16

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 16

Arg Gln Lys Phe Ser Ser Leu Tyr Ile Ser Gln Phe Ile Ile Met
1 5 10 15
<210> 17

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

30
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<223> Péptido sintético
<400> 17

Gln Lys Phe Ser Ser
1 5
<210> 18

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 18

Lys Phe Ser - Ser Leu
1 ' 5
<210> 19

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 19

Leu Tyr

Tyr

Ile

ES 2458315713

Ile

Ser

Serxr

Gln

Phe Ser Ser Leu Tyr Ile Ser Gln Phe

1 . 5
<210> 20

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 20

Ser Ser Leu Tyr Ile
1 5
<210> 21

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 21

Tyr Ile Ser Gln Phe
1 5
<210> 22

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 22

Ile Ser Gln Phe Ile
1 5
<210> 23

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 23

Ser Gln Phe Ile Ile
1 : 5

<210> 24

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético

Ser

Ile

Ile

Met

Gln

Ile

Met

Tyr

Phe

Met

Tyr

Ser

Ile

Tyr

Ser

Leu_

‘Gln Phe Ile Ile Met
10

Phe Ile Ile Met Tyr
10

Ile Ile Met Tyr Ser
10

Ile Met Tyr Ser Leu
10

‘Ser Leu Asp Gly Lys

10

Leu Asp Gly Lys Lys
10

Asp Gly Lys Lys Trp
10

31

Tyr
15

Ser
15

Leu
15

Asp

Lys
15

Trp
15

Gln
15
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<400> 24

Gln Phe Ile Ile Met
1 5
<210> 25

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 25

Phe Ile Ile Met Tyr
1 5
<210> 26

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 26

Ile Ala Arg Tyr Ile
1 ' 5
<210> 27

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 27

Ile Ile Ala Arg Tyr
1 S
<210> 28

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 28

Pro Ile Ile Ala Arg
1 5
<210> 29

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 29

Asn Pro Pro Ile Ile
1 5
<210> 30

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 30

Phe Asn Pro Pro Ile
1 5
<210> 31

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 31

Tyr Ser

Ser Leu

Arg Leu

Ile Arg

Tyr Ile

Ala Arg

Jle Ala

ES 2458315713

Leu Asp Gly Lys Lys Trp Gln Thr
10

Asp

His

Leu

Arg

Tyr

Arg

Gly

Pro

His

Leu

Ile

Tyr

Lys Lys
10

Thr His
10.

Pro Thr

His Pro
10

Arg Leu
10

Ile Arg
10

32

Trp Gln Thr

Tyr Ser Ile

His Tyr Ser

Thr His Tyr

His Pro Thr

Leu His Pro

15

Tyr
15

Arg
15

Ile
15

Ser
15

His
15

Thr
15
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Ile Phe Asn Pro Pro Ile Ile Ala Arg
1 5

<210> 32

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 32

Leu Ile Ile Phe Lys Asn Gln Ala Ser
1 5

<210> 33

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 33

Leu Leu Ile Ile Phe Lys Asn Gln Ala
1 5

<210> 34

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 34

Thr Leu Leu Ile Ile Phe Lys Asn Gln
1 5

<210> 35

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 35

Gly Asp Thr Leu Leu Leu Ile Ile Phe
1 5

<210> 36

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 36 .
Val Gly Asp Thr Leu Leu Leu Ile Ile
1 .57

<210> 37

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 37

Glu Val Gly Asp Thr Leu Leu Leu Ile
1 5
<210> 38
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido sintético
<400> 38

Lys Ser Asp Pro Arg Cys Leu Thr Arg
1 5

Tyr Ile Arg Leu His Pro
10 15

Arg Pro Tyr Asn Ile Tyr
10 15

Ser Arg Pro Tyr Asn Ile
10 15

Ala Ser Arg Pro Tyr Asn
10 15

Lys Asn Gln Ala Ser Arg Pro
10 15

Phe Lys Asn Gln Ala Ser Arg
10 15

Ile Phe Lys Asn Gln Ala Ser
10 15

Tyr Tyr Ser Ser Phe Val
10 15

33
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<210> 39

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial -
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 39

Ser Asp Pro Arg Cys
1 . )
<210> 40

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 40

Asp Pro Arg Cys Leu
1 : : 5
<210> 41

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 41

Arg Cys Leu Thr Arg
1 )

<210> 42

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 42

Cys Leu Thr Arg Tyr
1 5
<210> 43

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 43

Leu Thr Arg Tyr Tyr
1 5

<210> 44

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 44

Glu Val Glu Asp Asn
1 5

<210> 45

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 45

Val Glu Asp Asn Ile
1 . 5
<210> 46

Leu

Thr

Tyr

Ser

Ile

Met

Thr

Arg

Tyr

Ser

Ser

Met

Val

ES 2458315713

Arg

Tyr

Ser

Ser

Phe

Val

Thr

Tyr

Tyr

Ser

Phe

val

Thr

Phe

Tyr
10

Ser
10

Phe
10

Val
10

Asn
10

Phe
10

Arg
10

34

Ser

Ser

Val

Asn

Met

Arg

Asn

Ser

Phe

Asn

Met

Glu

Asn

Gln

Phe

val

Met

Glu

Arg

Gln

Ala

Val

Asn

Glu

Arg

Asp

Ala

Ser

Asn
15

Met
15

Arg
15

Asp

Leu
15

Ser
15

Arg
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<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 46

Glu Asp Asn Ile Met Val Thr Phe Arg Asn
1 S 10

<210> 47

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 47

Asn Ile Met Val Thr Phe Arg Asn Gln Ala
1 5 10

<210> 48

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 48

Ile Met Val Thr Phe Arg Asn Gln Ala Ser
1 5 10

<210> 49

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 49

Met Val Thr Phe Arg Asn Gln Ala Ser Arg
1 5 10

<210> 50

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 50

Leu Arg Ile His Pro Gln Ser Trp Val His

1 5 . 10

<210> 51

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 51

Tyr Leu Arg Ile His Pro Gln Ser Trp Val

1 : 5 10

<210> 52

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 52

Thr Arg Tyr Leu Arg Ile His Pro Gln Ser
5

1
<210> 53
<211> 15

35

Gln Ala Ser Arg Pro
15

Ser Arg Pro Tyr Ser
15

Arg Pro Tyr Ser Phe
15

Pro Tyr Ser Phe Tyr
: 15

Gln Ile Ala Leu Arg
15

His Gln Ile Ala lLeu
15

-Trp Val His Gln'Ile
15
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 53

Leu Thr Arg Tyr Leu
1 5
<210> 54

<211>15.

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 54

Leu Leu Thr Arg Ty
1 5.
<210> 55

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 55

Pro Leu Leu Thr Arg
1 . 5
<210> 56

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 56

Gly Thr Leu Met Val
1 5
<210> 57

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 57

Thr Gln Thr Leu His
1 5
<210> 58

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 58

Pro Pro Leu Leu Thr
1 5
<210> 59

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 59

Met His Thr Val Asn
1 5
<210> 60

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Arg

Leu

Tyr

Phe

Lys

Arg

Gly

Ile

Arg

Leu

Phe

Phe

Tyr

Tyr

ES 2458315713

His Pro

Ile His

Arg Ile

Gly Asn

Ile Leu

Leu Arg

Val Asn

Gln
10

Pro

His
10

Val
10

Leu
10

Ile
10

Arg
10

36

Ser

Gln

Pro

Asp

Phe

His

Ser

Trp Val

Ser Trp

Gln Ser

Ser Ser

Ala Val

P;o Gln

Leu Pro

His

Val

Trp

Gly

Phe

Ser

Gly

Gln
15

His

Val
15

Ile
15

Asp
15

Trp
15

Leu
15
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<220>

<223> Péptido sintético

<400> 60

Leu Gly Gln Phe Leu Leu Phe Cys His Ile Ser Ser His Gln His
1 5 10 15
<210> 61

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 61 .

Thr Glu Asn Ile Gln Arg Phe Leu Pro Asn Pro Ala Gly Val Gln
1 ’ 5 10 : 15
<210> 62

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 62

Gly Thr Leu Met Val
1 5
<210> 63

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 63

Thr Gln Thr Leu His
1 S
<210> 64

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 64

Ser Leu Tyr Ile Ser
1 )
<210> 65

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 65

Pro Pro Ile Ile Ala
1 5
<210> 66

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 66

Pro Pro Leu Leu Thr
1 5
<210> 67

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
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<400> 67

Met His Thr Val Asn

1 . , 5

<210> 68

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 68

Leu Gly Gln Phe Leu

1 5

<210> 69

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 69

Asp Thr Leu Leu TIle

1 : 5°

<210> 70

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 70

Pro Arg Cys Leu Thr
5

1
<210> 71
<211>5
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido sintético
<400> 71
Thr Glu Asn Ile Gln
1. : 5
<210> 72
<211>5
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido sintético
<400> 72
Asp Asn Ile Met Val
1 5
<210>73
<211>5
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido sintético
<400> 73
Arg Tyr Leu Arg Ile
1 5
<210> 74
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido sintético
<400> 74
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Tyr Gly Glu Val Gly Asp Thr Leu Leu Ile Ile Phe Lys Asn Gln
1 5 10 : 15
<210> 75

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 75

Gly Glu Val Gly Asp Thr Leu Leu Ile Ile Phe Lys Asn Gln Ala
1 5 10 ' 15
<210> 76

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 76 ‘ .

Glu Val Gly Asp Thr Leu Leu Ile Ile Phe Lys Asn Gln Bla Ser
1 ’ 5 10 . 15
<210> 77

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 77 _

Val Gly Asp Thr Leu Leu Ile Ile Phe Lys Asn Gln Ala Ser Arg
1 - - 5 - . 10 15
<210> 78

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 78

Gly Asp Thr Leu Leu Ile Ile Phe Lys Asn Gln Ala Ser Arg Pro
1 5 10 " 15
<210> 79

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 79

Ile Ile Phe Lys Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr Asn lle Tyr Pro
1 5 10 15

<210> 80

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 80

Ile Phe Lys Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr Asn Ile Tyr Pro His
1 5 10 . 15
<210> 81

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 81
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Pro Thr Lys Ser Asp

1

<210> 82
<211> 15
<212> PRT

5

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético
<400> 82

Thr Lys Ser Asp Pro

1

<210> 83
<211> 15
<212> PRT

5

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético
<400> 83

Thr Arg Tyr Tyr Ser

1

<210> 84
<211> 15
<212> PRT

5

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético
<400> 84

Arg Tyr Tyr Ser Ser

1

<210> 85
<211> 15
<212> PRT

5

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético
<400> 85

Arg Ala Glu Val Glu

1

<210> 86
<211> 15
<212> PRT

3

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético
<400> 86

Ala Glu Val Glu Asp

1

<210> 87
<211> 15
<212> PRT

5

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético
<400> 87

Val Thr Phe Arg Asn

1 i
<210> 88
<211> 15
<212> PRT

5

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético
<400> 88

Thr Phe Arg Asn Gln

1

5

Pro

Arg

Ser

Phe

Asp

Asn

Gln

Ala

Arg

Cys

Phe

Val

Asn

Ile

Ala

Ser

ES 2458315713

Cys

Leu

Val

Asn

Ile

Met

Ser

Arg

Leu

Thr

Asn

Met

Met

val

Arg

Pro

Thr
10

Arg
10

Met

Glu
10

Val
10

Thr
10

Pro

10

Tyr
10

40

Arg

Tyr

Glu

Arg

Thr

Phe

Tyx

Ser

Tyr Tyr

Tyr Ser

Arg Asp

Asp Leu

"Phe Arg

Arg Asn

Ser Phe

Phe Tyr

Ser

Ser

Leu

Ala

Asn

Gln

Tyr

Ser

Ser
15

Phe
15

Ala
15

Ser
15

Gln
15

Ala
15

Ser
15

Ser
15
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<210> 89

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 89

Leu Tyr Ile Ser Gln Phe Ile Ile Met Tyr Ser Leu Asp Gly Lys
1 5 10 15

<210> 90

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 90

His Asn Ile Phe Asn Pro Pro Ile Ile Ala Arg Tyr Ile Arg Leu
1 5 10 5 15

<210> 91

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 91

Asn Ile Phe Asn Pro Pro Ile Ile Ala Arg Tyr Ile Arg Leu His
1 : 5 10 ' 15

<210> 92

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 92

Ala Arg Tyr Ile Arg Leu His Pro Thr His Tyr Ser Ile Arg Ser
1 5 10 15

<210> 93

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 93

Arg Tyr Ile Arg Leu His Pro Thr His Tyr Ser Ile Arg Ser Thr
1 5 10 15

<210> 94

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 94

Arg Ile His Pro Gln Ser Trp Val His Gln Ile Ala Leu Arg Met
1 : 5 10 15

<210> 95

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 95

Ile His Pro Gln Ser Trp Val His Gln Ile Ala Leu Arg Met Glu
1 5 10 15

<210> 96

<211> 15
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 96
His Pro Gln Ser Trp Val His Gln Ile Ala Leu Arg Met Glu Val
1 ' 5 10 15
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REIVINDICACIONES
1. Péptido que consiste en una de las siguientes secuencias:
PRCLTRYYSSFVNME
VEDNIMVTFRNQASR
DNIMVTFRNQASRPY
IMVTFRNQASRPYSF
MVTFRNQASRPYSFY
VTFRNQASRPYSFYS
TKSDPRCLTRYYSSF
KSDPRCLTRYYSSFV
SDPRCLTRYYSSFVN
DPRCLTRYYSSFVNM
RCLTRYYSSFVNMER
CLTRYYSSFVNMERD
PPIIARYIRLHPTHY
PIIARYIRLHPTHYS
IARYIRLHPTHYSIR
ARYIRLHPTHYSIRS.
2. Composicion que comprende una pluralidad de péptidos segun la reivindicacién 1.

3. Péptido segun la reivindicacion 1, o composicion segun la reivindicacion 2, para su uso en la supresién o
prevencion de la produccién de anticuerpos inhibidores contra el factor VIII in vivo.

4. Péptido segun la reivindicacién 1, o composicidén segun la reivindicacion 2, para su uso en un método para tratar
hemofilia en un sujeto que comprende la etapa de administrar un péptido segun la reivindicacion 1, o una
composicién segun la reivindicacion 2, al sujeto.

5. Péptido o composicion segun la reivindicacion 4, en el que el sujeto tiene hemofilia A, y esta sometiéndose, o esta
a punto de someterse, a terapia de sustitucién de factor VIII.

6. Péptido o composicién segun la reivindicacion 4, en el que el sujeto tiene, o corre el riesgo de contraer, hemofilia
adquirida.

7. Péptido o composicion segun la reivindicacion 4, en el que el sujeto es HLA-DR2.
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—a— DNIMV
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FIG. 1
Proliferacion de CGL frente a péptidos de FVIII 1-6
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FIG. 1 conr.

Proliferacion de CGL frente a péptidos de FVIII 1, 3y 11
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FIG. 2
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FIG. 3

a) Proliferacion de CGL de ratones FVIII-/- a los que se les administro
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b) Proliferacion de CGL de ratones FVIII-/- a los que se les administro
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FIG. 3 conr

c) Proliferacion de CGL frente a péptidos 1, 3, 11,7y 8
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FIG. 4

F-M42

F-M42

-NILS ON

-1 T1dd
vlldd
-SIATS
FH1LOL S
FAWTILD E
AN 8
-NALHIN
-74091
F77La
-17104d
FOINTL

8 8 8 8

o Tp] = w2

od o o~
(jwyBd) 6 Z-11

F-M23

F-M23

= IIAL

FL1dd
-Viidd
~SIATS
"H1LOL
E-ANTLD
AN
"NALHA
- 14097
-I11.1.d

rOINIL
FANING

(lw/6d) 6 2-11

FNLLS ON

péptido

49



ES 2458315713

FIG. 4 conr.
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FIG. 5

Clones FVIII-/- especificos para DNIMV
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FIG. 6

Respuestas frente a FVIIl en todos los grupos
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FIG. 7a

Produccion de IL-2 media para péptidos

DNIMV solapantes (B clones)
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w
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FIG. 7b

Produccion de IL-2 media para peptidos
PRCLT solapantes (4 clones)

A produccion de IL-2 media

desplazamiento peptidico

péptido original
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FIG. 7c

Produccion de IL-2 media para péptidos solapantes
PPIA, DTLLI, SLYIS y RYLRI
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FIG. 7¢ cont

Examen de péptido solapante PPIIA: FM54 (clon DR2)
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FIG. 7¢C conr.
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Produccion de INFg de CGL en respuesta a FVIII
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