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DESCRIPCION
Péptidos derivados del factor VIl para uso en el tratamiento de la hemofilia A
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a péptidos, al menos parte de los cuales puede derivarse del factor VIII (FVIII). Los
péptidos se pueden usar para reducir o prevenir la formacion de anticuerpos inhibidores del factor VIII, por ejemplo,
en el tratamiento de la hemofilia A y de la hemofilia adquirida.

Antecedentes de la invencion
HEMOFILIA

La hemofilia pertenece a un grupo de trastornos sanguineos hereditarios entre los que se incluyen la hemofilia A, la
hemofilia B (enfermedad de Christmas) y la enfermedad de Von Willebrand.

En la hemofilia, la capacidad de la sangre para coagularse se ve gravemente reducida debido a la falta parcial o total
de un factor de coagulacién esencial, produciendo un aumento del tiempo de sangrado.

La hemofilia A es una deficiencia del factor de coagulacion VIII, mientras que la hemofilia B es una deficiencia del
factor de coagulacion IX. En ambas enfermedades, el gen defectuoso se encuentra en el cromosoma X, por lo que
las afecciones estan ligadas al cromosoma X. La hemofilia A es cinco veces mas comun que la hemofilia B.

La hemofilia es una afeccidn genética hereditaria que dura toda la vida, que afecta a las mujeres como portadoras y
a los varones que heredan la afeccion. Aproximadamente una tercera parte de los nuevos diagndsticos se da en
casos en los que no hay antecedentes familiares. Aparece en todo el mundo y se produce en todos los grupos
étnicos. Aproximadamente 6.000 personas padecen hemofilia en el R.U.

Las personas hemofilicas tienen hemorragia durante un periodo prolongado tras una lesién. Las lesiones externas
tales como cortes y rasgufios normalmente no plantean problemas graves: suele ser posible detener la hemorragia
aplicando cierto grado de presion y cubriendo la zona afectada (por ejemplo, con un parche).

El principal problema es la hemorragia interna de las articulaciones, en los musculos y en los tejidos blandos, que se
produce espontaneamente. La hemorragia interna, tal como la hemorragia cerebral, es muy dificil de tratar y puede
ser mortal. La hemorragia repetida en las articulaciones produce dolor agudo y puede producir artritis y/o dafio
articular a largo plazo que conduce a discapacidad.

Normalmente, el tratamiento de la hemofilia se realiza mediante el reemplazo del factor de coagulacion que falta. En
la hemofilia leve o moderada, se pueden administrar inyecciones en el momento en que se produce una hemorragia
(terapia a demanda). Sin embargo, en la hemofilia grave, se administran inyecciones profilacticas regulares para
ayudar a que se coagule la sangre y reducir al minimo la probabilidad de dafio articular a largo plazo.

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

Los linfocitos T CD4+ desempefian un papel fundamental en la respuesta inmunitaria hacia FVIIl. Tras ser captado
por las células presentadoras de antigeno (APC), FVIII sufre la degradacion proteolitica en los fragmentos peptidicos
(Reding et al., (2006) “Haemophilia” 12 (sup. 6) 30-36). A continuacion, estos péptidos se presentan en la superficie
de la APC en asociacion con moléculas de MHC de clase Il. Este complejo es reconocido luego por el receptor de
los linfocitos T de una célula CD4+ especifica del FVIII. En presencia de las sefiales coestimulantes apropiadas, este
reconocimiento provoca en ultima instancia que la célula CD4+ dirija la sintesis de los anticuerpos por los linfocitos
B.

La incidencia de formacion de inhibidores aumenta inicialmente con el nimero de tratamientos con el factor VIII,
pero parece hacerse estable tras de 50 a 100 dias de exposicion. La formacion de inhibidores es mucho mas comun
en la hemofilia grave que en la enfermedad moderada o leve, y algunos defectos moleculares, en concreto, las
grandes eliminaciones y las mutaciones sin sentido en la cadena ligera del factor VIII, parecen predisponer a la
formacion de inhibidores. Los parametros tales como la concentracion, el tipo (purificado o recombinante) del factor
de reemplazo, y el historial de tratamientos también pueden afectar a la probabilidad de produccién de anticuerpos.

El tratamiento de pacientes con hemofilia con inhibidores es un desafio continuo. La inducciéon de la tolerancia
inmunitaria (ITl) usando una técnica de desensibilizacidon es satisfactoria en algunos pacientes con aloanticuerpos
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contra el factor VIlI. Dicha metodologia terapéutica requiere la exposicion continua a la terapia de reemplazo del
factor, pues se trata de una estrategia a largo plazo.

Aunque la ITI puede ser satisfactoria, una proporcion significativa (aproximadamente el 30 %) de los pacientes no
responde a la ITI. Es mucho menos probable que los pacientes con altos titulos de inhibidor respondan al
tratamiento. Otro factor que contribuye de manera significativa es la edad al inicio de la ITI, con tasas de éxito
enormemente reducidas 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, en general, persiste durante toda la vida, y debido a que
dichos pacientes normalmente tienen un nivel alto de respuesta, es necesario tratar episodios de hemorragia con
productos antihemorragicos de FVIII, tales como concentrados de complejo de protrombina activada (FEIBA™) y
FVII activado recombinante. Sin embargo, el uso de dichos agentes esta asociado con acontecimientos adversos
tales como la coagulacion intravascular diseminada, el infarto agudo de miocardio, el émbolo pulmonar y la
trombosis (Acharya y DiMichele (2006) “Best Practice & Research Clinical Haematology” 19:51-66).

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

Existe un interés renovado en el agotamiento selectivo de los linfocitos B usando Rituximab™, un anticuerpo
monoclonal humanizado contra el antigeno CD20 de los linfocitos B. Sin embargo, se han dado casos de
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 una afeccidon autoinmunitaria rara que afecta a entre 1 y 4 personas por millén. En dicha
afeccion, los sujetos que no han nacido con hemofilia desarrollan anticuerpos contra uno de los factores de
coagulacion tales como el factor VIIl. Se cree que el embarazo y las enfermedades autoinmunitarias tales como la
artritis reumatoide y el cancer pueden aumentar el riesgo de desarrollar hemofilia adquirida. Aunque hay diferencias
en los mecanismos inmunitarios subyacentes que conducen a su produccion, las manifestaciones clinicas de los
inhibidores de FVIII producidos en respuesta a la terapia de reemplazo de los factores de coagulacion y los
producidos en la hemofilia adquirida son similares.

Los pacientes con hemofilia adquirida tienen una tasa de mortalidad que se acerca al 25 %, debido, en parte, a la
asociacion de los inhibidores adquiridos con complicaciones hemorragicas 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 mortales y predisponen a la amputacion para erradicar el
autoanticuerpo con el fin de restablecer la coagulaciéon normal.

Algunas hemorragias asociadas con inhibidores de autoanticuerpo de bajo titulo (< 5 unidades Bethesda) se pueden
tratar eficazmente con concentrados de FVIII administrados a altas dosis. El concentrado de FVIII porcino antes se
consideraba una terapia de primera linea fundamental para la hemorragia relacionada con la hemofilia adquirida,
puesto que era la Unica terapia de reemplazo que proporcionaba una oportunidad para medir realmente los niveles
de actividad de coagulacion de FVIII tras la infusion en el laboratorio. El producto se retiré6 del mercado en 2004
debido a la contaminacion de los bancos de plasma porcino por el parvovirus porcino. Actualmente, los agentes
“antihemorragicos” son los usados mas comunmente, pero existen posibles riesgos de trombogenicidad y solo existe
una eficacia del aproximadamente 80 % para cada producto. Se puede requerir el intercambio de plasma mediante
plasmaféresis e inmunoadsorcién extracorpérea para reducir temporalmente el titulo de inhibidor lo suficiente como
para que los agentes antihemorragicos o el reemplazo de FVIII proporcionen una hemostasia adecuada.

La erradicacion de los inhibidores de autoanticuerpos depende de medidas inmunosupresoras tales como: (1) la
administracion de corticosteroides con una eficacia del 30 % al 50 % en 3-6 semanas; (2) el uso de agentes
quimioterapéuticos citotéxicos y mielosupresores, por ejemplo, ciclofosfamida, ciclosporina, 2-clorodesoxiadenosina;
(3) la inmunomodulacién con inmunoglobulina intravenosa; y (4) el agotamiento selectivo de linfocitos B con
rituximab. Las personas que responden a Rituxima™ pueden necesitar el uso simultaneo de esteroides, y las
recaidas pueden responder a la repeticion del tratamiento.

Por lo tanto, todos los métodos disponibles en la actualidad para reducir la producciéon de aloanticuerpos asociada
con el tratamiento de la hemofilia A, y la produccién de autoanticuerpos en la hemofilia adquirida, tienen
inconvenientes. Existe, por tanto, la necesidad de métodos mejorados para abordar la cuestion de los anticuerpos
anti-FVIIl en la hemofilia A y la hemofilia adquirida.
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Los presentes inventores han encontrado que es posible prevenir la formacién de anticuerpos inhibidores del FVIII
mediante la induccion previa de tolerancia en el paciente con péptidos derivados de FVIIl y tratar las afecciones tales
como la hemofilia mediante la administracién de péptidos derivados de FVIII para reducir los anticuerpos inhibidores
de FVIIL

Sumario de los aspectos de la invencion

El primer aspecto de la presente invencion, por tanto, se refiere a un péptido, pudiéndose derivar al menos parte de
la secuencia del mismo de FVIII, que es capaz de inducir o restablecer la tolerancia a FVIII.

En una primera realizacion del primer aspecto de la invencioén, la invencién proporciona un péptido que comprende
la secuencia derivada de FVIII DNIMVTFRNQASRPY que tiene una de las siguientes secuencias:

Lys-Lys-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-GIn-Ala-Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Lys-Lys (SEQ ID NO: 17)
Lys-Lys-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-GIn-Ala-Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Lys-Glu (SEQ ID NO: 18)
Lys-Lys-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-GIn-Ala-Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Glu-Lys (SEQ ID NO: 19)
Lys-Glu-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-GIn-Ala-Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Lys-Lys (SEQ ID NO: 25)
Lys- Glu-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-Gin-Ala-Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Lys-Glu (SEQ ID NO: 26)
Lys- Glu-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-Gin-Ala-Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Glu-Lys (SEQ ID NO: 27)
Glu-Lys-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-GIn-Ala-Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Lys-Lys (SEQ ID NO: 29)
Glu-Lys-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-GIn-Ala-Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Lys-Glu (SEQ ID NO: 30) y;
Glu-Lys-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-GIn-Ala-Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Glu-Lys (SEQ ID NO: 31).
En una segunda realizacion, la presente invencién proporciona un péptido que comprende la secuencia derivada de
FVIII PRCLTRYYSSFVNME que tiene una de las siguientes secuencias:
Lys-Lys-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Lys-Lys (SEQ ID NO: 1)
Lys-Lys-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Lys-Glu (SEQ ID NO: 2)
Lys-Lys-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Glu-Lys (SEQ ID NO: 3)
Glu-Glu-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Lys-Lys (SEQ ID NO: 5)
Glu-Glu-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Glu-Lys (SEQ ID NO: 7)
Lys-Glu-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Lys-Lys (SEQ ID NO: 9)
Lys- Glu-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Lys-Glu (SEQ ID NO: 10)
Lys- Glu-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Glu-Lys (SEQ ID NO: 11) y
Glu-Lys-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Lys-Lys (SEQ ID NO: 13).

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona una composicion que comprende una pluralidad de
péptidos, que incluye uno o mas péptidos de acuerdo con el primer aspecto de la invencion.

La composicion puede comprender al menos un péptido de acuerdo con la primera realizacion y al menos un péptido
de acuerdo con la segunda realizacion del primer aspecto de la invencion.

La composiciéon puede comprender un péptido que tiene SEQ ID NO: 1 y un péptido que tiene SEQ ID NO: 17.

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

El péptido o una composiciéon de la invencién pueden ser para su uso en la supresion, la reduccion o la prevencion
del desarrollo de anticuerpos inhibidores contra el factor VIII.
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En el presente documento, también se describe el uso de dicho péptido o dicha composicién en la fabricacién de un
medicamento para la supresion, la reducciéon o la prevencién del desarrollo de anticuerpos inhibidores contra el
factor VIII.

En el presente documento, también se describe un método de supresion, prevencion o reducciéon del desarrollo de
anticuerpos inhibidores del Factor VIII en un sujeto, que comprende la etapa de administrar dicho péptido o dicha
composicion al sujeto.

El sujeto puede ser deficiente en FVIII. En particular, el sujeto puede tener hemofilia A, y puede estar sometido, o a
punto de estar sometido, a una terapia de reemplazo de factor VIII.

Como alternativa, el sujeto puede haber contraido, o estar en riesgo de contraer, hemofilia adquirida.

Los inhibidores del Factor VIIl se encuentran mas frecuentemente en individuos que expresan HLA-DR2. El sujeto
tratado mediante el método de la invencion puede ser, por tanto, HLA-DR2 positivo.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Solubilidad de péptidos FVIII modificados

Se ensayd un total de 32 péptidos: 16 de los cuales se basaban en el péptido FVIII PRCLTRYYSSFVNME
("PRCLT") (SEQID NO: 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13); y 16 de los cuales se basaban en el péptido FVIII
DNIMVTFRNQASRPY ("DNIMV") (SEQ ID NO: 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 245, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32). Se ensayo
su solubilidad con relacion a un péptido de control no relacionado (4Y), que se sabe que es suficientemente soluble
para su aplicacion como antigeno tolerante. En el diagrama, el verde representa un péptido que es al menos tan
soluble como 4Y, el naranja representa un péptido que no es tan soluble como 4Y, pero que se acerca bastante, y el
rojo representa un péptido que no es tan soluble como 4Y. Los péptidos codificados en verde eran tan solubles
como el péptido de control 4Y, los péptidos codificados en rojo eran poco solubles, y un péptido codificado en ambar
tenia solubilidad intermedia.

Figura 2: Solubilidad de péptidos marcados en solucioén acuosa

Se determind la concentracion de péptido en solucién después de la disolucion en DMSO (control) o PBS
espectrofotométricamente, y se compardé con el valor esperado de 4 mg/ml. Una mayor disparidad entre la
concentracion real y la esperada corresponde a una menor solubilidad relativa.

Figura 3: Los péptidos marcados actdan como epitopos

Se realizaron ensayos de presentacion de antigeno con células presentadoras de antigeno recién preparadas y fijas
para investigar si los péptidos marcados, al igual que los péptidos precursores PRCLT y DNIMV, son capaces de
unirse a una molécula de MHC y presentarse a un linfocito T sin el procesamiento del antigeno. (a) Péptidos PRCLT;
(b) péptidos DNIMV.

Figura 4: Los péptidos que tienen SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2 regulan una respuesta de linfocitos T hacia PRCLT
La figura muestra respuestas de reclutamiento procedentes de ratones transgénicos HLA-DR2 tratados bien con
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o control (PBS), y estimulados con PRCLT. Los indices de estimulacion de los
linfocitos T se muestran a través de un intervalo de concentraciones de péptido y frente a FVIIl y PPD de control.

Figura 5: Los péptidos que tienen SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 18 regulan una respuesta de linfocitos T hacia
DNIMV

La figura muestra respuestas de reclutamiento procedentes de ratones transgénicos HLA-DR2 tratados bien con
SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18 o control (PBS), y estimulados con DNIMV. Los indices de estimulacion de los
linfocitos T se muestran a través de un intervalo de concentraciones de péptido y frente a FVIIl y PPD de control.

Figura 6: Los péptidos que tienen SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 17 regulan una respuesta de linfocitos T hacia sus
péptidos precursores

La figura muestra respuestas de reclutamiento procedentes de ratones transgénicos HLA-DR2 tratados bien con
SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 17 o control (PBS), y estimulados con PRCLT y DNIMV, y reclutados in vitro con
PRCLT, DNIMV o FVIII. Los indices de estimulacion de los linfocitos T se muestran a través de un intervalo de
concentraciones de péptido y frente a FVIIl. Hay una inhibicién significativa de las respuestas de los linfocitos T
hacia los péptidos precursores.

Figura 7: Una combinacion de un péptido que tiene la SEQ ID NO: 1 y un péptido que tiene la SEQ ID NO: 17 inhibe
la produccién de anticuerpos anti-FVIII in vivo

La figura muestra el criterio de valoracion de los titulos de anticuerpos anti-FVIII de los ratones tratados con una
combinacion de SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 17 (o control de PBS) e inmunizados con 8 inmunizaciones semanales
de FVIII.

Figura 7a: Resultados del dia 28.

Figura 7b: Resultados del dia 56.
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Figura 8: Una combinacién de un péptido que tiene la SEQ ID NO: 1 y un péptido que tiene la SEQ ID NO: 17
previene la produccion de anticuerpos anti-FVIII neutralizantes in vivo tras la exposicion a FVIII.

La figura muestra los titulos de anticuerpos anti-FVIII neutralizantes de los ratones tratados con una combinacion de
SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 17 (o control de PBS) antes de y durante las 8 inmunizaciones semanales de FVIII. El
dia 56, hay una reduccion significativa de anticuerpos neutralizantes en los ratones tratados con péptido.

Figura 9: Una combinacion de un péptido que tiene la SEQ ID NO: 1 y un péptido que tiene la SEQ ID NO: 17 inhibe
las respuestas de linfocitos T hacia FVIII.

La figura muestra respuestas de reclutamiento procedentes de ratones transgénicos HLA-DR2 tratados bien con una
combinaciéon de SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 17 o control (PBS), y estimulados con DNIMV y PRCLT. Los indices de
estimulacion de los linfocitos T se muestran a través de un intervalo de concentraciones de FVIII.

Figura 10: Una combinacion de un péptido que tiene la SEQ ID N° 1 y un péptido que tiene la SEQ ID N° 17 suprime
la generacioén de anticuerpos anti-FVIII neutralizantes en un modelo animal terapéutico con una respuesta inmune a
FVIIl en curso

La figura muestra los niveles de anticuerpos anti-FVIIl neutralizantes en ratones tratados con una combinacion de
SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 17 o de péptido de control de fosfatasa de acido prostatico (PAP) 133-152 (secuencia
descrita en el documento PCT/US2006/031961, SEQ ID NO: 15) tras la induccidon de una respuesta inmune hacia
FVIIl 'y la produccion de anticuerpos anti-FVIIIl. Los ratones recibieron tratamiento con péptido tres semanas después
de la inmunizacion de rFVIIl y antes de una inmunizaciéon de refuerzo con rFVIIl. Dos semanas después de la
inmunizacion de refuerzo de FVIII (semana 7), hay una reduccion significativa de anticuerpos anti-FVIII
neutralizantes en los ratones tratados con péptido que se mantiene en el transcurso del experimento hasta la
semana 13.

Descripcion detallada
PEPTIDO
La presente invencion se refiere a un péptido.

El término “péptido” se usa en el sentido normal para referirse a una serie de restos, normalmente L-aminoacidos,
conectados entre si, por lo general, 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 invencion puede prepararse usando métodos quimicos (“Peptide Chemistry, A practical
Textbook”. Mikos Bodansky, Springer-Verlag, Berlin). Por ejemplo, se pueden sintetizar péptidos mediante técnicas
de fase solida (Roberge J. Y. et al (1995) Science 269: 202-204), escindirse de la resina y purificarse mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucidon preparativa (por ejemplo, Creighton (1983) “Proteins Structures And
Molecular Principles”, W. H. Freeman and Co, Nueva York NY). Se puede lograr la sintesis automatizada, por
ejemplo, usando el sintetizador de péptidos ABI 43 1 A (Perkin Elmer) segun las instrucciones proporcionadas por el
fabricante.

Como alternativa, el péptido se puede preparar mediante medios recombinantes o mediante la escision del factor
VIIl, seguida de la modificacion de uno o ambos extremos. La composicion de un péptido puede confirmarse
mediante analisis de aminoacidos o secuenciacion (por ejemplo, el procedimiento de degradacion de Edman).

Para fines practicos, existen otras diversas caracteristicas que el péptido puede mostrar. Por ejemplo, es importante
que el péptido sea lo suficientemente estable in vivo como para ser Util terapéuticamente. La 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 configuracion in
vivo que le permita unirse a una molécula de MHC en la superficie celular sin impedimento.

EPITOPOS

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

Asi pues, un epitopo es un péptido que se puede derivar de un antigeno que es capaz de unirse al surco de unioén a
péptidos de una molécula de MHC de clase | o Il y ser reconocido por un linfocito T.
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El epitopo minimo es el fragmento mas corto que se puede derivar de un epitopo, que es capaz de unirse al surco
de unién a péptidos de una molécula de MHC de clase | o Il y ser reconocido por un linfocito T. Para una region
inmunogénica dada, normalmente es posible generar un “conjunto anidado” de péptidos solapantes que actdan
como epitopos, conteniendo todos ellos el epitopo minimo, pero que difieren en sus regiones flanqueantes.

De igual modo, es posible identificar el epitopo minimo para una determinada combinacion de molécula de MHC:
linfocito T midiendo la respuesta hacia péptidos truncado. Por ejemplo, si se obtiene una respuesta hacia el péptido
que comprende los restos 1-15 en la biblioteca solapante, se pueden usar 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.

Los presentes inventores han determinado previamente que existe un vinculo entre la capacidad de un péptido para
unirse a una molécula de MHC de clase | o Il y presentarse a un linfocito T sin el procesamiento adicional del
antigeno, 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 MHC sin procesamiento adicional (por
ejemplo, reduccion), o se une en una configuracion inapropiada, entonces no sera tolerogénico in vivo. Si, por otro
lado, el péptido es de un tamafio y una configuracién adecuados para unirse directamente al surco de unién a
péptidos MHC y presentarse a un linfocito T, entonces cabe predecir que este péptido sera util para la induccion de
tolerancia.

Por lo tanto, es posible investigar la capacidad tolerogénica de un péptido investigando si puede unirse a una
molécula de MHC de clase | o Il y presentarse a un linfocito T sin el procesamiento adicional del antigeno in vitro.

Los péptidos de la presente invencion son epitopos (epiTOPQOS, independientes del procesamiento antigénico), en
tanto en cuanto pueden unirse a una molécula de MHC de clase |l y estimular una respuesta a partir de linfocitos T
especificos del factor VIII sin el procesamiento adicional del antigeno. Puede predecirse que dichos epitopos
provocan tolerancia a FVIII, siguiendo el método basado en normas descrito en el documento WO 02/16410.

Un péptido de la presente invencién puede ser de cualquier longitud que pueda unirse a una molécula de MHC de
clase | o 1l sin procesamiento adicional. Por lo general, el péptido de la presente invencion puede unirse a MHC de
clase Il.

Los péptidos que se unen a moléculas de MHC de clase | normalmente son 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
de la cadena principal del péptido y sitios invariables del surco de unién a péptidos de todas las moléculas de MHC
de clase |. Existen sitios invariables en ambos extremos del surco que se unen a los extremos amino y carboxi del
péptido. Se adaptan variaciones de la longitud del péptido mediante un retorcimiento en la estructura principal del
péptido, a menudo en los restos de prolina o glicina que permiten la flexibilidad necesaria.

Por lo general, los péptidos que se unen a moléculas de MHC de clase Il son de entre 8 y 20 aminoacidos de
longitud, mas 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 configuracion extendida a lo largo del surco de unién a
péptidos de MHC Il que (a diferencia del surco de unién a péptidos de MHC de clase |) esta abierto en ambos
extremos. El péptido se mantiene en su lugar principalmente mediante contactos de atomos de la cadena principal
con restos conservados que revisten el surco de unién a péptidos.

SECUENCIAS PEPTIDICAS

La primera realizaciéon de la invencién se refiere a un péptido que comprende una secuencia derivada de FVIII. Las
secuencias derivadas de FVIII que se investigaron en los ejemplos tienen las siguientes secuencias:

SEQ ID NO: 1: Lys-Lys-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Lys-Lys
SEQ ID NO: 2: Lys-Lys-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Lys-Glu
SEQ ID NO: 3: Lys-Lys-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Glu-Lys
SEQ ID NO: 4: Lys-Lys-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Glu-Glu
SEQ ID NO: 5: Glu-Glu-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Lys-Lys
SEQ ID NO: 6: Glu-Glu-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Lys-Glu
SEQ ID NO: 7: Glu-Glu-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Glu-Lys

SEQ ID NO: 8: Glu-Glu-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Glu-Glu
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SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

El término "tiene" o la expresion "que tiene" pretenden significar que el péptido consiste en la secuencia de

ES 2626 881 T3

9: Lys-Glu-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Lys-Lys

10:

11:

12:

13:

14:

15:

16:

17:

18:

19:

20:

21:

22:

23:

24:

25:

26:

27:

28:

29:

30:

31:

32:

Lys-Glu-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Lys-Glu
Lys-Glu-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Glu-Lys
Lys-Glu-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Glu-Glu
Glu-Lys-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Lys-Lys
Glu-Lys-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Lys-Glu
Glu-Lys-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Glu-Lys
Glu-Lys-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Glu-Glu
Lys-Lys-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-GIn-Ala-Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Lys-Lys
Lys-Lys-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-GIn-Ala-Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Lys-Glu
Lys-Lys-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-Gin-Ala-Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Glu-Lys
Lys-Lys-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-GIn-Ala-Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Glu-Glu
Glu-Glu-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-GIn-Ala-Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Lys-Lys
Glu-Glu-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-GIn-Ala-Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Lys-Glu
Glu-Glu-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-GIn-Ala-Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Glu-Lys
Glu-Glu-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-Gin-Ala-Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Glu-Glu
Lys-Glu-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-Gin-Ala-Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Lys-Lys
Lys-Glu-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-GIn-Ala-Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Lys-Glu
Lys-Glu-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-Gin-Ala-Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Glu-Lys
Lys-Glu-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-GIn-Ala-Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Glu-Glu
Glu-Lys-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-GIn-Ala-Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Lys-Lys
Glu-Lys-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-GIn-Ala-Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Lys-Glu
Glu-Lys-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-GIn-Ala-Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Glu-Lys.

Glu-Lys-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-GIn-Ala-Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Glu-Glu.

aminodacidos dada.

La presente invencion proporciona un péptido que comprende la secuencia DNIMVTFRNQASRPY vy tiene una de las

siguientes secuencias: SEQ ID NO: 17, 18, 19, 25, 26, 27, 29, 30 o 31.

El péptido puede tener una de las siguientes secuencias: SEQ ID NO: 17, 18, 25 o 26.

El péptido puede tener la SEQ ID NO: 17 o 18.

El péptido puede tener la SEQ ID NO: 17.

La presente invencion también proporciona un péptido que comprende la secuencia PRCLTRYYSSFVNME vy tiene

una de las siguientes secuencias: SEQ ID NO: 1, 2, 3,5,7,9, 10, 11 0 13.

El péptido puede tener una de las siguientes secuencias: SEQ ID NO: 1, 2,9 o0 10.

El péptido puede tener la SEQ ID NO: 1 0 2.
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El péptido puede tener la SEQ ID NO: 1.
FACTOR VIl

Las secuencias DNIMVTFRNQASRPY y PRCLTRYYSSFVNME, que forman la parte central de los péptidos de la
invencion, pueden ambas derivarse del factor VIII.

El factor VIII participa en la via intrinseca de la coagulacion sanguinea; el factor VIII 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 transcripciones sometidos a corte y empalme alternativamente. La variante de
transcripcion 1 codifica para una gran glicoproteina, la isoforma a, que circula en plasma y se asocia con el factor de
von Willebrand en un complejo no covalente. Esta proteina se somete a multiples escisiones. La variante de
transcripcion 2 codifica una supuesta proteina pequenia, la isoforma b, que consiste principalmente en el dominio de
union a fosfolipidos del factor Vllic. Este dominio de union es esencial para la actividad coagulante.

La secuencia completa de 186.000 pares de bases del gen del factor VIIl humano se dilucidé a mediados de los
afios 80 del siglo pasado (Gitschier et al (1984) Nature 312, 326-330). Al mismo tiempo se usaron clones de ADN
codificantes de la secuencia completa de 2.351 aminoacidos para producir el factor VIl biolégicamente activo en
células de mamifero cultivadas (Wood et al., (1984) Nature 312:330-337). La secuencia completa de 2.351
aminoacidos para el factor VIl humano se da en SEQ ID NO: 33.

SOLUBILIDAD

El péptido de la primera realizacion de la invencion es una forma modificada de uno de los siguientes péptidos:

DNIMVTFRNQASRPY
PRCLTRYYSSFVNME

Se ha demostrado que estos péptidos actian como epitopos y son tolerogénicos in vivo (véanse los ejemplos y la
solicitud de patente internacional n.° PCT/GB2008/003996).

Desde entonces, ha salido a la luz que la solubilidad es una consideracién importante en la induccién de tolerancia
mediada por péptidos.

Los presentes inventores han encontrado que la solubilidad puede mejorarse mediante la incorporacion de un
espaciador de glicina en ambos extremos, seguida de combinaciones de dos aminoacidos adicionales que pueden
ser lisina (K) y/o acido glutamico (E) tanto en el extremo N como C. La combinacién posible en un extremo dado es,
por tanto, KK, KE, EK o EE.

Por lo tanto, los péptidos modificados de la presente invencion tienen 6 aminoacidos mas (3 en cada extremo) que
los péptidos DNIVM y PRCLT precursores.

Los péptidos de la presente invencion tienen la férmula general:

XXGDNIMVTFRNQASRPYGXX o
XXGPRCLTRYYSSFVNMEGXX

en la que X es bien lisina o acido glutamico.

El péptido modificado puede ser mas soluble que el péptido precursor (no modificado). El péptido modificado puede
tener una solubilidad de 2, 3, 4 o 5 veces superior que el péptido precursor. El péptido puede ser soluble a
concentraciones de hasta 0,5 mg/ml, 1 mg/ml 0 5 mg/ml.

TOLERANCIA

Los epitopos de linfocitos T desempefian 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 linfocitos T en
las enfermedades de 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 inyeccion de péptidos sintéticos (basados en la estructura de los epitopos de
linfocitos T) en combinacién con adyuvante.

Por el contrario, se ha mostrado que es posible inducir la tolerancia inmunolégica hacia determinados antigenos
mediante la administracion de epitopos peptidicos en forma soluble. La administracién de antigenos peptidicos
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solubles ha demostrado ser un medio eficaz de inhibicién de la enfermedad en la encefalomielitis autoinmunitaria
experimental (EAE — un modelo de esclerosis multiple (EM)) (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 la 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 esta se pierde, puede producirse una enfermedad
autoinmunitaria. El sistema inmunitario adaptativo debe mantener la capacidad para responder a una enorme
variedad de agentes infecciosos, evitando a la vez 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 apoptodtica en el timo (tolerancia central). Sin embargo, no todos los antigenos propios se detectan en
el timo, de modo que la muerte de los timocitos autorreactivos sigue siendo incompleta. Por lo tanto, también existen
mecanismos mediante los que puede adquirirse tolerancia por los 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 VIIlI no se
reconoce como un antigeno “propio” por el sistema inmunitario. Por lo tanto, cuando se administra factor VIII durante
la terapia de reemplazo de factores de coagulacion, se genera una respuesta aloinmunitaria hacia la proteina
foranea, que conduce a la produccién de anticuerpos inhibidores de FVIIL.

Los péptidos de la presente invencion pueden inducir tolerancia hacia el factor VIII de manera que cuando se
administre FVIII profilacticamente, no se induzca una respuesta inmunitaria ni se desarrollen inhibidores de FVIII; y
cuando se administre terapéuticamente, se reduzca o se inhiba la produccion de inhibidor de FVIII en curso.

La hemofilia adquirida es una enfermedad autoinmunitaria en la que falla la tolerancia al factor VIII. En este caso, se
pueden administrar péptidos de la presente invencion para reinstaurar la tolerancia a esta proteina propia y restringir
la respuesta inmunitaria patégena.

La tolerancia puede deberse a o caracterizarse por la induccion de anergia en al menos una parte de los linfocitos T
CD4+. Para activar un linfocito T, un péptido debe asociarse con una APC “profesional” que pueda suministrar dos
sefiales a los linfocitos T. La primera sefial (sefial 1) en enviada por el complejo MHC-péptido de la superficie celular
de la APC y es recibida por el linfocito T a través del TCR. La segunda sefial (sefial 2) es enviada por moléculas
coestimulantes de la superficie de la APC, tales como CD80 y CD86, y es recibida por CD28 en la superficie del
linfocito T. Se cree que cuando un linfocito T recibe la sefial 1 en ausencia de la sefial 2, no se activa y, de hecho, se
vuelve anérgico. Los linfocitos T anérgicos no responden a una exposicion antigénica posterior, y pueden suprimir
otras respuestas inmunitarias. Se cree que los linfocitos T anérgicos participan en la mediacion de la tolerancia de
los linfocitos T.

Sin el deseo de quedar ligados a teoria alguna, los presentes inventores predicen que los péptidos que requieren
procesamiento antes de poderse presentar junto con moléculas de MHC no inducen tolerancia, porque tienen que
ser manejados por células presentadoras de antigeno maduras. Las células presentadoras de antigeno maduras
(tales como macrofagos, linfocitos B y células dendriticas) pueden procesar antigenos, pero también enviar ambas
sefiales 1y 2 a un linfocito T, lo que conduce a la activacion de los linfocitos T. Los epitopos, por otro lado, podran
unirse a MHC de clase Il en APC inmaduras. Por lo tanto, se presentaran a linfocitos T sin coestimulacion, lo que
conduce a tolerancia y anergia de linfocitos T.

Como es evidente, los epitopos también pueden unirse a moléculas de MHC en la superficie celular de las APC
maduras. Sin embargo, el sistema inmunitario contiene una mayor abundancia de APC 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 lo tanto, la posicion por defecto hacia un epitopo sera de anergia/tolerancia, mas que de activacion.

La induccion de tolerancia a FVIII puede controlarse in vivo examinando una reduccioén en el nivel de:
(i) anticuerpos inhibidores de FVIII;
(ii) linfocitos T CD4+ especificos de FVIII;

(iii) linfocitos B que pueden secretar anticuerpos inhibidores de FVIII mediante técnicas conocidas en la materia.

Por lo tanto, la induccién de la tolerancia también puede controlarse mediante diversas técnicas, entre las que se
incluyen:

(a) la induccién de anergia en los linfocitos T CD4+ (que puede detectarse mediante la posterior exposicion a
FVIII in vitro);
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(b) cambios en la poblacién de linfocitos T CD4+, incluyendo:

(i) reduccion de la proliferacion;
(i) regulacion negativa en la produccion de IL-2, IFN-y e IL-4; e
(iii) aumento en la produccion de IL-10.

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 composicién farmacéutica, que
comprende uno o mas péptidos de acuerdo con la invencion.

La composicion puede comprender una forma modificada del péptido DNIMVTFRNQASRPY y una forma modificada
del péptido PRCLTRYYSSFVNME.

El péptido puede comprender una pluralidad de péptidos, por ejemplo, dos, tres, cuatro, cinco o seis péptidos.
La composicion de la presente invencién puede ser para uso profilactico o terapéutico.

Cuando se administra para uso profilactico, la composiciéon puede reducir o prevenir la generacion de una respuesta
inmunitaria hacia FVIII. El nivel de respuesta inmunitaria es inferior al que se habria obtenido en el paciente si no se
hubiera tratado con la composicion. El término “reducir” indica que se observa una reduccion parcial en la respuesta
inmunitaria, tal como una reduccién del 50 %, 70 %, 80 % o 90 % en la respuesta en comparacién con la que se
habria observado en el paciente si no se hubiera tratado con la composicién (o 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 hacia FVIII.

Cuando se administra para un uso terapéutico, la composicion puede suprimir una respuesta inmunitaria ya en curso
hacia FVIIl. El término “suprimir’ indica una reduccién en el nivel de una respuesta inmunitaria en curso, en
comparacién con el nivel previo al tratamiento con el péptido, o el nivel que se habria observado en el mismo
momento si no se hubiera administrado el tratamiento.

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

(i) anticuerpos inhibidores de FVIII;
(ii) linfocitos T CD4+ especificos de FVIII;
(iii) linfocitos B secretores de anticuerpos inhibidores de FVIII.

La deteccién de todos estos factores puede llevarse a cabo mediante técnicas conocidas en la materia, tales como
ELISA, citometria de flujo, ensayo de coagulacion cromogénico, etc.

Ademas, o como alternativa, el tratamiento con la composicion de la presente invencion puede producir anergia en
los linfocitos T CD4+ especificos de FVIII. La anergia puede detectarse, por ejemplo, mediante la posterior
exposicion a FVIII in vitro.

Es importante tener en cuenta que no todas las respuestas inmunitarias frente a FVIII son patégenas. 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
coagulacion, en el que se ensaya la capacidad del plasma del paciente para inactivar FVIII 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 los titulos de 0,6 UB o superiores sugieren la presencia de anticuerpo.

En general, los inhibidores se clasifican como de bajo titulo si el nivel es < 5 UB y de alto titulo si es =5 UB.

El nivel de anticuerpos inhibidores contra FVIII circulantes puede reducirse hasta el 90 %, 75 %, 50 %, 20 %, 10 %,
5 % del nivel de anticuerpos en comparacion con el 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 0 0,5 UB.
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Los péptidos y la composicién de la invencion pueden aumentar la cantidad o la proporcion de FVIII administrado
terapéuticamente que esta disponible para ayudar en la coagulacion en un paciente. Esto se debe a la reduccion de
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 % o0 100 %.

Por lo tanto, los péptidos y la composiciéon de la invencién pueden reducir la cantidad de FVIII que es necesario
administrar para ayudar en la coagulacién en un paciente.

FORMULACION

La composicién puede prepararse como un inyectable, bien como una suspension o como una solucién liquida.
También puede prepararse una forma solida adecuada para la disolucién o la suspensién en un liquido antes de la
inyeccion. La preparacion también puede emulsionarse, o los péptidos encapsularse en liposomas. Los principios
activos pueden mezclarse con excipientes que sean farmacéuticamente aceptables y compatibles con el principio
activo. Los excipientes adecuados son, por ejemplo, agua, solucion salina (por ejemplo, solucion salina tamponada
con fosfato), dextrosa, glicerol, etanol o similar y combinaciones de los mismos.

Ademas, si se desea, la composicion puede contener cantidades menores de sustancias auxiliares tales como
agentes humectantes o emulsionantes y/o agentes tamponantes del pH. Las sales tamponantes incluyen fosfato,
citrato, acetato. Se puede usar acido clorhidrico y/o hidroxido de sodio para el ajuste del pH. Para la estabilizacion,
pueden usarse disacaridos tales como sacarosa o trehalosa.

Si la composicién comprende una pluralidad de péptidos, la proporcién relativa de los péptidos puede ser
aproximadamente igual. Como alternativa, las proporciones relativas de cada péptido pueden alterarse, por ejemplo,
para centrar la respuesta tolerogénica en un determinado subconjunto de linfocitos T autorreactivos o si resulta que
un péptido funciona mejor que los otros en determinados tipos de HLA.

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

De manera conveniente, se prepara la composicion en forma de un polvo liofilizado (criodesecado). La liofilizacion
permite el almacenamiento a largo plazo de forma estabilizada. En la materia, se conocen bien procedimientos de
liofilizacion, véase, por ejemplo, http://www.devicelink.com/ivdt/archive/97/01/006.html. Comunmente, se usan
agentes formadores de volumen antes de la criodesecacion, tales como manitol, dextrano o glicina.

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

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

El péptido y la composicion de la invenciéon 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-FVIII inhibidores.

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

El sujeto puede estar sometiéndose o estar a punto de someterse a terapia con agentes antihemorragicos (con o sin
terapia de reemplazo 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. En la materia, se conocen métodos para
determinar el haplotipo HLA de un individuo.

Por lo general, un médico determinara la dosis exacta que sera la mas adecuada para cada sujeto y variara con la
edad, el peso y la respuesta del paciente en particular.

En una realizacion preferida, puede seguirse un protocolo de “ajuste de la dosis”, en el que se administre al paciente
una pluralidad de dosis en concentraciones ascendentes. Dicha metodologia se ha usado, por ejemplo, para
péptidos de 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).
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KITS

De manera conveniente, si la composicion comprende una pluralidad de péptidos, pueden administrarse juntos, en
forma de una composicion mixta o coéctel. Sin embargo, puede haber circunstancias en las que sea preferible
proporcionar los péptidos por separado en forma de un kit, para la administraciéon simultanea, separada, secuencial
o0 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 subcutanealintradérmica). El kit también
puede comprender instrucciones para su uso.

La composicion farmacéutica o el kit de la invencién se pueden usar para tratar y/o prevenir una enfermedad.

En particular, la composicién/el kit se pueden usar para tratar y/o prevenir la formacion de inhibidor anti-FVIIl en
pacientes con hemofilia A o hemofilia adquirida. La composicion/el kit se pueden usar para tratar la hemofilia
afectada por la presencia de anticuerpos FVIII neutralizantes.

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

La hemofilia A tiene una incidencia estimada de 1 de cada 10.000 varones, mientras que se estima que la hemofilia
B se da en uno de cada 40.000 varones. Aproximadamente 1 mujer de cada 5.000 es portadora de la hemofilia A, y
1 de cada 20.000 es portadora de la hemofilia B.

La hemofilia normalmente se divide en tres clases: grave, moderada y leve, basandose en el nivel del factor de
coagulacion en la sangre. En la hemofilia grave, existe menos del 1 por ciento de factor de coagulacién normal. El
grado de gravedad tiende a ser constante de una generacion a otra.

En contra de la creencia popular, los cortes y las heridas menores no suelen representar una amenaza para las
personas hemofilicas. En cambio, el mayor peligro procede de hemorragia espontanea que puede producirse en las
articulaciones y en los musculos. Hay mayor probabilidad de que se produzca durante los afios de crecimiento
rapido, normalmente entre las edades de los 5 y los 15 afios.

La hemorragia espontanea repetida en las articulaciones puede producir artritis, y se debilitan los musculos
adyacentes. La presion sobre los nervios producida por la acumulacion de sangre puede generar dolor,
entumecimiento e incapacidad temporal para mover la zona afectada.

La hemofilia A se suele diagnosticar con un analisis de sangre para determinar la eficacia de la coagulacién y para
examinar si los niveles de factores de coagulacion son anémalos.

El desarrollo de factores de coagulacion purificados en los afios 70 del siglo pasado, aislados de sangre de
donantes, mejoro significativamente las perspectivas a largo plazo para las personas hemofilicas. Las personas con
hemofilia de leve a moderada pueden usar el tratamiento con FVIIl segin sus necesidades, mientras que las
personas con hemofilia grave pueden requerir tratamiento regular, indefinido.

Previamente, los pacientes recibian concentrados de factor VIl combinados de miles de donaciones de plasma.
Esto conduce a importantes problemas de contaminaciéon con patégenos virales, en particular, con el virus de la
inmunodeficiencia humana y los virus de la hepatitis. Las técnicas de purificacion de anticuerpos monoclonales, la
inactivacion por calor y el 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 neonato que expresan el
factor VIII humano. El factor resultante esta altamente purificado, eliminando cualquier posibilidad de transmision de
virus desde el plasma.

El péptido o la composicién de la presente invencién se pueden administrar antes y/o durante la terapia de
reemplazo de factor VIII.

La hemofilia A es una enfermedad diana ideal para la terapia génica, dado que i) esta causada por mutaciones en un
solo 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; e iii) las terapias de reemplazo actuales se consideran subdptimas.
Ademas, existe un amplio intervalo de seguridad si existe una “superacion” del nivel deseado de actividad de
coagulacion.
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Desafortunadamente, hasta la fecha, no se ha cumplido la promesa de la terapia génica como cura para la hemdfilia,
principalmente debido a dificultades para encontrar un sistema de administracion de genes que sea lo
suficientemente no inmunogénico para permitir la expresion a largo plazo del factor de coagulacion.

Los péptidos de la presente invencidon también seran adecuados para inducir tolerancia en un sujeto antes de la
terapia génica con factor VIl y/o tratar 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 previamente normal. Se trata de una afeccion rara, con una incidencia estimada de 1-3 por poblacién de
1 millén de personas al afio. La tasa de mortalidad asociada con los inhibidores de autoanticuerpos adquiridos se
aproxima al 25 % frente al riesgo de mortalidad esencialmente inferior en aquellos con aloanticuerpos.

En comparacion con los pacientes con inhibidores de aloanticuerpos, la hemofilia adquirida se caracteriza por: (1) un
patron de hemorragia mas grave; (2) mayor incidencia en la poblaciéon anciana; (3) aparicion junto con
enfermedades autoinmunitarias subyacentes identificables, canceres linfoproliferativos o por tumores sdlidos,
embarazo y uso de determinados antibioticos tales como penicilina y sulfonamidas en aproximadamente el 50 % de
los casos; y (4) actividad inhibidora in vitro que sigue un patron farmacocinético de tipo Il con neutralizacion
incompleta de la actividad del factor de coagulacion diana por el autoanticuerpo, normalmente produciendo niveles
residuales de factor VIl que varian entre el 2 % y el 18 % en el plasma del paciente.

El péptido o la composicién de la presente invencion se pueden administrar 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:

i) tratamiento inminente con, por ejemplo, penicilina o una sulfonamida;

ii) progresion de un tumor u otro trastorno maligno;

iii) embarazo inminente o recién iniciado.
La invencion se describira ahora ademas por medio de ejemplos, que pretenden servir para ayudar a un experto
habitual en la materia a llevar a cabo la invencién, y no pretenden, bajo ningin concepto, limitar el alcance de la
invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1: Examen de la solubilidad de los péptidos derivados de FVIlI

Se ensayd un total de 32 péptidos: 16 de los cuales se basaban en el péptido de FVIII PRCLTRYYSSFVNME
(“PRCLT"); y 16 de los cuales se basaban en el péptido FVIII DNIMVTFRNQASRPY ("DNIMV"). Los péptidos se
resumen en las siguientes Tablas 1y 2.

Tabla 1 - Péptidos derivados de PRCLT

Péptido n.° | Secuencia SEQ ID NO:
1 1
Lys-Lys-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-

Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Lys-Lys

Lys-Lys-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-
Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Lys-Glu

Lys-Lys-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-
Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Glu-Lys

Lys-Lys-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-
Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Glu-Glu
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Péptido n.° | Secuencia SEQ ID NO:

5 5
Glu-Glu-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-
Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Lys-Lys

6 6
Glu-Glu-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-
Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Lys-Glu

7 7
Glu-Glu-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-
Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Glu-Lys

8 8
Glu-Glu-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-
Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Glu-Glu

9 9
Lys-Glu-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-
Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Lys-Lys

10 10
Lys- Glu-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-
Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Lys-Glu

11 11
Lys- Glu-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-
Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Glu-Lys

12 12
Lys- Glu-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-
Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Glu-Glu

13 13
Glu-Lys-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-
Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Lys-Lys

14 14
Glu-Lys-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-
Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Lys-Glu

15 15
Glu-Lys-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-
Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Glu-Lys

16 16

Glu-Lys-Gly-Pro-Arg-Cys-Leu-Thr-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ser-
Phe-Val-Asn-Met-Glu-Gly-Glu-Glu
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Tabla 2 - Péptidos derivados de DNIMV

Péptido n.° | Secuencia SEQ ID NO:

17 17
Lys-Lys-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-Gln-Ala-
Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Lys-Lys

18 18
Lys-Lys-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-Gln-Ala-
Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Lys-Glu

19 19
Lys-Lys-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-Gln-Ala-
Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Glu-Lys

20 20
Lys-Lys-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-Gln-Ala-
Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Glu-Glu

21 21
Glu-Glu-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-Gin-Ala-
Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Lys-Lys

22 22
Glu-Glu-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-Gin-Ala-
Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Lys-Glu

23 23
Glu-Glu-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-Gin-Ala-
Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Glu-Lys

24 24
Glu-Glu-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-Gin-Ala-
Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Glu-Glu

25 25
Lys-Glu-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-Gln-Ala-
Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Lys-Lys

26 26
Lys- Glu-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-Gin-Ala-
Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Lys-Glu

27 27
Lys- Glu-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-Gin-Ala-
Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Glu-Lys

28 28
Lys- Glu-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-Gin-Ala-
Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Glu-Glu
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Péptido n.° | Secuencia SEQ ID NO:
29 29
Glu-Lys-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-Gin-Ala-

Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Lys-Lys

30 30
Glu-Lys-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-Gin-Ala-

Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Lys-Glu

31 31
Glu-Lys-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-Gin-Ala-

Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Glu-Lys

32 32
Glu-Lys-Gly-Asp-Asn-lle-Met-Val-Thr-Phe-Arg-Asn-Gin-Ala-

Ser-Arg-Pro-Tyr-Gly-Glu-Glu

Se prepar6 una solucion madre de cada péptido de ensayo de 20 mg/ml en DMSO. También se prepard una
solucién madre del péptido de control, un péptido derivado de MBP conocido como 4Y, en DMSO. El péptido 4Y
tiene la secuencia Ac-ASQYRPSQR. Es estructuralmente desigual a los péptidos de ensayo, pero se sabe que es
suficientemente soluble para su aplicacion como antigeno tolerante.

Se prepararon diluciones secuenciales de un volumen de 40 pl de solucion de péptido afiadiendo agua a una placa
de 96 pocillos para dar concentraciones de 10, 5, 2,5y 1,25 mg/ml.

Se dejaron las placas a temperatura ambiente durante 1 hora para permitir que se formara cualquier precipitado y
luego se centrifugaron a 14.800 rpm durante 10 minutos para separar el péptido precipitado/coloidal del soluto
verdaderamente disuelto.

Se retir6 una muestra de 2 pl de la parte superior de cada tubo para su analisis. Se midi6 la absorbancia a una
longitud de onda de 280 nm y se calculd la concentracion (mg/ml).

Los resultados se muestran en la Figura 1. Algunos péptidos marcados demostraron una solubilidad equivalente a
4Y, incluso a alta concentracion. Los péptidos codificados en verde eran tan solubles como el péptido de control 4Y,
los péptidos codificados en rojo eran poco solubles, y un péptido codificado en ambar tenia solubilidad intermedia.

Ejemplo 2 - Disolucién directa de péptidos marcados en disolvente acuoso a concentracién clinicamente relevante

Para cada péptido de ensayo y los péptidos precursores (PRCLT y DNIMV), se prepararon dos tubos a 4 mg/ml en
DMSO (control) o PBS.

Se centrifugd cada tubo a toda velocidad en una minicentrifugadora durante 5 minutos. Se retiré una muestra de 10
pl de la parte superior de cada solucion y se registré el peso molecular y el coeficiente de absorcion para cada
péptido.

Se midié la absorbancia del sobrenadante usando NanoDrop y se calculdé la concentracion. Se comparé la
concentracion real con el valor esperado de 4 mg/ml y los resultados se muestran en la Figura 2. En dicha figura, la
mayor disparidad entre la concentracion real y la esperada corresponde a una menor solubilidad relativa.

Como se muestra en la Figura 2, todos los péptidos marcados SEQ ID NO: 1, 2, 9, 10, 17, 18, 25 y 26 resultaron
tener una solubilidad mejorada en PBS en comparacion con los péptidos precursores.

Ejemplo 3: Los péptidos marcados actian como epitopos

Se estimularon ratones transgénicos HLA-DR2 con los péptidos precursores PRCLT o DNIMV. A continuacion, se
recogieron los bazos y los ganglios linfaticos, y tras la purificacion con CD4, se volvieron a estimular las células con
1 ug/ml de FVIII recombinante humano. Tras la fusiéon con las células BW5147, se expandieron los clones
resultantes y se "exploraron" para determinar la especificidad por DNIMV o PRCLT. Esto se realiza incubando
células de hibridoma con 5 x 10* células presentadoras de antigeno positivas en DR2 (linea celular MGAR) y 10
ug/ml de PRCLT/DNIMV o medio durante 48 horas. A continuacion, se analizaron los sobrenadantes para
determinar la produccion de IL-2 mediante ELISA.
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Se expandieron los clones que produjeron IL-2 especificamente cuando se incubaron con péptido y se exploraron de
nuevo con FVIII (a 1 ug/ml).

A continuacion, se usaron los clones que produjeron IL-2 en respuesta tanto a FVIII como al péptido para evaluar si
los péptidos modificados de DNIMV y PRCLT son epitopos, es decir, si son capaces de unirse a una molécula de
MHC y ser presentados a un linfocito T por parte de APC tanto fijas como recién preparadas.

Se incubaron 5 x 10* células de hibridoma con 5 x 10* células MGAR recién preparadas o fijas, y 10 ug/ml de
péptido, 1 ug/ml de FVIlIl o medio durante 48 horas. A continuacion, se analizaron los sobrenadantes para
determinar la IL-2 usando ELISA. Los resultados se muestran para PRCLT en la Figura 3a y para DNIMV en la
Figura 3b.

Todos los péptidos marcados fueron capaces de ser presentados por células presentadoras de antigeno fijas, lo que
indica que son todos epitopos como los péptidos precursores PRCLT y DNIMV.

Ejemplo 4: Tolerancia de linfocitos T ex vivo

Para determinar si los epitopos modificados eran capaces de regular las respuestas de los linfocitos T a péptidos
precursores, se trataron ratones transgénicos HLA-DR2 macho con 3 x 100 ug de péptido (péptidos SEC ID NO: 1,
2, 17 o0 18) o PBS como control, y luego se inmunizaron con 100 pyg de cada uno de los péptidos precursores
(PRCLT y DNIMV) en adyuvante completo de Freund. Diez dias mas tarde, se extirparon los ganglios linfaticos
drenantes y los bazos, y se estimularon in vitro con PRCLT o DNIMV. Los resultados se muestran en las Figuras 4
(PRCLT) y 5 (DNIMV). EIl tratamiento con péptidos modificados SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 reduce las
respuestas de los linfocitos T a PRCLT, y el tratamiento con péptidos modificados SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 18
reduce las respuestas de los linfocitos T a DNIMV. Asi pues, los péptidos modificados son capaces de reducir una
respuesta inmune de ratones inmunizados con el péptido precursor.

Ejemplo 5: Tolerancia de los linfocitos T ex vivo

Para determinar si el efecto de los epitopos modificados sobre la regulacién de las respuestas de los linfocitos T a
los péptidos precursores se extendia a las respuestas reguladoras hacia FVIIl, se trataron ratones transgénicos
HLA-DR2 hembras con 3 x 100 pg de péptido (péptidos SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 17) y luego se estimularon con
100 pg de cada uno de los péptidos precursores (PRCLT y DNIMV) en adyuvante completo de Freund. Diez dias
mas tarde, se extirparon los ganglios linfaticos drenantes, y se estimularon in vitro bien con PRCLT, DNIMV o FVIII
recombinante. Los resultados se muestran en la Figura 6. El péptido SEQ ID NO: 1 redujo significativamente (p <
0,01) la respuesta de los linfocitos T al péptido PRCLT. El péptido SEQ ID NO: 17 redujo significativamente (p <
0,02) la respuesta de los linfocitos T hacia DNIMV.

El péptido SEQ ID NO: 1 reguld las respuestas hacia PRCLT y el péptido SEQ ID NO: 17 reguld las respuestas
hacia DNIMV. También hubo alguna reduccion, que no fue significativa, en respuesta a FVIIl con péptidos
individuales. Para potenciar la eficacia de los péptidos frente a las respuestas inmunitarias de FVIII, se us6 una
combinacién de DNIMV modificado y PRCLT modificado en experimentos adicionales.

Ejemplo 6: Prevencion de generacién de anticuerpos con un aumento a escala de la dosis de una combinacién de
péptidos modificados con PRCLT y DNIMV

Se trataron ratones transgénicos HLA-DR2 macho con la combinacién del péptido SEQ ID NO: 1y el péptido SEQ
ID NO: 17 tras un protocolo de aumento a escala de la dosis. Se administraron seis inyecciones de la combinacion a
la siguiente dosis: 0,1; 1,0; 10 y 3 x 100 pg (para cada péptido de la combinacion).

A continuacion, se estimularon los animales semanalmente con 1 ug de FVIII humano recombinante y un tratamiento
concurrente (3 dias después de la inmunizacion con rFVIIIl) con una combinacion de péptidos SEQ ID NO: 1/SEQ ID
NO: 17 (100 pg de cada uno) y la generacion de anticuerpos anti-FVIIl analizados de muestras de sangre tomadas
después de 4 y 8 inmunizaciones con FVIII (dia 28, Figura 7a; dia 56, Figura 7b, respectivamente). Se titularon y se
analizaron los sueros mediante ELISA directo. El titulo de anticuerpos para los ratones no inmunizados fue negativo
en todos los casos, mientras que el anticuerpo anti-FVIII se considerd presente en el suero de los ratones tratados,
donde la relacién de union (usando sueros negativos para calcular la relacion) fue superior a 1,9. Los resultados se
muestran en la Figura 7 a y b para el dia 28 y el dia 56 del experimento, respectivamente.

Ademas, se midieron los anticuerpos FVIII neutralizantes el dia 56. Los anticuerpos FVIII neutralizantes se
determinaron usando un método cromogénico. En resumen, se mezclaron las muestras con 1 Ul/ml de FVIIl y se
inicio la coagulacion mediante la adicion de FIX, FX, trombina, CaCl, y fosfolipidos. Tras la incubacién, se determino
la cantidad de FXa generada mediante la adicién del sustrato cromogénico S-2760 y se midi6 la sefial de DO. La
sefial de DO es proporcional a la actividad de FVIII en las muestras, y se compara con muestras que contienen una
cantidad conocida de FVIIl y sin anticuerpos neutralizantes. Se calcul6 el % de actividad restante de la muestra de
ensayo en comparacion con las muestras de referencia y se expresé en unidades de tipo Bethesda, y se muestra en
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la Figura 8. Los ratones tratados con los péptidos SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 17 resultaron tener un nivel
significativamente inferior de anticuerpos anti-FVIII neutralizantes que los ratones tratados con PBS.

Ejemplo 7: Tolerancia de los linfocitos T ex vivo usando un aumento a escala de la dosis de una combinacion de
péptidos modificados con PRCLT y DNIMV

Se trataron ratones transgénicos DR2 machos y hembras con la combinacién de los péptidos SEQ ID NO: 1/SEQ ID
NO: 17 tras un protocolo de aumento a escala de la dosis segun lo descrito en el Ejemplo 6.

Se estimularon los animales con 100 ug de PRCLT y 100 ug de DNIMV en CFA. Diez dias mas tarde, se aislaron
células de ganglios linfaticos drenantes y esplenocitos, y se volvieron a estimular in vitro con FVIIl recombinante.

Se evaluaron las respuestas de los linfocitos T mediante ensayos de proliferacion (Figura 9). Se observo una
reduccion significativa de las respuestas de los linfocitos T a FVIII a través de todas las concentraciones de FVIII
ensayadas cuando se trataron los ratones con la combinacion de péptidos SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 17.

Ejemplo 8: Supresion de la generacién de anticuerpos neutralizantes con un aumento a escala de la dosis de una
combinacién de péptidos modificados con PRCLT y DNIMV en un modelo terapéutico con animales

Se estimularon ratones transgénicos HLA-DR2 con 3 ug de rFVIIl en CFA vy, tres semanas después de la
inmunizacion, se trataron con la combinacion del péptido SEQ ID NO: 1 y el péptido SEQ ID NO: 17 después de un
protocolo de aumento a escala de la dosis. Se administraron seis inyecciones de la combinacion a la siguiente dosis:
0,1; 1,0; 10 y 3 x 100 ug (para cada péptido de la combinacién). Los animales de control se trataron con un péptido
133-152 de fosfatasa de acido prostatico (PAP) de union a DR2 de FVIII no relacionado (secuencia como se
describe en la patente PCT/US2006/031961, SEQ ID NO: 15) usando el mismo protocolo de aumento a escala de la
dosis. Todos los animales recibieron una inmunizacién de refuerzo con 3 pg de rhFVIIl en IFA cinco semanas
después de la inmunizacion con rFVIll y 4 dias después de la Ultima serie de tratamiento con péptido. Se analizé la
generacion de anticuerpos neutralizantes de muestras de plasma tomadas 3 semanas después de la primera
inmunizacién con FVIII y antes de cualquier tratamiento con péptido, en la semana 5 (antes de la inmunizacion de
refuerzo de FVIII y después del tratamiento con péptido) y durante un periodo de seguimiento en la semana 7, 9y
13. Los niveles de anticuerpos FVIII neutralizantes en las muestras de plasma se determinaron como se describe en
el Ejemplo 6.

Los resultados de la Figura 10 muestran que el tratamiento con los péptidos SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 17 tres
semanas después de la inmunizacion con FVIII (Semana 3) suprimen significativamente la formacion de anticuerpos
anti-FVIII neutralizantes después de la inmunizacion de refuerzo (Semana 5) en comparacion con el tratamiento con
péptido de control.

Aungue la invencién se ha descrito en relacién con realizaciones preferidas especificas, se ha de entender que la
invencion reivindicada no debe limitarse indebidamente a dichas realizaciones especificas. De hecho, se pretende
que diversas modificaciones de los modos descritos para llevar a cabo la invencién, que son evidentes para los
expertos en inmunologia molecular o campos relacionados, estén dentro del alcance de las siguientes
reivindicaciones.

SEQ ID NO: 33
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1 mqielstcff Iclirfefsa trryylgave Iswdymqsd| gelpvdarfp prvpksfpfn

61 tsvvykktlf veftdhlfni akprppwmgl Igptigaevy dtvvitlknm ashpvslhav

121 gvsywkaseg aeyddqtsqgr ekeddkvfpg gshtyvwqvl kengpmasdp Icltysylsh
181 vdlvkdinsg ligallvcre gslakekiqt Ihkfillfav fdegkswhse tknsimgdrd

241 aasarawpkm hivngyvnrs Ipgligchrk svywhvigmg ttpevhsifl eghtflvrnh
301 rqasleispi tfitagtiim diggfllifch isshghdgme ayvkvdscpe epglrmknne
361 eaedydddlt dsemdvvrfd ddnspsfigi rsvakkhpkt wvhyiaaeee dwdyaplvla
421 pddrsyksqy Inngpqgrigr kykkvrimay tdetfktrea ighesgilgp llygevgdtl

481 liifknqasr pyniyphgit dvrplysrrl pkgvkhlkdf pilpgeifky kwtvtvedgp

541 tksdpreltr yyssfvnmer dlasgligpl licykesvdg rgngimsdkr nvilfsvfde

601 nrswylteni grflpnpagv gledpefqas nimhsingyv fdslglsvcl hevaywyils
661 igagtdflsv ffsgytfkhk mvyedtltif pfsgetvfms menpglwilg chnsdfrnrg

721 mtallkvssc dkntgdyyed syedisayll sknnaieprs fsqnsrhpst rgkgfnatti

781 pendiektdp wfahrtpmpk ignvsssdll milrgsptph glslsdigea kyetfsddps
841 pgaidsnns| semthfrpgl hhsgdmvftp esglglrine kigttaatel kkldfkvsst

901 snnlistips dnlaagtdnt sslgppsmpv hydsqldttl fgkkssplte sggplslisee

961 nndskllesg Imnsgesswg knvsstesgr Ifkgkrahgp alltkdnalf kvsislikin
1021 ktsnnsatnr kthidgpsll ienspsvwan ilesdtefkk viplihdrml mdknatalrl
1081 nhmsnktiss knmemvaggkk egpippdagn pdmsffkmif Ipesarwigr thgknsinsg
1141 ggpspkqlvs Igpeksvegq nflseknkvv vgkgeftkdv glkemvipss rnlfitnldn
1201 Ihennthnge kkigeeiekk etligenvvl pgihtvigtk nfmknlfils trgnvegsyd
1261 gayapvlgdf rsindstnrt kkhtahfskk geeenleglg ngtkgiveky acttrispnt
1321 sqqgnfvtgrs kralkgfrlp leetelekri ivddtstgws knmkhlipst Itgidyneke
1381 kgaitgspls dcltrshsip ganrsplpia kvssfpsirp iyltrvifqd nsshilpaasy

1441 rkkdsgvges shflggakkn nislailtle mtgdgrevgs Igtsatnsvt ykkventvip
1601 kpdlpktsgk vellpkvhiy gkdifptets ngspghldlv egsliqgteg aikwneanrp
1561 gkvpflrvat essaktpskl Idplawdnhy gtgipkeewk sqekspekta fkkkdtilsl
1621 nacesnhaia ainegqnkpe ievtwakqgr terlcsqnpp vikrhgreit ritlgsdgee
1681 idyddtisve mkkedfdiyd edengsprsf gkktrhyfia averlwdygm sssphvlrnr
1741 agsgsvpafk kvvfgeftdg sftgplyrge Inehlgligp yiraevedni mvifrngasr
1801 pysfysslis yeedqrqgae prknfvkpne tktyfwkvgh hmaptkdefd ckawayfsdv
1861 dlekdvhsgl igpllvehtn tinpahgrgv tvqefalfft ifdetkswyf tenmerncra
1921 pcnigmedpt fkenyrfhai ngyimdtlpg Ivmagdgqrir wyllsmgsne nihsihfsgh
1981 vftvrkkeey kmalynlypg vfetvemlps kagiwrvecl igehlhagms tiflvysnke

2041 gtplgmasgh irdfgitasg qyggwapkla rlhysgsina wstkepfswi kvdllapmii
2101 hgiktqgarg kfsslyisgf iimysldgkk watyrgnstg timvffgnvd ssgikhnifn
2161 ppiiaryirl hpthysirst Irmewmgcdl nscsmplgme skaisdagit assyftnmfa
2221 twspskarlh lggrsnawrp gvnnpkewlq vdfgktmkvt gvttggvksl ltsmyvkef]
2281 isssqdghqw tlffgngkvk viggngdsft pvvnsldppl Itrylrinpg swvhgialrm
2341 evigceaqdl y
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REIVINDICACIONES
1. Un péptido que comprende la secuencia derivada de FVIII| DNIMVTFRNQASRPY, péptido que (a) tiene la formula:

XXGDNIMVTFRNQASRPYGXX
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60

en la que X es bien lisina o acido glutamico; y
(b) tiene una de las siguientes secuencias:

KKGDNIMVTFRNQASRPYGKK (SEQ ID NO:
KKGDNIMVTFRNQASRPYGKE (SEQ ID NO:
KKGDNIMVTFRNQASRPYGEK (SEQ ID NO:
KEGDNIMVTFRNQASRPYGKK (SEQ ID NO:
KEGDNIMVTFRNQASRPYGKE (SEQ ID NO:
KEGDNIMVTFRNQASRPYGEK (SEQ ID NO:
EKGDNIMVTFRNQASRPYGKK (SEQ ID NO:
EKGDNIMVTFRNQASRPYGKE (SEQ ID NO:

EKGDNIMVTFRNQASRPYGEK (SEQ ID NO:

2. Un péptido que comprende la secuencia derivada de FVIII PRCLTRYYSSFVNME, péptido que (a) tiene la

férmula:

XXGPRCLTRYYSSFVNMEGXX

en la que X es bien lisina o acido glutamico; y
(b) tiene una de las siguientes secuencias:

KKGPRCLTRYYSSFVNMEGKK (SEQ ID NO:
KKGPRCLTRYYSSFVNMEGKE (SEQ ID NO:
KKGPRCLTRYYSSFVNMEGEK (SEQ ID NO:
EEGPRCLTRYYSSFVNMEGKK (SEQ ID NO:
EEGPRCLTRYYSSFVNMEGEK (SEQ ID NO:
KEGPRCLTRYYSSFVNMEGKK (SEQ ID NO:
KEGPRCLTRYYSSFVNMEGKE (SEQ ID NO:
KEGPRCLTRYYSSFVNMEGEK (SEQ ID NO:

EKGPRCLTRYYSSFVNMEGKK (SEQ ID NO:

3. Una composicion que comprende una pluralidad de péptidos, que incluye uno o mas péptidos de acuerdo con la

reivindicacion 1 o 2.

4. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 3, que comprende al menos un péptido de acuerdo con la
reivindicacion 1y al menos un péptido de acuerdo con la reivindicacion 2.

5. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 4, que comprende un péptido que tiene la SEQ ID NO: 1 y un

péptido que tiene la SEQ ID NO: 17.

17)
18)
19)
25)
26)
27)
29)
30)y

31).

10)

M)y
13).
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6. Un péptido de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, o una composicion de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 3 a 5, para su uso en la supresion o la prevencion de la produccién de anticuerpos inhibidores del
factor VIl in vivo.

7. Un péptido de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, o una composiciéon de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 3 a 5, para su uso en un método de tratamiento de la hemofilia en un sujeto.

8. Un péptido o una composicién para el uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que el sujeto tiene hemofilia A,
y esta siendo sometido, o a punto de ser sometido, a una terapia de reemplazo del factor VIII y/o terapia con
antihemorragicos de FVIII.

9. Un péptido o una composicion para el uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que el sujeto ha contraido o
esta en riesgo de contraer hemofilia adquirida.

10. Un péptido o una composicién para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en el que el
sujeto es HLA-DR2.
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Figura 1
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Figura 3a
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Figura 4
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Figura 6
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Figura 7

Figura 7a: Titulos de anticuerpo anti-FVII del dia 28:
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Figura Th: Titulos de anticuerpo anti-FVII del dia 56:
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Figura 8
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Figura 9
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