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PEPTIDE

FIELD OF THE INVENTION

The present invention relates to a peptide. In 'particu!af, it rclates to peptides at least -

the core sequence of which is derivable from factor VIII (FVIIL). The peptides can be
used to reduce or pfevent factor VIII inhibitor antibody formation, for example in

haemophilia A treatment and acquired haemophilia. -
BACKGROUND TO THE INVENTION

HAEMOPHILIA - )
Haemophilia belongs to a group of inheritable blood disorders that includes
haemophilia-A, haemophilia B (Christmas disease) and Von Willebrand's disease.

In haemophilia, the blood's ability to t':lotv-is severely reduced because an essential
clotting factor is partly or complétely missing, resulting in increased bleeding time.

Haemophilia A is a deficiency of the clotting factor Vﬁl, whereas Haemophilia B is a
deficiency of clott?ng factor IX. In both discases, the faulty gene is found on the X
chromosome, 5o the conditions are X-linked. HéeinOphilia A is five times more

‘common than haemophiiia B:

Haemophilia is a lifelong inherited genetic condition, which affects females as carriers
and males who inherit the condition. About a third of new diagnoses are where there is
no previous family history. It appears world-widc. aﬁd_ occurs in all racial groups.

About 6,000 people are affected with haemophilia in the UK.

Haemophiliacs bleed for a prolonged period following injury. External injuries such as
cuts and grazes do not usually pose serious_prob]elﬁs;_iit is often possible to stop
bleeding by applying é dcgree.of piessurc and covering the affected area (e.g with a
plaster). ‘ ' 7
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The main problem is internal bleeding into joints, muscles and soft tissues, which can
oceur spontaneously. Internal bleeding, such are haefhorfhages into the brain, is very
difficult to manage and can be fatal, Repeated bleeding in the joints causes acute pain

and can cause arthritis and/or long-term Joint damage leading to disability.

Treatment for haemophilia is usually by replacement of the missing clotting factor. In
mild or moderate haemophilia injcctions- may be given at the time a bleed occurs {on-
~ demand therapy). However, in severe haemophilia régqlar prophylactic injections arc

given to help the blgod to clot and minimise the likelihood of long term joint damage.

A potentially serious complication of coagulation’ fac;tor replacement therapy for
haemophilié A.is the development of antibodies that neutralise the procoagulant
function of factor VIIL Factor VI inhibitors occ.ur in approximately 25% of those
with severe haemophilia A. Since patients with congenital haemophilia A can be
genetically dcﬁcieﬁt in FVIII, the syhthesis of i-nhibito,rs is an alloimmune response to

the foreign protein administered to prevent or treat bleeding-episodes.

- CD4+ T cells p_lay.a central role in the immune res-p;o'nse to FVIII. Afier being taken
up by antigcn—presenting cells (APCs), FVIII undergoes proteolytic degradation into
peptide frag;'nents (Reding et al (2006) Haemophilia 12{(supp 6) 30-36). These
peptides are then p!'eser_lted‘on the surface of the APC in ‘association with MHC class II
molecules. This complex is thien recognised by tlhe'-T cell receptor of a CD4+ cell
specific -for FVIIL  In the presence of thé appropriétt: ‘costimulatory signals, this
recognition ultimately causes the CD4+ cell to dire;:t the synthesis of antibodies by B

cells.

The inciden(;e of inhibitor formation initially increascs. with the number of factor VIII
treatments, but appears to plateau after 50-100 exposure days. Inhibitor formation is
much more common in severe haemophilia than in moderate or mild disease and some
molecular defects, most clearly large deletions and -nohse'nse mutations in the factor
VIII light chain, appear to predispose to inhibitor formatioh. Parameters such as the
concentration, tyPé (purified or recombinant)} of 'réplacemcnt factor, and treatment

history may also affect the likelihood of antibody production.
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The management of haemophilia patients with inhibitors is an ongoing challenge.
Immune tolerance induction (ITI) using a desensitization technique is successful in
some patients with alioantibodies'against factor VIII. This therapeutic approach

requires ongoing exposure to factor repla.cement,ﬂlcrapy,.éb is a long-term straiegy.

Although ITI can be successful, a significant proﬁor_ti'on {(about 30%) of patients fail to
respond to ITI. Patients with high inhibitor titres 'gte much less likely to respond to

treatment. -Another significant contributing factor is age at the start of commencing

ITI, with greatly decreased success rates when the patient is older than 20 (Hay et al

(2005) Seminars in Thrombosis and Hemostasis 32:15-21)

When IT] therapy is unsuccess‘rm, the inhibit_o:_‘ géneféilly pefsists for life, and because
such patients are usually high-responders, it is nét:es‘sary -tc; treat episodes of bleeding
with FVIII bypassing products, such. as activated prothomEin complex concentrates
(FEIBA™), and'recombinant-éctivated FVII. - Howéver, the use of such agents is
associated with #dversc events such as disseminated intravascular coagulation, acute
myocardial infarction; pulmonary embolus and thromboses (Acharya and DiMichele
(2006) Best Practice & Research Clinical Haematology 19:51-66).

Immunosuppressive therapy is sometimes used for patients who fail to response to ITI,
Treatment includes administration  of -immti_r!osuppréssive drugs such as
cyclophosphamide, pfedpisone, azathiaprine and cyclbsporinc which non-specifically
target the immuﬁe system. " These treatx_mhts can have side-effects associated with

general immunosuppression.

There is renewed interest on scléc‘:tive‘B cell deplctiorfixs_ing Rituximab™, a humanised
monoclonal antibody to B cell CD20 antigen. ' HpWever; infuston reactions, serum
sickness and opportunistic infections have occurred in some children treated with this
drug (DiMichele (2007) J Thromb Haemost 5:143-50).

ACQUIRED HAEMOPHILIA

Acquired haemophilia is a rare autoimmune condition which-affects between 1 and 4

people in every million. In this condition, subjects who aré not born with haemophilia
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develop antibodies against one of the clc}tﬁng factors such'as factor VIIL. It is thought
that pregnancy and autoimmune -disease's such as rheﬁﬁatoid arthritis and cancer may
increase the risk of devcloping acquired haemophilia: ‘.Altilqugh there are differences
- in thé underlying immune mechanisms leading to their  production, the clinical
" manifestations of FVII inhibitors - produced in .rjesponse to coagulation factor

replacement therapy and those produced in acquired haemophilia are similar.

Acquired haemOphllmc patlents have a mortallty rate that approaches 25%, partly
because of the association of acquired inhibitors with severe bleeding complications.
The therapy of acquired autoantlbody inhibitors is based pnmanly on the need to
control or prevent acute hemorrhagic complications, ﬁhiph frequently are life and limb

thrcatening and _spdondarily to eradicate the autoantibody to restore normal coagulation.

Some bleeds associated w1th Jow titre autoanubody inhibitors (< 5 Bethesda Unlts) may

be treated effectively with FVIII concentrates administered at high doses. Porcine FVIII
concentrate was formerly considered a -critical first-line therapy for acquired
hemophilia-related bleeding since it was the only replacement therapy that provided an

opportunity to actually measure post-infusion FVII_I'coagﬁlatioh activity levels in the

laboratory. The product was removed from the marketplace in 2004 because of .

contamination of the 'porcinc plasma pools by- porcine parvovirus. Now, "bypassing”
agents are most commoﬁly used, but potcntiél risks of thrombogenicity exist and there
is only about 80% effidacy_ for each prodﬁct. Plasma exchange via plasmapheresis and
extracorporeal immunoadsorption may be nécessary to temporarily reduce the inhibitor

titer enough for bypassing agcnt's—or FVIII replacement to provide adequate hemostasis.

Eradication of autcantibody inhibitors depends on immunosuppressive measures, such

-as: (1) administration. of corticosteroids with 30%—50% éfﬁcacy in 3-6 weeks; (2) use -

of cytotoxic and myelosuppressive chcmothcrépcuti'c agents, ¢.g., cyclophosphamide,
cyclosporine, 2-chlorodeoxyadenosine; (3 lmmunomodulatlon with intravenous
immunoglobulin; and (4) selective B- lymphocyte depletlon W1th rituximab,
Rimmmabm responders may require concurrent use of steroids and relapses may

respond to retreatment.

Thus, all currer}tly' available methods for reducing -alloantibody production associated

with haemophilia A treatment, and autoantibody production in acquired haemophilia,
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have shortcomings. There is therefore a need for impl;oved methods to address the

issue of anti-FVIN antibodies in haemophilia A and acuired haemophilia,

The pres'ent inventors have found that it is possible to prevent FVIII inhibitor antibody
formation by pre-tolerising the patient with FVII-derived: peptides.

SUMMARY OF ASPECTS OF THE INVENTION . .

The first aspect of the pfesent invention, therefore, relates to a pcptide at least part of
the sequence of ‘which is derivable from FVIIL, which is capable of inducing or

restoring tolerance to FVIII

In a first embodxmcnt, the prcscnt invention prov1des a peptlde comprising one of the

followmg FVII- denved sequences:

. [GILMVEFGNVDSSGL_

[ TQTLHKFILLFAVED -,
SLYISQFLIMYSLDG
PPIARYIRLHPTHY |
PPLLTRYLRIHPQSW
MHTVNGYVNRSLPGL
LGQFLLFCHISSHQH
DTLLUFKNQASRPY ..
PRCLTRYYSSFVNME .
TENIQRFLPNPAGVQ "
DNIMVTFRNQASRPY.
| RYLRIHPQSWVHQIA -

with one or more of the folIowiﬁg modifications:

(i) removal of one or more hydophobic amino acid(s);

{ii)} replacement of one or- more hydrophoblc arhino acid(s) with charged
hydrophilic amino acid(s); and .

(iif) insertion of a charged amino acid at 61'13.0'1‘ botﬁ terminus(i)
which modified peptide is capable o‘f_ binding to ;ci_n MHC class 11 molecule without
further antigen ;.Jfoces.sir}g and being recognised by a factor VIIT specific T cell.

The ‘“parent’ (unmodified) peptide may be  PRCLTRYYSSFVNME or
DNIMVTFRNQASRPY Tl
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In a second embodiment the present invention provides-a peptide comprising the
sequence ‘ A )
X(a.é)n-core_sqquei;ce -(aa), ' .
wherein X is a charged hydrophilic residue;
aa is an _amihd acid; ‘
n is an integer between 0 and 5; .
mis an integer between 0 and 5; and .
the "core sequgncé" is selected from 'the following group of FVIII-derived
peptides: LYISQFIINM a ‘ ’ ;
FIIMYSLDG
IARYIRLHE
LIIFKNQAS'
LTRYYSSFV
MVTERNQAS
LRIHPQSHY ,
which ‘peptidé is éapable of binding to an MHC class II molecule without

further antigen processing and being recognised by a factor VIII specific T cell.

For example, the pcptid'e may comprise the sequencé

XDNIMVTFRNQAS.

In a third émbodim_ént, the present invention provides a peptide comprising the
sequence: - '
Y{(aa),-core sequeﬁce{aa),ﬁz '
wherein Y and Z are charged amino acids having reverse polarity;
aa is an axﬁino a;c_id; N
nisan i_ntcécf between 0 and 5;
m is an integer between 0 and §; and ‘
the "core séquence"' is selected from the following group of FVIII-derived peptides:
LYISQFIINM ' . .
FIIMYSLDG
IARYIRLHP
LIIFKNQAS -

LTRYYSSFV
MVTFRNQAS
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LRIHPQSWY _ o _
which peptide is capable of binding to an MHC class II molecule without
further antigen processing and being recognised by a factor VIII specific T cell.

For example, the pepﬁde may comprise the sequence:
YDNIMVTFRNQASZ .-

In the third embodirheni, for example, Y may be a pbsitivély charged amino acid and Z
may be a negatively charged amino acid. Altematwely, Y may be a negatwcly charged

amino acid and Z may be a positively charged amino amd

A charged, hydrophilic amino acid may, for'example be D, E K, Hor R. A positively
chargcd amino acid may, for example be K, Hor R. A negatwely charged amino acid
may, for cxample be D or E. '

The pcptlde of the’ ﬁrst aspect of the mventlon may, for example, comprise or consist _

of the sequence EDNIMVTFRNQASR.

In a second aspect,' the present invention provides a composition, such as a
pharmaceutical composition comprising one or more ppp_tide(s) of the first aspect of the
invention. The composition may co‘mprise a plurality-of. peptides wholly or partly

derivable from FVIH which are capable of inducing or restoring tolerance to FVIIL

The composition may be in the form of a kit, in which the plurality of peptides are
provided stparately- for separate, subscqucrit, scquential  or  simultancous

administration.

The peptide or a composition of the invention may be for use in suppressing, reducing,

or preventing the development of factor VIII inthibitor anrtirbodi'es.

The present invention also provides the use of such a peptide or composition in the

manufacture of a medicament to supprcss reduce or prevent the development of factor
VIII inhibitor antlbodles

0

021
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The present invention’ also provides 2 method for suppressing, preventing or reducing

the development of -_Faiqtor VIII inhibitor antibodies in a-subject, which comprises the

step of administration of such a peptide or composition.to the subject.

'I'he subject may be deﬁcmnt in FVIIL In partlcular the sub_|cct may have haemophilia
A, and may be, or be about to, undergo factor VIII replacement therapy.

Altemativcly' the subject may have, or be at risk from contracting, acquired
haemophilia. ' '

Factor VIII inhibitors are found more ﬁ'equehtly' in individuals expressing HLA-DR2.
The subject treated by the method “of the _invcnﬁon may- therefore be HLA-DR2

positive.

DESCRIPTION OF TH'E FIGURES

Flgure 1: Reeall responscs for lymph node cells (LNC) from FVIII+DR2+ mice primed
with rthFVIII/CFA :

a) LNC prolifer_:‘ation to FVIIL peptides 1-6 :
b) LNC proliferation to FVIII peptides 7-12 -
¢) LNC protiferation to FVII peptides 1, 3 and 11

Figure 2: Reprcsentatwc examples of FVI4DR2+ T cell hybridoma clones specific
for FVIli-derived pepttdes

-Figure 3: Recall resbon;ses for LNC from FVIII—DR2+ mice primed with thFVII/CFA

Figure 4: Representatlvc examples of FVIII—DR2+ T cell hydndoma clones specific for
FVIII-derived peptides.

Figure 5: FVIII-/- t;lone:S specific for a) DNIMV and b) PRCLT

o002
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Figure 6: Recall responscs for LNC to FVIII for FVIII+DR2+ mice treated 3x i.p. with
peptide prior to pnmmg with rhF VIII/CFA

Figure 7: Determination of the range of peptide'epitc;pes capﬁblc of functions as
apitopes using FVIII-DR2+ T cell hydridoma clones spécif ic for FVII-derived
overlapping peptides. ‘The original peptlde is termed 0. One amino acid shift towards

the N- tcrmmal is -1, two amino amd shits towards the N—terrmnal is -2 etc. One shift

towards the C-terminal is +1 etc, -

Figure 8: Lymph n‘odc: cell IFN-gamma production in_résp.onse to FVIII for FVIII-
DR2+ mice treated with FVII-derived peptides PRCLT, DNIMV or a mixture of both
of these. '

Figure 9: ReSponses from naive or tolerised mlce stimulated with either
EDNIMVTFRNQASR (EDNIMV) ot a control pept:de (DN]MV)

DETAILED DESCRIP‘_TION

PEPTIDE
The present invention relates to a peptide.

The term “peptide” is used in the normal serise to mean a series of residues, typically
L-amino deids, connected one to the other typically by péptidc bonds between the o-
amino and carboxyl grdups of adjacent amino acids. The term includes modified

‘peptides and synthetic peptide analogues.

The peptide of the ,pfesenf invention may be made using chemical methods tPeptide
Chemistry, A prac'tical" Textbook. Mikos Bodansky, Springer-Verlag, Berlin.). For
example, peptides can be synthesize;d by sélid-pha‘s‘e, techniques (Roberge JY et al
(1995) Science 269: 202-204), cleaved from &e resin, ar_ﬂ purified by preparative high
performance liquid'chromatography (e.g., Creighton -(1l983) Proteins Structures And
Molecular Prinﬁples, WH Freeman and Co, New York NY). Automated synthesis may

bul0:3
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be achieved, for example, using the ABI 43 1A Peptide.'Synthesizer (Perkin Elmer) in

accordance with the instructions provided by, the manufacturer.

The peptide may altematWely be made by recombmant means, or by cleavage of ta
peptide from factor VI followed by modlﬁcatxon of cone or both ends. The
composition of a peptlde may bc confirmed by amino ac:d analysns or sequencing (e.g.,

the Edman degradation proccdure)

For practical purposes, there are various other characteristics which the peptide may
show. For cxample, it is important that the peptide is sufﬁciently stable in vivo to be
therapeutically usefuf The half-life of thc peptldc in vivo may be at least 10 minutes,

30 minutes, 4 hours, or 24 hours..

The peptide may also ‘demonstrate good bioavailability' in vivo. The peptide may
maintain a conformation in vivo which enables it to- bind to an MHC molecule at the

. cell surface without due hindrance.
CORE RESIDUES

In an adaptive immune response, T lymphotytes ‘are capable of recognising internal
epitopes of a protein antigen. Antigen presenting Qe]IS (APC) take up protein antigens
and degrade them' into short peptide fragxﬁcnts. - A’ peptide may bind to a major

histocompatability complex (MHC) class I or I molecule inside the cell and be carried .

to the cell surface. When presented at the cell surface in conjunction with an MHC

molecule, the peptide may be recognised by aTcell (v1a the T cell receptor (TCR)), in
which case the peptide i isaT cell ep:tope

An epitope is thus a peptide derivable from an anti‘geh which is capable of binding to

the peptide-binding groove of a MHC class I or II molecule and be recognised by a T '

cell.

The minimal epitope is the shortest fragment deriva'bl_e. from an epitope, which is
capable of binding to the peptide-binding groove of 2 MHC class I or I molecule and

being recognised by a T cell. For a given immunogenic region, it is typically possible

(G007 4
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to generate a “nested set" of ovérlapping peptides which act as epitopes, all of which

contain the minimal epitope but differ in their flanking regions.

By the same token, it is possible to identify the minimal epitope for a particular MHC
molecule:T cell combination by measuring the réspgnée t(; truncated peptides. For
examblc if a rés;ponse is obtained to the peptide comprising residues 1-15 in the
overlapping Kbrary, sets which are truncated at both ends (i.e. 1-14, 1-13, 1-12 etc. and
2-15, 3-15, 4-15 etc.) can be used to identify the minimal epitope.

The present invention provides peptides comptising a "core residue” sequence of FVIII
which selected from the-following list; L

LYISQFIIM,

FIIMYSLDG

IARYIRLHP

LIIFKNQAS

- LTRYY¥SSEV
MVTFRNQAS -
LRIHBQSWY

These core residue sequences were predicted using HLA-DR2 binding algorithms to

represent or comprise the minimal epi{ope for each region, as shown in the Examples.

APITOPES

The present inventors have previously dctérmined that there is a link between the
capacity of a peptide to bind to an MHC class T or Il molecule and be presented toa T
cell without further antigen processing, and the pépti‘da's'callaacity to induce tolerance in
vivo (WO 02/16410). If a peptide is too long.to bin'd. the peptide binding groove of an
MHC molecule without further proceséing (e.g- trimming), or binds in an inappropriate
conformation then it will not be tolerogenic in vivo. .If, on the other hand, the peptide is
o'f an appropriate size and conformation to bind directly to the MHC peptide binding
groove and be presénted to a T cell, then this peptide can be predicted to be useful for

tolerance induction.

GG00: 5
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It is thus possible to investigate the tolerogenic cépziciity of a peptide by invcsfigating
whether it can bind to an MHC class I or Il molecule and be presented to a T cell

without further antigen processing in vitro.

The peptides of the- bresent invcntion are ap_itobes' {Anfigen Processing-Indepent
epiTOPES) in that they arc capsble of binding to an MHC class Il molecule and
stimulating a response from factor VIII specific 'f‘.cel_ls without further antigen
processing. Such apitdpes can be predicted to caﬁséidleiange to FVIII, following the
rule-based method described in WO 02/16410, |

A peptide of the present invention may be any length that is capable of binding to an
MHC class I or II molecule without further proccssmg Typlcally, the peptide of the

present invention is capable of bmdmg MHC class H

Peptides that bind to MHC class I molecules are typically7 to 13, more usually 8 to 10
amino. acids in length. ~The binding of the’ peptiac ‘is" stabilised at its two cnds by
contacts betweér-i atoms in the main chain of the peptide and invariant sites in the
peptide-binding groove of all MHC cla;s_s I molecules. There are invariant sites at both
ends of the groove \;urhich bind the amino and ca'rboxy‘ termini of the peptide.
Variations is peptide Iength are_accoquatéd by a kmkmg in the peptide backbone,

. often at proline or glycine residues that allow-the _re'quii‘e_d flexibility.

Peptides which bind to MHC class II molecules are txpi'call)'! between 8 aﬂd 20 amino
acids in length,; ;110rc usually between 10 and 17 amino acids in length, and can be
longer (for example up to 40 amino acids). These peptides lie in an extended
conformation along the MHC IT peptide-binding groove whlch (unlike the MHC class I
peptide-binding groove) is open at both ends The peptlde is held in place mainly by

main-chain atom contacts with conserved residues that line _the peptide-binding groove.
PEPTIDE SEQUENCES

The first embodiment of the invention relates to a peptlde comprising one of the

following FVIII—derwed sequences

IGTLMVFFGNVDSSGI —

Go00L6
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TQTLHKFILLFAVED -
SLYISQFIIMYSLDG
PPHARYIRLHPTHY
PPLLTRYLRIHPQSW
MHTVNGYVNRSLPGL °
LGQFLLFCHISSHQH
- { DTLLIIFKNQASRPY -
| PRCLTRYYSSFVNME'
TENIQRFLPNPAGVQ
DNIMVTFRNQASRPY
RYLRIHPQSWVHQIA -

with one or more of the following mddiﬁcations: R

@) removai-of oﬁe or more hydophobic amino acid(s);

(ii) replacement of one or more h)-Jdro'phobic' amino acid(s) with charged
hydrophilic amino acid(-s); and . '

(iit) inse_rtidn of a charged amino acid at one or'both terminus(i)
which modified peptide is capable of binding to an MHC class II molecule without
. further anti gén processing and being recognised by a factor VIII specific T cell.

A list of standard amino acids, together with their side chain polarity, charge and
hydropathy index is given in Table 1. . o

Table 1
. - - - r
Amina Acid Lefter Le:ter S::l‘laa‘;li]tz;: ’ ch::“;z E::;I“'IT) Hyi‘:u;?xathy
Alanine Ala~ A . nonpolar . neutral 1.8
Arginine Arg R " polar. 'positive -4.5
Asparagine Asn . N polar . neutral -3.5
" Asparticacid  Asp - D ' polar . ' negative -3.5
Cysteine _"Cys C nonpolar " neutral : 2.5
Glutamic acid ~Glu E polar negative ‘ -3.5
" Glutamine  Gln Q polar ' neutral -3.5
Glycine Gy G nonpolar ‘neutrat 0.4
Histidine His © H polar positive -3.2
_ Isoleucine Ile 1 nonpolar " neutral | 4.5
Leucine Leu L nonpolar - . neutral 3.8
Lysine Lys . K " polar © positive . -39
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Methionine  Met M nonpolar " neutral 1.9
Phenylalanine Phe  F nonpolar - .- neutral 2.8
-Proline  Pro P honpolar ‘ neutral -1.6
Serine . Ser ) polar " . neutral -0.8
Threonine - . Thr T polar ' neutral -0.7
Tryptophan  Trp, w nonpolar °  neutral - =09
. Tyrosine Tyr Y . polar ‘neutral -1.3
Valine  Val .V

.nonpolar neutral 42

Hydrophobic amino aci;:ls-include: G, 'C,M,A,P, I,-‘L, V and the aromatic amino acids
F and W, Hydr_()plibbic amino acids may be rcmovéd from the ends of the sequence or

within the sequence.

Charged hydrophilic amino acids include: K, R, D, H and E, Hydrophobic amino acids
may be exchanged with charged hydrophilic amino acids the ends of the sequence or

within the sequence.

One or more chargéd ‘amino acid(s) may be inserted at the N-terminus of the sequernce.
Advantageously, a posfﬁvc[y charged amino acid is inserted or substituted at one
terminus and a negatively charged amino acid is inserted/substituted at the other

terminus in order to create a charge dipole.

Modification of the parent sequenm; should not signiﬁc_:a‘nt!y impair binding of the
peptide to the ﬁeptidé binding groove of an MHC molecule, its capacity to be
recognised by a..AT'ccll, 61' its capacity to act as an apitope (bind to an MHC molcule
and be presented to a T cell without further antigen processing). This may be readily

tested using imqwn antigen prescntation assays and T-cell hybridomas.

The second embod-imer‘\t of the iﬂveﬁti(;n relatesl to a peptide comprising the secquence
X(az)y-core sequence -(aa)y, ‘ ' o )
wherein X is a charged hydrophilic refsidue;.'
aa is an amino acid;
nis an iﬁteger between 0 and 5,

m'isan integer between 0 and 5; and
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the "core' séquence" is selected from the fbl]owing group of FVHI-derived
peptides: LYISQFIIM ’
FIIMYSLDG
IARYIRLHP
LIIFKNQAS '
LTRYYSSFV
MVTEFRNQAS
~ LRIHPQSWV

which p_epﬁde is capable of binding to an MHC class II molecule without
further antigen processing and being recognised by a factor VIII specific T ceil.

The sequence (aa), or (aa).,; can be any sequence of between 4 and 5 amino acids. For
example, the peptide may have the sequence: - )
XDNIMVTFRNQAS '

in which case, n=3 and m=0

The third embodiment of the presént invention relates to a peptide comprising the
sequence: ' '

Y{aa),-core scquepce-faa)mz _

wherein Y a'md Z are chargcd.z_imino aciris having reverse polarity;

aa is an amino acid; - '

nis an integér bét_ween 0 and 5;

m is an i_ntéger between 0 and 5; and

the "core sequence” is selected from the following group of FVIll-derived peptides:

LYISQFIIM '

FIIMYSLDG

TARYIRLHP-

LIIFKNQAS

LTRYYSSFV

MVTFRNQAS

LRIHPQSWV

which peptide is capable of binding to an MHC class II molecule without
further antigen processing and being recognised by a factor VI specific T cell.

For cxample, for the peptide EDNIMVTFRNQASR, -
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Y=E;

(aa), = DNI
m=0; and
ZfR

The peptide may compr{se the core residue sequence, togéther with additional flanking
sequences at the N and/or C terminal end ((aa); and (aa)x, respectively), provided that
the resulting peptide is capable of binding to-an MHC class {I molecule without further

antigen processing.

The flanking N and/or C terminal scquences may be derivable from the sequences

flanking the coré residue sequences in human FVIIL

APIPS

Various antigen processing indépen_derit presentation systcms (APIPS) are known,

including:

a) fixed APC (with or without antibodies to CD28); - _
b} Lipid membranes cbntaining Class I or T MHC molecules (with or without
antibodies to CD28); and -

¢) purified natural or recombinant MHC in ‘plate-bound form (with or without

antibodies to CD28).

All of these systems are capable' of presenting ant.igen-,in conjunction with an MHC
molecule, but aré incapablc of processing antigen. In all these systems the processing
function is e_ither absent or disabled. This makes it possible to investigate whether a
peptide can bind to an MHC class I or Il molecule and be presented to a T cell without

further antigen processing.

The use of fixed APC to investigate T cell tespo‘nscs. is well known in the art, for
example in studies to investigate the minimal epitope within a polypeptide, by

measuring .the résponse to truncated peptides (Fairchild ef af (1996) Int. Immunol.

o000
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8:1035-1043). APC may be fixed using, for example fonnaldehyde (usually
parafonnaldehyde) or glutaraldehydc ’

Lipid membranes (which may be planar membranes or liposomes) may be prepared

using artificial lipids or may be plasma memi:ranelmicrosqmal fractions from APC.

In use, the APIPS may be applied to the ;wel_ls of .a't_iséue culture plate. Peptide
antigens are then added and binding of the pepﬁdc u:: the MHC portion of the APIPS is
detected by addi,tic)ln of selected T cell lines or clones. Activation of the T cell line or
clone may be measured 'by any of the mcth'ods known in the art, for example via “H-

thymidine incorporation or cytokine secretion.
FACTOR VIII

The core sequence of peptide of the invention is derivable from factor VIII. One or

both flanking se_quénces ((aa), and (aa)n} may also be derivable from factor VIIL.

Factor VIII participates in the intrinsic péthway of blood coagulation; factor VII is a
cofactor for factor IXa wh:ch in the presence of Ca+2 and phOSphO]lpldS converts

factor X to the actwated form Xa.

The factor VIII gené préduces two alternatively spli(‘;éd transcripts. Transcript variant 1
encodes a large 'gl);coprotein isoform a, which circulates in plasma and associates with
von Wll]ebrand factor in a. noncovalent complex. This protein undergoes multiple
cleavage events. Transcript variant 2 encodes a putative small protein, isoform b,
which consists primarily of the phpsphohpld binding domain of factor VIIlc. This

binding domain is essential for coagulant activity.

The (::omplete 186,006 base-pair sequence, of tllic human factor VII gene was
elucidated in thc'n;.id 1980s (Gitschier et al (1984) Nature 312 326-330). At the same
time, DNA clones encdding the complete 2351 amino acid sequence were used to
produce b1ologlcally active factor VIII in cultured mammalian cells (Wood et al (1984)
Nature 312:330-337). The complete 2,351 amino acid sequence for human factor VI
is given in SEQ ID No. 1. '

Co0021
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The core residucs 'of péptide of ’the. present invention are derivable from factor VIIL
Optionally the flanking sequence(s) may also be: derivabl_c from factor VIII if they are
the same as the séqﬁen;:es flanking the core s_cquen;ie in the native FVIII polypeptide.
‘This sequence :méy ‘be obtainable or obtained from cleavage of the factor VI

sequence.

SOLUBILITY

The peptide of the first embodiment of the invention is'a modified form of one of the

following peptides:

GTLMVFFGNVDSSGI
TQTLEKFILLFAVFD
SLYISQFIMYSLDG -
PPIARYIRLHPTHY
PPLLTRYLRIHPQSW
MHIVNGYVNRSLPGL
LGQFLLFCHISSHQH
DTLLOFKNQASRPY
PRCLTRYYSSFVNME .
[ TENIQRFLPNPAGVQ

DNIMVTFRNQASRPY .
RYLRIHPQSWVHQIA

These pci)tides have él‘reacly been shown to act as apitopes and be tolerogenic in vivo

(See examples and Intenational patent application No PCT/GB2008/003996).

It has since come to light that solubility is aﬁ'impoﬁaﬂt consideration in peptide-
mediated tolerance induction. Solul‘:vility-may be improved by one or more of the
following; '

(i) removal of one or mére hyﬂrophobic residues; .

(i) addition/substitution to add one or more charged hydrophilic residues

(iii) placing positively: and negatively charged amino acids at either end to create a

charge dipole.

PCT/GB2010/000997
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The modified peptide may be more soluble that the pa.rent (unmodlﬁcd) peptide. The
modified peptide may have 2, 3, 4, or' 5-fold greatcr squbzlrty than the parent peptide.
The peptide may‘be soluble at concentrations of up to 0.5 mg/ml, T mg/ml, or 5 mg/ml.

TOLERANCE

T cell epitopes pla-y a .ccntraI role in the adapfivc immune response to any antigen,
whether self or forelgn The central role played by T cel] epitopes in hypersensitivity
diseases (which include allergy, autoimmune dlscases and- transplant rejection) has
been demonstra_ted through the use of cxpenmental models. It is possible to induce
inflammatory or allergic diseases by injection of synthetic peptides (based on the

structure of T cell epitopes) in combination with adjuvant.

By contrast, it ha;s beén shown to- be 'possible to -induce immunological tolerance
-towards particular antigens by administration of peptidc’epitopcs in soluble form.
Administration of soluble peptide antigens has been demonstrated as an effective
means of inhibiting diseﬁse in experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE —a
model for multiple sclerosis (MS)) (Metzler and Wraith (1993) Int. Immunol. 5:1159-
1165; Liu and Wraith (1995) Int. Immunol. 7:1255-1263; Anderton and Wraith (1998)
Eur. J. Immunol. 28:1251-1261); and experimental models of arthritis, diabetes, and
uveoretinitis (rev.ie'wed.in Anderton 'a‘nd'Wraith (1998} as above}. This has also been
demonstrated as a means of treating an ongoing disease'ix; EAE (Anderton and Wraith
(1998) as above). '

Tolerance is the failure to respond to an antigen, Tolerance to self antigens is an
essential feature of the immune system, when this is lost,.autoimmune disgase can
- result. The adaptivcli_mm'unc system must maintain the._capacity to respond to an
enormous variety 6f iﬁfcctious— agents while avoiding autoimmune attack of the self
antigens contained within its own tissues. This is confrqlled to a large extent by the
sensitivity of imrﬁa.ture- T lymphocytes to ap_optotié cell death in the thymus (central
tolerance). Howc\«;ér, not all self antigens are detected in the thymus, so death of self-
reactive thymocytes remains incoinplete. There are thus also mechanisms by which

tolerance mz.ly be acquired by mature self-reactive T lymphocytes in the peripheral

0000223
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tissues (peripheral tolerance). A review of ‘the mechanisms of central and peripheral

tolerance is given in Anderton et af (1999) (Immunological Reviews 169:123-137).

In haemaphilia A, j;atie:nts have a defect in the factor VIIT gnne. This means that factor
VI is not recognised as a "self" antigen by the immune system. When factor VIII is
administered during coagulation factor replacement'ﬂiempy, therefore, an alloimmune
response is generated tn the foreign protein, Ieéding to thé preduction of FVIII inhibitor
antibodies. ' ' ' |

The peptides of the. present invention are capable of inducing tolerance to factor VIII
such that when FVII 1s administered therapeuucally, it does not induce an immune

response and FVIHIL mhlbltors do not develop

Acquired haemophilia is an autoimmune disease in .which tolerance to factor VIII
breaks down. In this case, peptides of the ,présent invention may be administered to

reinstate tolerance to this self protein and curtail the-pathogenic immune response.

Tolerance may resilt from or be characterised by the induction of anergy in at least a

portion of CD4+ T cells. In order to activate a T i:ell a pepfide must associate with a

professnonal” APC capable of delivering two sngnals to T cells. The first signal .

(signal 1) is delivered by the MHC~pepnde comp]cx on the cell surface of the APC and
is received by the T cell vna the TCR. The second signal (signal 2) is delivered by
costimulatory moleculcs on thc surface of the APC, such as CD80 and CD86, and
received by CD28 on the surface of the T cell. It is thoug_ht that when a T cell receives
signal 1 in the absence of signal 2, it is nof activate_nl and',. in fact, becomes anergic.
Anergic T cells are refractory to subséquent antigenic challenge and may be capable of

suppressing other immiune responses. Anerglc T ce]ls are thought to be mvolved in

mediating T cell toierance

Without wishing to be bound by theory, the present inventors predict that peptides
which require processing before they can be presented 1n conjunction with MHC
molecules do not induce tolerance because they have to be handlcd by mature antigen
presenting cells. Mature antigen presennng cells (such as macrophages, B cells and

dendritic cells) are capable of antigen processing, b‘ut.also of delivering both signals 1

o024
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and 2 to a T cell, leading to T cell activation. Apitopes, on the other hand, will be able

to bind class Il MHC on immature APC. Thus they w:ll be presentcd to T cells without

costimulation, leading to T ceil anergy.and tolcmncc

Of course, apitopes are also capable of binding to MHC molecules at the cell surface of _

mature APC.” However, the immune system contains a greater abundance of immature
than mature APC (it has been suggested ‘that less thlar'y 10% of dendritic cells are
activated, Summers et al. (2001) Am. J. Pathol. 159: 285-295). The default position to

an apitope will therefore be anergy/tolerance, rather than-activation.

The induction of _toleraﬁcé to FVIII can be monitored: in vivo by looking for a reduction

in the level of:

(i) FVIII inhibitory antibodies:

(ii) CD4+ T cells speclﬁc for FVIII -

(iii) B cells’ capab]e of secreting FVIII mhlb:tory antlbodles
by techniques known in the art.

It has been shown- thét,' when tolerance is‘induccd_bjf'peptide administration, the
capacity of antigen-specific CD4+ T cells to proliferate is reduced. Also, the
production of IL-2, IFN-y ar;d IL-4 production by these cells is down-regulated, but
production of IL-10 is increased, Neutralisation of IL—lO in mice in a state of peptide-
induced tolerance has been shown to restore completcly suscepubzllty to disease. It has
been proposed that a population of regulatory cells persist in the tolerant state which
produce IL-10 and mediate immune regulation (Eul;khaft et al (.1"999) Int. Immunol.
11:1625-1634). ' ’ |

The induction of tolerance can therefore also be monitored by various techniques

including:

{a) the induction of a_ncrgy in CD4+ T cells (which can be detected

by subsequent challenge with FVIIL in vitro), .
(b) changes in the CD4+ T cell popu!atlon mcludmg
()  reduction in prohfcratlon
tii) down-regulation in the production of IL-2, IFN-y and IL-4; and

(iii) - increase in the production of IL-10.
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As used herein, the term- “tolerogenic” means cépablc of inducing tolerance.
COMPOSITION

The present invention also relates to a composition, such as a pharmaceutical

composition comprising one or more peptide(s) accdrd'ing'to the invention.

The peptide may comprise a plurality of peptides, for example, two, three, four, five or
six peptides.- ' '

The composition of the present invention may be for prophy]ﬁctic or therapeutic use.

When administered for prophylactic use, the compositibn may reduce ar prevent the

gencration of an immune responsc to FVIIL The level of immune response is less than

would have been obtained in the patient had not been treated with the composition.

The term "reduce” indicates that a partial reduction in immune response is observed,
such as a 50%, 70%, 80% or 90% rcd_uctidn in the respt;pse that would have been
observed in the patient had not been treated with the composition (or in the response
observed in an untreated patient over the same _tifﬁe~fmmc). The term "prevent”

indicates that no appreciable immune response to FVIII is observed.

When administered for thefapeutic use, the composition rhay suppress an already
ongoing immune response to FVIH. The term "supprc's"s"' ir;dica_tcs a reduction in the
level of an on-goirig immune response, qomparcd to the lev:;l before peptide treatment,
or the level which would have been observed at the sﬁmc time point had the treatment

not been given:

Treatment with the composition of the present invention may cause a reduction in
levels of any or all of the foll.owing: '

(i) FVI inhibitory'antibodics:

(i) CD4+ T ceils specific for FVIII o

(iii) B cells secreting FVIII inhibitory antibodies. .

vululh
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Detection of all thesc factors can be carried out by tcchnit—qﬁés known in the art, such as
ELISA, FACS etc. '

Treatment thh the composmon of the present l.l‘lVCI‘lthIl may also or altiemnatively
cause anergy ir CD4+ T cells specific for FVIII. Anergy can be detected by for

example subsequent challengc w1th FVIII in virro.

It is important to bear in mind that not al] immune responses to FVII are pathogenic.
Non-inhibitory anti-FVII) armbodles may be found in_haemophilia patients without
inhibitors (Morean er al (200(}) Blood 95: 3435-41) and apprommately 15% of healthy
blood donors (Alglman etal (1992) 89:3795- 9)

FVIII inhibitprs may be detected by the Nijmégen modification of the clotting
Bethesda assay, in which the 'ability of the patient's’ plasnia to inactivate FVII in
normat plasma is tested A Bethesda umt is deﬁncd as the amount of antibody that

neutralizes 50% of plasma FVIII activity, and titres of 0. 6BU or greater suggest the
presence of antibody.

Inhibitors are g‘éﬁcrally classified as low titre if the level is <5 BU and high titre if > 5
BU. o

The level of circulating'FVIII mhlbltory ant:boches may be reduced to 90%, 75%, 50%,
20%, 10% 5% of the level of antlbbdles whlch wou!d have been observed had the

patlent not recclvcd treatment.

The level of cirﬁ;ilaﬁng FVIII inhibitory antibodies may be reduced to 5,4, 3,2, 1 or
0.5BU. '

The peptides and oomposmon of the mvention may mcreasc the amount or proportion
of therapeutically adm1mstercd FVII which is avallablc to aid clottmg in a patient.
This is due to the reduction in FVII inhibitors .which may effectively remove a
proportion of FVIII from exerting its therapeiitic ﬁlh(:t}dh. The peptide or composition

00027
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of the invention may iﬁcrease the amount of available FVII by, for example, 10%,
25%, 50% 75% or 100%. ' '

The peptides and compositidn of the invention may thus reduce the amount of FVIII

which needs to be administered to aid clotting in a patient.
FORMULATION

The composition may by prepared as an 'injectéble,” eitl;er as liquid solution or
suspensipn;‘ sol.ic-i form_suitable for solutipn'in, of' suspension iﬁ, liquid pﬁor to
injection maj' also B_é "prép.;ired. The preparation may aiso _be emulsified, or the
- peptides encapsulated in lipos,'omes The active mgredlents may be mixed with
excipients which are phannaceutlcally acceptable and compatlble with the active
ingredient. Suitable excipients are, for example, _watcr, saline (for example, phosphate-
buffered saline), dextrose, giycerol, ethanol, or the like and combinations thereof.

In addition, if ‘.c—Icsircd,l the composition may corlta'in minor amounts of auxiliary
substances such as wetting ot emulsifying  agents and/or pH buffering agents.
Buffering salts includé phosphate citrate .acetate. Hj'dochioric acid and/or sodium
hydryoxide may be used for pH adjustment For stablhsatlon disaccharides may be

used such as sucrose or trehalose

If the composition. comprises a plurality of peptide_.:s, the reléxtive ratio of the peptides
may be ap[‘Jrc)xi:rzt-1att=:_l)rr equal. Alternatively the rclati\‘re ratios of each peptide may be
altered, for example, to focus the toleroéenic response on & particular sub-set of
autoreactive T-cells or if it is found that one peptide works better than the others in
particular HLA types. )

After formulation, the composition may be incorporated into a sterile container which
is then sealed and stored at a low temperature, for.exariple 4°C, or it may be freeze-
dried. '

Conveniently the com.position. is prepared as a lyophilized (freeze dried) powder.

Lyophilisation permits long-term “storage in a stabilised form. Lyophilisation

Cu00:8
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procedures .-are  well - known in the - art, see for example

ht_tp:/[www.devicelink.ConﬂivdU’archive/QWOlfﬂﬂﬁ.html-. - Bulking agents are

commonly used prior to freeze-drying, such as mannitol, déxtran or glycipe.

The composition may be administered in a convenient manner such as by the oral,
intravenous (where water soluble), inﬁramusclﬂar, subcutaneous, sublingual, intranasal,

intradermal or suppository routes or implanting (e.g. using slow release molecules).

The composition may advantageously be administered -via intranasal, subcutaneous or

intradermal routes.

The peptide and composition of the invention rr'xayv_be used to treat a human subject.
The subject may have haemolphilia A, in particular'severe haemophilia A. The subject
may be genetically deficient in FVIIL. The subject may have acquired hacmophﬂla
The subject may have 1nh1bltory anti- FVIH antibodies.

The subject may be undergoing or about to undergo coagulant replacement therapy

with FVIIL,
The subject may be undergoing or about to undergo gene.therhpy with the FVIII gene.

The subject may be an.HLA-haplotype wliich‘ is associated with a predisposition t-o
develop inhibitory anti-FVIII -alloantibodies or autoantibodies. The subject may
express HLA-DR2. Methods for determmmg the HLA haplotyps of an individual are
known in the art. ’

Typically, a physician will determine the actual dos’age which will be most suitable for

an individual subject and it will vary with the agc wr:1ght and response of the pamcular

patient,

In a preferred embodiment a “dose escalation™ protocol may be followed, where a
plurality of doses is given to the i}atient in ascending concentrations. Such an approach

has been used, for example, for phospholipase A2. pEpﬁdes in immunotherapeutic

Gyl
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applications against bee venom’ éllc:gy (Miller et al'(1998) J. Allergy Clin Immunol.
101:747-754 and Akdis et al (1998) J. Clin. Invest: 102:98-106).

KITS

Conveniént]y, if the Vcomposition compﬁscs a plurality of peptides, they may be
administered together, in the form of a mixed composition or cocktail. However, there
may be circumstances in which it is preferable to provide the peptides separately in the

form of a kit, for simultaneous, separate, sequential or combined administration.

The kit may also comprise mixing and/or adminitration means (for example a
vapouriser for | intranasal - administration; or a syringe and needle for

subcutaneous/intradermal dosing). The kit may also comprise instructions for usec.

The pharmaceutical composition or kit ‘of the invention may be used to treat and/or

prcvent a disease.

In particular, -thc'cofnpositionfkit may be used to treat and/or prevent haemophilia A or

acquired haemophilia.

HAEMOPHILIAA |
Hemophilia A (classic hemophilia), is caused by the deficiency of Factor VIIL

Hemophilia A has an estimated incidence of 1 in 10,000 hales, while hemophilia B is

estimated to occur in one in 40,000 males. Approximately 1 woman in 5,000 is a

carrier for hemophilia A, and 1 in 20,000 is a carrier of hemophilia B.

Hemophilia is typically divided into three classes: severe, moderate and mild, based on
the level of clotting factor in the blood. In severe hefnbphilia, there is less than 1
percent of narmal clotting factor. The degrce of se\;éri.ty tends to be consistent from

generation to generation.

Contrary to popular bcli'ef, minor cuts and wounds do not usually present a threat to

hemophiliacs. Rather, the greatest danger comes from spontaneous bleeding that may

Gu0030
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- oceur in joints dnd muscles. This is most prone to occur during years of rapid growth,

typically between the agés of 5 and 15 years.

Repeated sponmncqlis bleeding in joints may cause é;tljlﬁtis, and adjacent muscles
become weakened. Pressure on nerves caused by the accumulation of blood may result

in pain, numbness, and temporary inability to move the affected area.

Haemophilid A '.iél usually diagnosed with 2 bload test to determine the effectiveness of

clotting and to investigate whether the levels of clotting factors are abnormal.

The development of pui‘if' ed clotting factors in the 1970s, 'is;olated from donated blood,

significantly improved the long-term outlook for hcmophlllacs Mild to moderate

haemophiliacs can ‘use treatment with FVII on an ad hoc. basis, whereas severe

haemophiliacs may require regular, indefinite !reatmcn_t.

Previously, patiehts‘wcArs given factor VIII concentrates pooled from thousands of

plasma donations. This lead to significant problems of contamination with viral

pathogens, particularly. the human immunodeficiency virus and the hepatitis vimseé.‘

Monocclonal antibody puriﬁcatiéh techniques, heat inactivation, and virucidal detergent

treatments have rendered plasma-derived conoenﬁat;s-rclat{vely safe.

Recombinant DNA techhology has now provided a series of synthetic products,such as
Recombinate™ and Koge:natf:TM Kogenate is made using baby hamster kidney cells
expressing human factor VIIL The resulting factor is hlghly purified, eliminating any

possibility of transmission of virus.from p]asma

The peptide or composition of the present mventmn may be admimstered before and/or

during factor VIII repIacement therapy.

Hemophilia A is an ideal disease target for gene. therapy since i) it is caused by a
mutations in a single identi_ﬁed gene, i) a slight increase in clotting factor levels in vivo
~can convert severé hemophilia into milder' disease, and iii} current replacement
therapies are considered subopﬁﬁlal. Also, there is a wide range of safety if there is an

"overshoot" of desired level of coagulation activity, -
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Unfortunately, to date the .promise of gene ﬂ1erapy as a'cure for haemoi)hilia has not
been realized, primarily because of difﬁc‘ulties in finding a gene delivery system which

is sufficiently non-un.munogemc to allow for long tcrm expressxon of the clotting

factor.

The peptides of the present invention would also be suitable for tolerising a subject
prlor to gene therapy with factor VI and/or managmg FVIII inhibitor formation in a
patient following gene therapy

ACQUIRED HAEMOPHILIA

Acqguired haemopI:ﬁlia is characterised by the pré:éence of autoantibody inhibitors
against FVIII in individuals with previously normal _coagulation. It is a rarc condltlon,
with an estlmated incidence of 1-3 per million population per year. The mortahty rate
associated with gcquu'ed autoantibody mlubﬂors approaches 25% versus the
substantially lower risk of deathin those with alloantibodics.

Compared to alloantibody inhibitor patients, acquired' hemophilia is characterized by:
(1) a2 more severe bleeding pattern; (2) higher incidénce' in older population; (3)
occurrence  in : 'c.onjunction with idcntif_iab]e. underlying autoimmune diseases,
lymphoproliferative or solid tumor malignancie$, pregnancy, and use of certain
antibiotics such as pcni.cillih and sulfonamides in apprdx_ima&ly 50% of cases; and (4)
in vitro inhibitor activity that followa type I pharma_cokiﬁétic pattern with incomplete
neutralization of the targeted clottirig factor activity by the autoantibody, typically

resulting in residual factor VIII levels ranging between 2%-1 8% in patient plasma.

The peptide or corﬁpdsition of the present invention Ihay be administered to a patient
with acqulred haemophilia, or to a patlent believed to be at risk of deveIOpmg acquired

haemophilia duc to, for example
i) imminent treatment with; for example penicillin or a sulfornamide
ii} progession of a tumour or other malignancy,

iil) imminent or early pregnancy.
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The invention wﬂl now be further described by way of Exarhples which are meant to

serve to assist orie of ordinary skill in the art in carrying out the invention and are not

intended in any way to limit the scope of the invention.

EXAMPLES

Example 1: Selection of HLA-DR2 Factor VIII pggtides. '

A series of FDVIHI 15mer peptldcs were compared usmg three I—ILA—DR binding
algorithms:

SYFPEITHI (http Swww., syfpelthl de/home htm)

ProPred (http://www.imtech.res.in/raghava/propred/) an.d__ .
and TEDB (http://WwwLimmunegpitobe.org/home.do)._'

Peptides were selec'tcd'which were predicted to be fﬁ,A~DR2-bh1ding by more than

one of the progmmmes and flanking scquenccs were de51gr1ed for the prcdlcted core

residues (table 2).

TABLE 2

Peptide | FVIII ~ | Sequence in single Also referred to herein |
Ne First AA | amino acid code as:

1 2140 GTLMVFFGNVDSSGI . 1 GTLMV
2 0208 TQTLHKFILLFAVFD TQTLH
3 2114 SLYISQFIIMYSLDG 1 SLYIS
4 2161 - PPIIARYIRLHPTHY . PPIIA

5 2318 PPLLTRYLRIHPQSW PPLLT

6 250 MHTVNGYVNRSLPGL - MHTVN
7 322 LGQFLLFCHISSHQH LGQFL
8 478 DTLLITFKNQASRPY DTLLY
9 545 'PRCLTRYYSSFVNME PRCLT
10 607 TENIQRFLPNPAGVQ TENIQ
11 1788 DNIMVTFRNQASRPY 1 DNIMV
12 2322 "RYLRIHPQSWVHQIA RYLRI

Exzample 2; ]n'v-éstigat_ing the response of I-]LA—DiH restricted cells from factor

YUI immunised mice to peptides

" 3
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HLA-DR2 ti‘_ansgenic' mice were immunised with human.factor VI in adjuvant.
Draining iymph node cells were collected and restimulated in vitro with different

concentrations of the 12 peptides from table 2: The results are shown in Figure 1.
HLA-DR2 restricted cells from factor VIII ir'n_muniséd mice clearly respond strongly to

peptide DNIMV(I“ amino acid 1788). There are also responses to peptides PRCLT
{(545) and PPIIA (2161).

Example 3: Investigating the response of T cells from -HLA-QR2 mice to peptides

- HLA-DR2 mice were first immunised with factor VIII in ddjuvant. Spleen cells from.

immune mice werc restlmulatcd in vifro with factor VIIL and the resu]tmg lymphoblasts

were fused with the BW5147 thymoma using polyethylcne glycol.

T-cell hybrid'omas were selected in HAT medium and the hybridomas cloned and
tested for their response to factor VIII The hybndomas were then screened for their
response to the 12 pred:cted pephdes Of the 27 hybndomas screened, 11 responded to
DNIMV, 3 to PRCLT and 3 to PPIIA, although the responSe to PPIA was weaker and
less spec1ﬁc The response of two hybridomas speclf ic for DNIMV and PRCLT is

shown in Figure 2.

- Example 4 - Investigating the responée of lymph node cells from FVII-DR2+
mice to peptides h '

HLA-DR2 tra.nsgcmc mice were crossed with factor VIII deﬁcxent mice to create a

model of haemophxha expressmg the human HLA class IIMHC molecule.

These FVIII-DR2+ animals .were immunised with factor VIII in adjuvant. Draining

lymph nodes were isolated and tested for their response to the peptide panel. As shown

in Figure 3, these cells rcSponded well to PRCLT and-DNIMV. There was a weak’

response to GTLMV and significant response to RYLRI.

Example 5 - invéstigasing the response of T cells-i‘roml HLA-DR2 mice to peptides

0o
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Factor VIII deficient mice expressiné HLA-DR2 were immunised with factor VIII in
adjuvant. Spleen cells frorn the immunised mice we're‘ restimulated in vitro with factor
VIII and the resuiting: Iymphoblasts were fused with BWS 147, as described above. T-
cell hybndomas were screened for their response to the 12 predicted peptides.  Yet
again, the majority of hybridomas responded to peptldes DNIMV and PRCLT. - Of 19
hybridomas specific for factor VIII, 10 responded to DNIMV 6 to PRCLT, 1 to PPIIA,

1 to SLYIS and Tto DTLLI Examples of responses by these hybridomas are shown in
Figure 4.

Based on these, experiments it is clear that two peptldcs DNIMYV (first amino acid
number 1788) and PRCLT (first amino acid 545) constitute the immunodominant T-
cell epitopes in the HLA-DR2 restricted T-cell responsc to human factor VIII.

Example 6 - DNIMV Qnd PRg;I;-.;I‘ behave as épitopes

In order to be an apitope, a peptide must be capable of binding to an MHC class I or II

molecule without further antigen processing (i.c. tiimn{ing) and be presented to a T

cell. In the preéent case, the capacity of peptides to be presented by fixed APC was .

investigated.”

Mgar cells were ei'thcr:ﬁ‘esh or, fixed with 1% 'parafonnéld_ehydc. Clones were tested.

for antigenic specificity by culturing iOOpl of hybridoma cells with 5x10°* Mgar cells in
the presence and absence of 20pg/ml rhFVIIT br peptide epitopes overnight.
Supématants \w;rclte then collected and as_sesscci for IL—?.'p.i"oduction by ELISA. The fact
that thFVIIT must be presented by live Mgar cells demonstrates that the intact protein
requires antigen processing to be presented. Pep{idcs DNIMV and PRCLT, on the
other hand, are presented:‘by both live and fixed Mge_u_’ cells indicating that these
peptides function as api:topes (Figure 5). . | .

Example 7 - Determination of the range of peptide epitopes capable of functioning

as apitopes
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The range of p'eptide epitopes capable of .ﬁaoctioning as apitopes in the sequences
surrounding DNIMV; PRCLT and the’ other pepﬁdcs was identified by preparing
panels of overlappmg pcptldes (shown on pages 36—37) and screening these using the

T-cell hybridomas using the same method as Examplc 5 (Fi 1gure 7).

Example 8 - DNIMV émd PRCLT induce tolerance to whole factor VIII protein

HLA-DR?2 transgenic mice were freated with either of the two soluble peptides, or PBS
as a control, prior to immunisation with factor VIII i in ad_]uvant Draining lymph nodes
were isolated and the cells restimulated in vitro with factor VI protcln in order to
assess the immune status of the mice. As shown in Flgure 6, treatment of mice with
either DNIMV or PRCLT led to a substamlal suppressmn of the immune response to
factor VIIL )

Example 9 - Investigation of whether DNIMV and PRCLT able to induce

tolerance in the factor VITT kn_ockout mouse

It was known from Exa"mple 8 that these two peptides._ are able to prevent the immune
response to factor VIII in mice expressing endogenous factor VIII. The experiment
was repeated with FVIII-DR2+ animals to deternine whether these peptides also

prevent the immune response to factor VIII in .factor‘VIII'deﬁcicnt mice.

Example 10 =~ Investlgatlon of whether DNIMV and PRCLT in combination

are able to induce tolerance in the factor VIII knockout mouse

The two peptides which were ShDW'I‘] to individually rc‘duco the immune response to
factor VIII in factor VIII deficient mice in Ex&mple 9 were comblned As shown in
Figure 8, treatment of mice with both DNIMV and PRCLT led to a substantial
suppression of the immune response to factor VIII, as shown by the decrease in
IFN-gamma'producti'on IFN-gamma is the major class switch lymphokine required
for neutralising antibodies in the mouse. The effect demonstrated was greater than

that observed using ither pf:ptldc alone.

630036
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Example 11: The'induction of tolerance using a n_l'odiﬁ.ed peptide

The peptide DNIMYV i§ partly, but not completely soluble. . In order to improve the
solubility of the peptide, a modified version was, designcd with the following
sequence: EDNIMVTFRNQASR,

This is extended at the N-terminus to add a charged hydrophilic residue. It is also a
truncated at the C-terminus to remove the proline - and tyrosine residues.
Furthermore by placing positively and negaﬁvely charged amino acids at either end

of the peptide a charge'dipole is created reported to increase solubility.

The modified peptide is more soluble than DNIMV and sufficiently soluble to
allow inu'anf.zsal peptide delivery. In order to assess the induction of tolerance using
this peptide epitope, FVIII deficient mice were taken and half treated with the
modified EDNIMV peptide (réi’erred to as ‘tolerised” in Figure 9). The mice were
then immunised with DNIMV in CFA and 10 days 'latét draining lymph nodes were
collected and stimulated in vitro with either DNIMV or EDNIMV. Figure 9 shows
the results for féspoﬁse_s from either naive or tolerised mice stimulated with either
DNIMV or EDNIMYV in vitfo. '

The results demonstrate that EDNIMV is able to recall 4n immune response from
mice immunised with DMW. Furtkllermore,_ the);r deméustrate very clearly that
mice tolerized with EDNIMV fail to.n.lount an immune 'résponse to DNIMYV in vivo
as revealed by the lack 6f response to either DNIMV ‘or EDNIMYV in vitro after
priming with DNIMV in CFA. '

Example 12: EDNIMV induces tolerance to wholevfactor V1l protein:
The experiment described in Exainple g is,répgatéd for the modified peptide

EDNIMYV to demoﬁstpéte that EDNIMYV is able to suppfcss the immune response to
the whole factor. VIII protein. )

Lo

037



© WO 2010/133834 o o PCT/GB2010/000997

4

Methods

@  Recall resporises for DR2+ mice primed with rhFVIL(

HLA-DR2+ murine MHC class II'null mice were immunised with 40|.1g thFVIII
emulsified in Complete Preur;ds Adjuvant suppler.henl::d" with 400ug heat-killed
M.tuberculosis H37Ra, subcutaneously at the base of the tai'l.‘ 10 days later the mice
were sacrificed and the draining lymph nodes remdvefl." Single cell suspensions were
prepared and ]yr:xl-phocytes incubated at 4-5x1 0° cells per well in 96-well flat bottomed
plates for 72 hours with the indicated concentrations of peptide or control antigens
before pulsing with O.SILLCUWG"' tritiated thymidine for é_fhrﬂ:ler 16 hours. Plates were
then frozen beforé‘ cells were. harvested onto glgss .fiftlcr mats and radioactive

incorporation measured using a liquid'scintiilation $-counter

(i) FVII peptide Sp‘eciﬁcity of T cell hybriduings ﬁenémted from DR2+ mice

HLA-DR2+ mu:rine MHC class II null mice were immunised as above. On day 10
draining lymph nodes v‘vere ‘removed and lymphocytes cultured at 2.5x10° cells/ml,
Imliwell in 24 well plafes in the presence of 20pg/ml ﬂ_\FVIiI for 3 days. Following
this stimulation, lymphocytes were 'rccqveréd, washed é.t'-lci’f\.lscd with TCRa " BW
fusion partl:téf cells at a ratio of 4 BW gclls tol lymphbcytf;,'using polyethylene glycol

as described by Nelson et al (1980) PNAS '77(5):2366.' Fused cells were carefully

washed and then plated out in flat bottomed 96 waf'plates for 2 days before the

‘addition of HAT medium to select for T cell hybridomas. Cells were monitored for

growth and approximately 10 days after fusions were performed, individual clones
were selected and transferred to 24 well. plates in H.AT medium. Clones were

maintained in HAT medium for. at least 2 weeks bcfo_r_e béir;g weaned into HT medium

and then complete medium. Clones were tested for antigenic specificity by culturing

100j1l of hybridoma cells with Sxi(_)g Mgar cells in the presence and absence of
20pg/ml rhFVIIT ovcm-ight.‘ Supcrnatants were then collected and assessed for IL-2
production by ELISA, with clones producing IL-2 in response to .thVIII being
consideréd positive fog FVﬂI-si:eciﬁcity.’ To investigate the repertoire of predicted
FVIII peptides FVIII-specific ciones were again tésted for IL-2 production, following
overnight incubation with 20pig/ml-of each of the 12 p@apti-de.s.
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(ii)  Recall rcsponses for FVIIL-/- mice primed wuth thVI]]
The same method was followed as for (1) except the mice were FVIII- -deficient, HLA-
DR2+ and murine MHC class IT null.

(iv} FVIH peptide specificity of T cell’ilyhfidoni‘as éenerated from FVIII-/-
mice ‘l ' _ ' '

The same method was followed as for (ii),.cxccpt'the mice were FVIII-deficient and
HLA-DR2+, ' ' ‘

W) Tolerisation of FV]II—speclﬁc reSponses in DR2+ mice by pre—treatment
with lmmunodommant FVII peptides L

HLA-DR2+ murine MHC elass 11 null mice wef_c treated 3 times with 100pg of
DNIMV, PRCL"I" or PPIIA dissolved in PBS or the équivalent volume of PBS alonc.
Peptides were administered mtrapcntoncal[y, with 3-4 days between each dose.
‘Following the final admlmstratlon mice were priméd with thFVIII emulsified in
complete Freunds- adjuvant as for (1) 10 days later drammg lymph nodes were
recovercd and lymphocytes subsequently cultured in v:tro wnth thFVII, or each of the
tolerising peptides as well as control antigens, for 72 hours before the addition of
tritiated thymldme as for-(i).

(vi)  Tolerisation of FVIIl-specific resi:onseS'in DR2+ mice by pre-treatment
with a combination immunodominant FVIII peptides

HLA-DR2+ murine MHC class I null mice were treated 3 times with DNIMV,
PRCLT or a combination of b(_)th DNIMV, and PRC_LT. dissolved in PBS, or the
equivalent volume of PBS alone. Peptides were administered intraperitoneally, over 8
days. Followmg the final administration, mice were pnmed with thF VIl emulsified in
complete Frcunds adjuvant as for (i). 10 days later, draining lymph nodes were
recovered and lymphocytes subsequently ;*e-stimulated in vitro with thFVIIL. The

supernatants were then collected and IFN-gamma was rheasured.

All publications mentioned in the ‘above spcciﬁcafiqn are herein incorporated by
reference. Various-modifications and varjations of.the described methods and system
of the invention will be apparent to those skilled in the art withodit departing from the

scope and spmt of the invention. Although the mvcntlon has been described in
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connection with spec:fic preferred embodlments it should be understood that the
invention as c]almed should not be unduly 11m1tcd o such specific embodiments.
Indeed, various’ mod!ﬁcat:ons of the dcscnbcd modes for carrying out the invention
which are obvious to ‘those skilled in molecular immunology or related ficlds are

intended to be within the scope of the following claims.’
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SEQ ID No.1

1 mqielstcff Iclirfcfsa trryylgave Iswdqusd! gelpvdarfp prvpksfpfn

61 tsvvykktif veftdhifni akprppwmgl Igptiqaevy dtwvitiknm ashpvsihay
121 gvsywkaseg aeyddqtsqr ekeddkvfpg gshtyvwqvl kengpmasdp [cltysylsh
181 vdivkdInsg ligallvcre gslakektiqt Ihkfilifav fdegkswhse tknsimqdrd
241 aasarawpkm htvngyvnrs ipgligchrk svywhvigmg ttpevhsifl eghtflvmh
301 rqasleispi tfitaqtitm digqfiifch isshghdgme ayvkvdscpe epgimknne

~. 361 eaedydddit dsemdvvrfd ddnspsfigi rsvakkhpkt wvhyiaaeee dwdyapivia
421 pddrsyksqy Inngpqrigr kykkvrfmay tdetfkirea iqhesgilgp Ilygevgdtl
481 lifkngasr pyniyphgit dvrplysrl pkgvkhlikdf pilpgeifiy kwivtvedgp
541 tksdpreltr yyssfvnmer dlasgligpl licykesvdqg rgngimsdkr nvilfsvide
601 nrswylteni qriipnpagv qledpefqas nimhsingyv fdslgisvcl hevaywyils
661 igaqtdfisv ffsgytfkhk mvyedititlf pfsgetvfms menpglwilg chnsdfmrg
721 mtallkvssc-dkntgdyyed syedisayll sknnaieprs. fsqnsrhpst rakgfnatti
781 pendiektdp wiahrtpmpk iqnvsssdll milrgsptph dlsisdigea kyetfsddps
841 pgaidsnnsl semthfrpgl hhsgdmvftp esgiqirine kigttaatel kkldfkvsst
901 snnlistips dnlaagtdnt sslgppsmpv hydsqldttl- fgkksspite sggplsisee
961 nndskllesg Imnsqgesswg knvsstesgr ifkgkrahgp alitkdnalf kvsisliktn
1021 ktsnnsatnr kthidgpsll ienspsvwan ilesdtefikk viplihdrml mdknatalr
1081 nhmsnkttss knmemvagkk egpippdagn pdmsfkmif [pesarwigr thgknsinsg
1141 qgpspkqlvs lgpeksvegq nflseknkvv vgkgeftkdv glkemvipss mifitnldn
1201 thennthnqe kkigeeiekk etliqenvvl pgihtvtgtk nfmknifils trgnvegsyd
1261 gayapvlqdf rsindstnrt kkhtahfskk geeenleglg nqtkqiveky acttrispnt
1321 sqqnfvigrs kralkqfrlp leetelekr ivddistqws knmkhltpst Itqidyneke
1381 kgaitgsp!s dcltrshsip ganrsplpia kvssfpsirp iyltrvifqd nsshipaasy
1441 rkkdsgvges shfiggakkn nislailtle mtgdqgrevgs Igtsatnsvt ykkventvip
1501 kpdipktsgk vellpkvhiy gkdifptets ngspghldiv egsliqgteg aikwneanrp
1561 gkvpfirvat essaktpskl Idplawdnhy gtgipkeewk sqekspekta fkkkdtilsl
1621 nacesnhaia aineggnkpe ievtwakaqgr tericsqnpp vikrhgreit rtilqsdqee
1681 idyddtisve mkkedfdiyd edenqgsprsf qkktrhyfia averiwdygm sssphvimr
1741 aqsgsvpafk kvvfqeftdg sftgplyrge Inchigligp yiraevedni mvifrngasr
1801 pysfysslis yeedqragae priknfvkpne tityfwkvgh hmaptkdefd ckawayfsdv
1861 dlekdvhsgl igplivchtn tinpahgrav tvqefalfft ifdetkswyf tenmerncra
1921 penigmedpt fkenyrfhai ngyimdtipg ivmagqdgrir wyllsmgsne nihsihfsgh
1981 vftvrkkeey kmalynlypg vfetvemips kagiwrvecl igehlhagms tiflvysnke
2041 qtpigmasgh irdfgitasg qygqwapkia rthysgsina wstkepfswi kvdllapmii
2101 hgiktagarq kfsslyisgf iimysldgkk watyrgnstg timvifgnvd ssgikhnifn
2161 ppiiaryirt hpthysirst Imewmgcd| nscsmplgme skaisdagit assyftnmfa
2221 twspskarlh iqgrsnawrp qvnnpkewlq. vdfgktmivt gvitqgvksl itsmyvkefl
2281 isssqdghqw tlffqngkvk viqgnqdsft pwvnsldppl Itry!nhpq swvhq:alrm
2341 evigceaqdl y - . _ :
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Overlapping peptide panels prepared in Example 7

Overlapping set for DTLLIFKNQASRPY

1. 473488 YGEVGDTLLIFKNQ .
2. 474489 GEVGDTLLIFKNQA
3. 475490 . EVGDTLLIFKNQAS
4. - 476-491 * VGDTLLIFKNQASR
5. 477492 . GDTLLIFKNQASRP °

© 6. 478493 DTLLIFKNQASRPY
7. 479-494 . TLLIIFKNQASRPYN
8. 480-495 "~ .. LLIFKNQASRPYNI
9. 481-496 ‘ LOFKNQASRPYNIY
10. 482497 _ IIFKNQASRPYNIYP
1.

483-498 JFKNQASRPYNIYPH

Overlapping set for PRCLTRYYSSFVNME

540-554 PTKSDPRCLTRYYSS -

1.

2. 541-555 TKSDPRCLTRYYSSF .

3. 542556 . KSDPRCLTRYYSSFV

4. 543-557 " SDPRCLTRYYSSFVN

5. 544-558 DPRCLTRYYSSFVNM

6. 545-559- . PRCLTRYYSSFVNME

7. 546-560 RCLTRYYSSFVYNMER

8. 547-561 CLTRYYSSFVNMERD
9. 548-562 LTRYYSSFVNMERDL
10.  549-563 - " TRYYSSFVNMERDLA
1. 550-564 - RYYSSFVNMERDLAS

Overlapping set for DNIMVTFRNQASRPY

. 1783-1797 RAEVEDNIMVTFRNQ °

1

2.1784-1798 - AEVEDNIMVTFRNQA -
3.1785-1799 -  EVEDNIMVTFRNQAS
4.1786-1800 VEDNIMVTFRNQASR
5.1787-1801 EDNIMVTFRNQASRP
6.1788-1802 : DNIMVTFRNQASRPY
7.1789-1803 . NIMVTFRNQASRPYS

8. 1790-1804 - ‘ IMVTERNQASRPYSF
9.1791-1805 - MVTFRNQASRPYSFY
10.1792-1806 ©~ .~ VTFRNQASRPYSFYS
'11. 17931807 " . TFRNQASRPYSFYSS

Overlapping set for SLYISQFIMYSLDG

1.2109-2123 - | RQKFSSLYISQFIM
2.21102124 . QKFSSLYISQFIIMY

2
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3.2111-2125
4.21122126
5.2113-2127

6.2114-2128 -

7.2115-2129
8.2116-2130
9.2117:2131
10. 2118-2132

11.2119-2133

: PCT/GB2010/600997
39

KFSSLYISQFIIMYS
FSSLYISQFIIMYSL
SSLYISQFIIMYSLD

* SLYISQFIIMYSLDG

LYISQFIIMYSLDGK
YISQFIIMY SLDGKK
. ISQFIMYSLDGKKW
SQFIIMYSLDGKKWQ
QFIIMYSLDGKKWQT

" Overlapping set for PPARYIRLHPTHY

1.2156-2170

2.2157-2171 °

 3.2158-2172
4.2159-2173
5.2160-2174
6.2161-2175
7.2162-2176
8.2163-2177
9.2164-2178
10. 21652179
11.2166-2180

" HNIFNPPIIARYIRL:

. NIFNPPIARYIRLH
IFNPPIIARYIRLHP
FNPPIIARYIRLHPT
NPPIIARYIRLHPTH

PPIARYIRLHPTHY
PIIARYIRLHPTHYS
. DARYIRLHPTHYSI
IARYIRLHPTHYSIR
ARYIRLHPTHYSIRS
RYIRLHPTHYSIRST

Overlapping set for RYLRIHPQSWVHQIA -

.2317-2331
.2318-2332
.2319-2333
.2320-2334
.2321-2335
.2322.9336
,2323-2337
-2324-2338
.2325-2339
10. 2326-2340

oo sl Y Lol Wb —

11.2327-2341

PPLLTRYLRIHPQSW..
PLLTRYLRIHPQSWV .
LLTRYLRIHPQSWVH
LTRYLRIHPQSWVHQ .
TRYLRIHPQSWVHQI
RYLRIHPQSWVHQIA
YLRIHPQSWVHQIAL
- LRIHPQSWVHQIALR
. . " RIHPQSWVHQIALRM
. HPQSWVHQIALRME
HPQSWVHQIALRMEV
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CLAIMS

I. A peptide comprising one of the following FVHI_-d‘cx_'i\"ed sequences:

GTLMVFFGNVDSSGI -
| TQTLHKFILLFAVFD -,
| SLYISQFIIMYSLDG
PPIIARYIRLHPTHY
PPLLTRYLRIHPQSW
MHTVNGYVNRSLPGL
LGQFLLFCHISSHQH
DTLLUFKNQASRPY . -
PRCLTRYYSSFVNME .
TENIQRFLPNPAGVQ -
DNIMVTFRNQASRPY.
RYLRIHPQSWVHQIA . -

with one or more of the following mddiﬁcations:

(i) removal of .ohe or more hydophobic amino acid(s);’

(i) replacement of one or. hore hydrophobic ‘amino acid(s) with charged
hydrophilic amirio acid(s); and ‘ ' '

(iif) insertion of a charged amino acid at orie or both terminus(i)

“which modified peptide is capable of binding to an MHC class IT molecule without

further antigen ﬁiocessing and being recognised by a factor VIII specific T cell.

" 2. A peptide comprising the sequence

X(aa),-core sequence -(aa)y,

wherein X is a charged hydrophil'ic residue;

aa js an amino acid; )

nis an integer between 0 and 5 ;

mis an iriteg& between 0 and 5; and

the ".corc' sequcﬁce" ‘is selected from the following group of FVIII-derived
peptides: LYISQFIIM .

FIIMYSLDG

IARYIRLHP

LITFKNQAS

LTRYYSSFV -

MVTFRNCAS
LRIHPQSWV
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which peptide is capable of binding to an MHC class 1I molecule without .
further antigen proéés'sing and being recognised by a factor VIIT specific T cell.

3 A pei:tidc according to claim 1, which comprises the sequence
XDNIMVTFRNQAS.

4. A peptide comprising the sequence:
Y(aa),-core sequence -(a)mZ. .
wherein' Y and Z arc charged amino acids havmg reversc po]anty,
as 1s an amino acid;
n is an integer between 0 and 5;
m is an lnteger bctwccn 0 and 5; and .

the "core sequence” is selected from the fol]owmg group of FVIIlderived peptides:
LYISQFIIM
FIIMYSLDG
IARYIRLHP-
LITFKNOAS
LTRYYSSFV
MVTFRNOAS
LRIHPQSWV

which pepiide is capable of binding to an MHC class II molecule without
further antigen processing and being fccognis‘ed by a factor VIII specific T cell.

5. A pepide according to claim 4, which Eomprisqs the sequence:
YDNIMVTFRNQASZ
6. A peptide accordlng to claun 4 or 5, wherein Y isa posmvcly charged amino

acidandZisa negatwely charged amino acid.

7. A peptide according to claim 4, 5 or 6, wheréin Z is K or R.
8. A pcptide according to any of claims 2 to 7, wherein X or Y is D or E.
9. A peptide according to any preceding claim, which comprises the sequence

EDNIMVTERNQASR:

000645
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10. A peptide according to any preceding claim which consists of the sequence
EDNIMVTFRNQASR. ' '

11. A composition comprising a plurality of"pept_ides, including one or more

peptide(s) according to any preceding claim,

12. A peptide according to any of claims 1 to.10, or a composition according to

claim 11, for use in éuppréssing or preventing the production of factor VIII inhibitor:

antibodies in vivo.

13. The use of a peptide according to any of claims 1. to 10, or a composition
according to claim'11, in the manufacture of a medicament to suppress or prevent the

production of factor VIII inhibitor antibodies in vivo.

14. A method for suppressing or preventing the production of factor VIII inhibitor

antibodies in a Siibjeé't, which-corhprises‘ the step of administration of a peptide
according to any of claims ! to IO,‘or a composition ‘according to claim 11, to the

subject.

15. A method for treating haemophilia . in a subject which comprises the step' of
administration of a peptide according to any of claims 1 to 10, or a composition

according to claim 11, to the subject.

‘16. A method according to claim 14 or Is, whcrgin_ the-éubject has haemophilia A,

and is undergoing, or is"about to undei'go, factar VIII replécement therapy.

17. A meihod according to claim 14 or 15, wherein the subject has, or is at risk

from contracting, acquired haemophilia.

18. A method according o, any of claims 14 to.17, wherein the subject is HLA-
DR2. ' '
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PEPTIDO
CAMPO DE LA INVENCION

La presenfe invencidn se refiere a Lm péptido. En particular, se refiere a péptidos
cuya al menos-secuen'cia nucleo es derivable del factor VIII (FVIII). Los péptidos pueden
ser utilizados para reducir o prevenir la formaci‘(’)ri de anticuerpos del inhibidor del factor
VI, por ejemplo en el tratamiento ‘de la hemoﬁ!i_a‘A'y la hemofilia adquirida.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION
HEMOFILIA | -

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

En fa hemofilia; la capacidad de la sahgre de coagularse es severamente
reducida debido a que un factor de coagulacién esencial esta faltando en parte o por
completo, dando como,resu'ltado un mayor tiempo de sangrado.

La hemofilia A es una deficiencia del factor de coagulacion VIlI, mientras que la
Hemofilia B es una deficienciei'de|~fa<'3tor.de coai'gulacién IX. En ambas enfermedades, el
gen defectuoso es encontrado en. el cromosoha'x,, de modo que las condiciones son
vinculadas a X. La hemofilia A es cinco veces mas comun que la hemofilia B.

La hemofilia es una .afec'cic’:n genética Eereda‘da gue dura toda la vida, que afecta a las mujeres
como portadores y a los hombres-quienes heredan la éfecqic;)n. Alrededor de un tercio de los nueveos
diagndsticos son dondé no éxisten ahtet.:edentes_ familiares previos. Aparece en el mundo entero y ocurre
en todos los grupos raciales. Aproximadamente 6.060 pé’rsonés: padecen hemofilia en el Reino Unido.

Los hemofilicos sangran durante un periodo proldhgado luego de lesion. Las lesiones externas
tales como cortes y rasguﬁds en-general no representan problemas serios: a menudo es posible detener
el sangrado aplicando un grado de bresién y cubriendo el érea afectada {por gj., con una curita).

El problema 'prin"cipal es ellsangrado interno ;an articulaciones, musculos y tejidos

blandos, el cual puede producirse en forma esponténea. El sangrado interno, tal como
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las hemorragias en el cerebro, es muy dificil de rﬁanejar y puede ser fatal. El sangrado
repetido en las articulaciones causa un dolor agudo y puede causar artritis y/o dafio a
las articulaciones a Iargo plazb lo cual conduce a la ihcapacidad.

E! tratamiento baré la hembfili.:;l‘ es en general mediante reemplazo del factor de coagulacién
faltante. En la hemofilia leve o moderada,_pueden sﬁmin’ist‘rarée inyecciones en el momento de producirse
el sangrado (terapia a deh‘nanda). Sin embargo, en la hemofilia severa, se suministran inyecciones
profilacticas regu!arés para ayudar a la sangre a coagularse y reducir al minimo la posibilidad de dafio
articular a largo plazo. | |

Una complicacién potencialmente seria de la terapia de reemplaza del factor de coagulacion para
la hemofilia A es el desarrollo de anticue;rpos qﬁe rieu_traliian' fa funcién procoagulante del factor VIil. Se
producen inhibidores del factor VIll en éproximadamente‘ 25% de aquellas personas can hemofilia A
severa. Puesto que 1os pacientes con hemofilia A congénita pueden ser genéticamente deficientes en
FVIII, la sintesis ’de inhibidores es una respuesta aloinmune-a la proteina extrafia administrada para
prevenir o tratar episodios de sangrado.-

Los linfocitos T CD4+ juegan un rol céntral en la respuesta inmune al FVIII.
Luego de ser absor_bidds por células que preéentan antigenos (APCs, por sus siglas en
inglés), FVIII sufre degradacion proteolitica cbnvirtiéndose en fragmentos peptidicos
(Reding et al’ (2006) .Haémophilia 12(sup.' 6) 30-36). Luego, estos péptidos son
presentados sobre la superficie de la APC en asogiacién con moléculas de clase Il de
MHC. A continuacidn, este co'mplejo es reconocido _por el receptor de linfocitos T de una
célula CD4+ especifica para FVIIl. En pr'eéehcia de las senales coestimuladoras
apropiadas, este .‘r'eéonocimiento finalmente héc’e que la célula CD4+ dirija la sintesis de
anticuerpos por células B. La incidenéia de la formacién de inhibidores inicialmente
aumenta con la cantidad de tratamie‘ntos coﬁ\.e!_ factor VI, pero parece nivelarse
después de 50-100 dias de'éxposi’cién. La formacion de inhibidores es mucho mas
comun en la hemofilia severa que en Ié eﬁfermedad moderada o leve y algunos
defectos moleculares, mas claramente deleciones grandes y mutaciones sin sentido en
la cadena liviana del_ factor VI, pareben predisponer a la formacion de inhibidores.

Parametros tales como la cohcentraci()n, tipo (pu_rifibado 0 recombinante) de factor de



§

o

Gul0

reemplazo, y antecedentes de tratamiento ta‘rhbién pueden afectar sobre la posibilidad
de produccién de anticuerpos. '

El manejo de paéientes con hemofilia con inhibidores es un desafio permanente.
La induccidn de tolerancia inrﬁune (ITl; por sus‘sig_lés en inglés) utilizando una técnica
de desensibilizaciéh es' exitosa eﬁ. algunos pacientes con aloanticuerpos contra el factor
Vill. Este enfogue terapéutico requiere | una exb_osicién prolongada a terapia de
reemplazo del fac_:to'r, de modo que es una estratégia a largo plazo.

Si bien ITI puede dar buenos resultados, una proporcion significativa (alrededor
del 30%) de los paciehtes no responden a ITI.’ _L_oé pacientes con titulos elevados de
inhibidor tienen muchas menos posibilidades de résponder al tratamiento. Otro factor
contribuyente significativo es la edad eh el comierizo del inicio de la ITI, con tasas de
buenos resuftados muy reducidaé cuando es _paciéntes es mayor que 20 (Hay et al
(2005) Seminars in Thrombosis and Hemostasis 32:15-21)

Cuandol la terépia de ITi no da buenos resultados, el inhibidor generalmente
persiste de por vida, y puesto que dichos paciérites son en general respondedores
elevados, es necesario tratar epiéodioé de san'g_rado con productos de derivacion de
FVill, tales como concentrados del complejo de protrombina activado (FEIBA™), y FVII
activado recombéﬁante.- Sir_\ embargo, el uso’de dichos agentes esta asociado con
eventos adversos tales como coagulacién intravascular diseminada, infarto de
miocardio agudo, embolia pulmonar y trombosis *(Acharya y DiMichele (2006) Best
Practice & Research Clinical Haematology 19:5 1 -66).

La terapia inrhuhosupresiva‘ es algunaé vebes empleada para pacientes que no
responde a ITI. El tratamiento incluye la ad‘ministracién de drogas inmunosupresivas
tales como ciclofosfamida, .pr'ednisona, azatioprina y ciclosporina las cuales se dirigen
no especificamente al sistema inmune. Estos -tratamientos pueden tener efectos
colaterales asociados con la ih-muno'supres_ién genefal.

Existe un renovado interés .por la deplééién de linfocitos B selectiva empleando

bTM

Rituximab'™, un--anticuerpo monoclonal humanizado contra el antigeno CD20 de

linfocitos B. Sin embargo, se han prodUcido-en algunos ninos tratados con esta droga
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reacciones a la infusion, eﬁfermedad- sérica e _ihfecciones oportunistas (DiMichele
(2007) J Thromb Haemost 5:143-50). o

HEMOFILIA ADQUIRIDA

La hemofilia adquirida eé una afeccién-autoinfnune rara la cual afecta a entre 1 y 4 personas de
cada millén. En esta afgccicf)n, los sujetqs que no nacen c‘on‘h,emoﬁlia desarrollan anticuerpos contra uno
de los factores de coagulacién tal ;:omo el factor Vllf."S_e cree que el embarazo y las enfermedades
autoinmunes tales como la’ artritis reumatoidea y ef céncer pueden aumentar el riesgo de desarrollar
hemofilia adquirida. Si bien hay diferencias en Iosmec'anis;nos inmunes subyacentes que conducen a su
produccidn, fas manifestqciﬁnes’ clinicas de los inhibidores de FVIII producidos como respuesta a la
terapia de reemplazo del factor dé coagulacion y aquéllps broducidos en la hemofilia adquirida son
similares. |

Los pacientes gue padecen hemofilia ad-qu'irida tienen una tasa de mortalidad
que se acerca al 25%, en parte debido a la asociacion de inhibidores adquiridos con
complicaciones de sangrado severas. La terapia de inhibidores de autoanticuerpos
adquiridos se basa‘ ‘principalmente en la ‘necesidad de controlar o prevenir
complicaciones hemorfégicas, agudas, Ias‘cuales.cbn frecuencia son amenazadoras de
la vida y de las extremidades y, en ségu‘ndo. lugar, erradicar el autoanticuerpo para
restaurar la coagulacién normal. | '

Algunos sangrados asociados con inhibidbres de autoanticuerpos de titulos bajos (< 5 Unidades
Bethesda) puede_ﬁ ser tratados eficazmente con concentrados de FVHI administrados en dosis elevadas.
El concentrado del FVIII porcino fue en ‘priqcipio considerédb'una terapia de primera linea critica para el
sangrado relacionado con la hemofiiiei adquirida ya que-era la Unica terapia de reemplazo que
proporcionaba una oportuniaad de medir reaimente los niveles de actividad de coagulacién de FVIIl pos-
infusion en el Iaborafério. El producto fue retirado del mércado en el 2004 debido a la contaminacién de
los pools de plasma porcinos por el parvovirus porcinb. En la actualidad, los agentes de “derivacién” son
de uso comun, pero existen potenciales riesgbs de trombogenicidad y hay solo airededor del 80% de
eficacia para cada producto. El intércarﬁbid plasméticov'por n;edio de plasmaferesis e inmunoadsorcion
extracorpdrea puede ser necesario para reducir tempo‘rallmvente el tituio de inhibidor de manera suficiente

como para que los agentes de derivacion o reemplazo de FVIII proparcionen hemostasis adecuada.
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La erradicacién de inhibidores de aij_toahticuerpos depende de medidas
inmunosupresivas, tales como: (1') administracién de corticosteroides con 30%—-50% de
eficacia en 3-6 semanas; (2) uso 6e' agehteé quimioterapeuticos citotéxicos y
mielosupresivos, por gj., ciclofosfamida, cic,ldspc;rina, 2-clorodesoxiadenosina; (3)
inmunomodulacién con inmunogiobulina intravenosa; y (4) deplecién de linfocitos B
selectiva con rituximéb. Los respondedores a Rituximab™ pueden requerir el uso
concurrente de esteroides y las personas que éﬁfren recaidas pueden responder al
retratamiento. o | | _ |

Por lo tanto, todos los métodos act.u'alm'ente disponibles 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
consiguiente, existe la necesidad de brindar métodos mejorados para resolver ef tema
de los anticuerpos anti-FVIII en ta hemofilia A y en la hemofilia adquirida.

Los presentre_‘s iﬁventores han descubierto. ‘qu‘e es posible evitar la formacién de
anticuerpos inhibidores de FVII| mediante la pfe-tolerizacién del paciente con péptidos
derivados de FVIII. - -

SINTESIS DE ASPECTOS DE LA INVENCION

El primer aspecto de IéApresénte-invenc'i'én, por lo tanto, se refiere a un péptido,
cuya por lo menos parte de la secuencia esl'de'rivable de FVIII, el cual es capaz de
inducir o restaurar Ié tolerancia a FVIII. |

En una-primera realizacién, la bresente invencién proporciona un péptido que

comprende una de las siguientes secuencias derivadas de FVIII:

GTLMVFFGNVDSSGI
TQTLHKFILLFAVFD
SLYISQFIIMYSLDG
PPIIARYIRLHPTHY
PPLLTRYLRIHPQSW
MHTVNGYVNRSLPGL .
LGQFLLFCHISSHQH
DTLLIIFKNQASRPY
PRCLTRYYSSFVNME
TENIQRFLPNPAGVQ
DNIMVTFRNQASRPY .
RYLRIHPQSWVHOQIA
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con una o méas de las siguientes modificaciones:
(ij remocién de uno o méas amino&cidos’ hidréfobos;
(i) reemplazo de uno o mas amindé’;cidos hidréfobos con aminoacidos
hidrofilos cargados; y ‘
(iii) insercién de un aminoacido éar_gadd en uno o ambos terminales (i)
péptido médiﬁcado que es capaz de uni'rse a una molécula de clase |l de MHC
sin procesamiento adicion de antigenos y réconocido por un linfocito T especifico del
factor VIII. ﬂ | '
El péptido “original” | (no’ rﬁodiﬂcado‘)' ~puede ser PRCLTRYYSSFVNME o
DNIMVTFRNQASRPY - |
En una segunda realizacién, la preseﬁté invencidn proporciona un péptido que
comprende la secuencia |
X(aa)s-secuencia nicleo -(aa)m
donde X es un résiduo hidréfilo cargado;
aa es un aminoécido; )
N €S un numero entero entre.0 y 5:
mes un _ndme’ro entero entre 0 y5;y
la “secuéncia ﬁ(jcleo“ se selecci'ona} | del siguiente grupo de péptidos
derivados de FVIII: o |

LYISQRIIM
FIIMYSLDG

TARYIRLEP ©°
LIIFKNQAS
LTRYYSSEV
MVTFRNQAS
LRIHPQSWV

péptido que- es capaz de unirse a -una molécula de clase Il de MHC sin
procesamiento antigénico adicional y que es reconocido por un linfocito T especifico del

factor VIIi.
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Por ejempio, el péptido puede comprender la secuencia
XDNIMVTFRNQAS.
En una tercera realizacion, la presente i'hvéncic’m proporciona un péptido que
comprende la secuencia: ‘
Y (aa)n-secuencia nacleo -(@a)mZ
donﬁe Y y-Z son aminoacidos cargados que tienen polaridad inversa;
aa es un' aminoacido; |
n s un numero entero enfre 0y5;
m es un numero.ente‘ro entre Oy 5 ¥ . |
la “secuencié ni]_cleo” se selecciona del siguiente grupo de péptidos derivados
de FVIII: | '

LYISQFIIM
FIIMYSLDG

TARYTRLHP
LIIFKNQAS
LTRYYSSFV
MVTFRNQAS
LRIHPQSWY :-

dicho péptido es capaz de unirse a una molécula.clase I de MHC sin
procesamiento antigénico adicional y de ser récon;)cido por un linfocito T especifico
para el factor Vill. ' |

Por ejemplo, el péptido puede oomprend'er [é secuencia:

YDNIMVTFRNQASZ "

En la tercera realizacion, por ejemplo, Y puede ser un aminodcido cargado
positivamente y Z puede ser un aminoacido cafgadb negativamente. Alternativamente,
Y puede ser un aminbécido-‘cafgado negativame'nte y Z puede ser un aminoacido
cargado positivamente., o -

Un aminoacido hidréfiio cargado puede_ s'er,'por ejemplo, D, E, K, H o R. Un
aminodacido cargédo positivamente puede ser, por ejemplo K, H o R. Un aminoécido
cargado negati'vamenie puede ser, a modo de ejemplo D o E.

El péptido del primer aspecto de la invenciéh puede comprender, por ejemplo, 0

consistir en, la secuencia EDNIMVTFRNQASR.
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En un segundo aspecto, [a presente invencion proporciona una composicion, tal
COMO una composicion farmacéutica que comprende uno o més péptidos del primer
aspecto de la invenciéh. La composicion puede'com'prender una pluralidad de péptidos
entera o parcialmente derivables de FVIll los cualeé_ son capaces de inducir o restaurar
la tolerancia a FVIil, | |

La composicién puede estér en la forma de Lm kit, en el cual se proporciona la
pluralidad de pépﬂdos por separado para ia subsiguiente administracion, consecutiva o
simultanea, por separado.

El péptido o una composicién de la inv-é'n'(‘:':c’)n puede ser para utilizar en la
supresion, reduccion o prevenciéh del desarrqll'o_de anticuerpos inhibidores del factor
VIl

La pre'sen‘.tfe invenci;’m proporciona adémés el uso de ese tipo de péptido o
composicién en la manufactura de un medicém_ento.para suprimir, reducir o prevenir el
desarrollo de anticuerpos inhibidores dél factor VIII.

La presente invenciéﬁ provee ademéé Aun..método para suprimir, prevenir o
reducir el desarrollo de anticuerpos inhibidores del Factor VIII en un sujeto, que
comprende el paso de la administracién de dibh'o péptido o composicion al sujeto.

El sujeto puede ser deficiente en FVIIL. En particular, el sujeto puede tener
hemofifia A, y puede estar, o estar a punto de someterse a terapia de reemplazo del
factor VIII. |

Alternativamenté, el sujeto.puede tenéf, 0 correr riesgo de contraer, hemofilia
adquirida, '

Los inhibidores del factor VIIl son encontrados, mas frecuentemente, en
individuos que expresan HLA-DRE. “El sujet'o,,t_rétado mediante el método de la
invencidn puede, pdr ehde, ser HLA—DR? positivo. -

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS .

Figura 1. Respuestas de memoria para. éélulas de nodulos linfaticos (LNC, por
sus siglas en inglés) de ratones FVIII+DR2+ cebados con rhFVIII/CFA

a) prolife.racic')n de LNC a péptidos de FVIIl 1-6
b) proliferacion de LNC-a péptidos. de FVIIl 7-12



¢) proliferacién de LNC a péptidos de FVIII1, 3y 11

Figura 2: Eje'm_plos' representaﬁvos de clones de hibridoma de linfocitos T
FVIII+DR2+ especificos para péptidos derivados. de FVIIi

Figura 3: Fiespuéstas de memoria para LNC de ratones FVIII-DR2+ cebados con
rhFVIII/CFA .

Figura 4: Eje'mpllos representativds de cloﬁes de hibridoma de finfocitos T FVIII-
DR2+ especificos para péptidos derivados de FVIII

Figura 5: clones FVIII-/- especificos para a) _DNIMV y b) PRCLT

Figura 6: Réspﬁestas de fnemoria para LNC a FVIll para ratones FVIII+DR2+
tratados 3x i.p. con péptido con anterioridad al cébédo ("priming”) con thFVII/CFA.

Figura 7: Determinacién del rango de epjtdpoé de péptidos capaces de funcionar
como apitopos uﬁ!izando clones de hibrid.om,a de linfocitos T FVIII-DR2+ T especificos
para peptidos superpuestos derivados de FVIII: El péptido original se denomina 0. Un
cambio de aminoacido hacia |a términal N es —_1,-c.lc‘)s cambios de aminoacidos hacia la
terminal N es -2 etc. Un cambio hacia Ia'terminal'c es +1 etc.

Figura 8: Produccion de I'FN-gamma de células de noédulos finfaticos como
respuesta a FVIIi para ratones FVIII-DR2+ tratados con péptidos derivados de FVIII
PRCLT, DNIMV o una mezcla de ambos de éstos.

Figura 9: Respuestas. .de ratones no afédt_ados al tratamiento o tolerizados
estimulados con EDNIMVTFRNQASR (EDNIMY)‘O con un peptido control (DNIMV).

DESCRIPCION DETALLADA .

PEPTIDO

La presénte invencién se refiere a un p'ép.tido.\

El término “péptido” es empleado en el sentido normal para significar una serie
de residuos, tipicamente L-afﬁinoécidos, coneétado's uno al otro tipicamente mediante
enlaces peptidicos entre los grupos a-amino .y‘-calrboxilo de aminoé&cidos adyacentes. El
término incluye pépiidos modificados y anélogoé‘, peptidicos sintéticos.

El péptido de la presente invenlcién puede ser preparado empleando métodos

quimicos (Peptide Chemistry, A practical Textbook, Mikos Bodansky, Springer-Verlag,
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Berlin.). Por ejemplo, los pébtido‘s bueden sef sin_tétizados mediante técnicas en fase
sblida (Roberge JY et al (1995) - Science 269: .202'204)= disociados de la resina, y
purificados media'n‘té'c_romatografia liquida —dé alto rendimiento preparativa (por ej.,
Creighton (1983) Prot_eins'S_tructures And Moleculgr Principles, WH Freeman y Co,
Nueva York NY). Puede lograrse la sintesis aﬁtor_natizada, por ejemplo, utilizando el
Sintetizador Peptidico ABI 431 A Peptide Syhthesizer (Perkin Elmer) de acuerdo con
las instrucciones proporcionadas por el fabribai'ite.'

El péptido -puede prepararse, alternati\'/aménte, por medios recombinantes, o por
disociacion del péptido del factor ViIl seguid por modificacion de uno 0 ambos extremos.
La composicion de | un béptido puede sér, _éonfirmada mediante analisis o0
secuenciamiento dé aniinoécidos. (por gj., el procedimiento de degradacion Edman).

Por motivos de '.practicidad_, existen divefsa's otras caracteristicas las cuales el
péptido puede mostrar. Por gjemplo, es importaﬁte que el péptido sea suficientemente
estable in vivo. péra ser terapéuticamente Util. La vida media del péptido in vivo puede
ser de por 1o menos 10‘minut05, 30 minutos, 4 horas, o 24 horas.

E! péptido también puede demostrar bueﬁé'biodisponibilidad in vivo. El péptido
puede mantener una c_onformacié\n in vi'vo’ta_ cual permite su unién a una molécula de
MHC en la superfipie celular sin indebido imped_imenio.

RESIDUOS NUCLEQ |

En una 'respuesta inmune adapt_ativa, los linfocitos T son capaces de reconocer
epitopos internos de un antigeno de proteina."l'.as células que presentan antigeno
(APC, por sus siglas en inglés)' absorben antigenos proteicos y los degradan en
fragmentos peptidic_ds 60rtos. Un péptido pue_de unirse a una molécula de clase | o |l del
complejo de histécompatibilidad mayor (MHC,‘ por sus siglas en inglés) dentro de la
celula y puede ser llevado -a la superficie cerlula_r. Cuando se presenta en la superficie
celular en conjunto ¢on una m_olé.cula del MHC, el péptido puede ser reconocido por un
linfocito T (por medio del recépto‘r de Iinfocitdé T (T CR, por sus siglas en inglés)), en

cuyo caso el péptido es un epitopo de linfocitos TI.'
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Por ende, un ep_l’topd es un pépﬁdo derivable de un antigeno el cual es capaz de
unirse a la hendidura de unién peptidic‘a de uné-molécula de clase | o Il de MHC y ser
reconocido por un linfocito T. |
El epitope minimo es el fragmento mas' corto derivable de un epitopo, el cual es
capaz de unirse a la hendidura de unién al péptido de una molécula de clase | 0 il de
MHC y de ser reconocido por un linfocito T. Para una regién inmunégena determinada,
es tipicamente posiblé genefar un “conjunto einid:a{do” de péptidos superpuestos los
cuales actlan como épl’topo‘s, ipdos los cualeé contienen el epitopo minimo pero
difieren en sus regiones flanqueantes. o
Por el mismo ‘motivo, es posible ideritific;ar el epitopo minimo para una
combinacién de fnolécUla del MHC: 1infdcito T en particular midiendo la respuesta a
péptidos truncados. Pbr ejemplo, si se obtiene una réspuesta al péptido que comprende
residuos 1-15 en Ia'gehoteca superpuesta, los cohjdntos que estan truncados en ambos
extremos (es decir, 1-14, 1-13, 1;12 etc. y‘2-‘1-5,‘3-'15, 4-15 etc.) pueden utilizarse para
identificar el epitopo minimo. | '
La presente invencién proporciona péptidos que comprenden una secuencia de
“residuo ntcleo” de FVIII gue se selecciona de la siguiente lista:
LYISQFIIM a
FIIMYSLDG
IARYIRLHP
LIFKNQAS
LTRYYSSFV |
MVTFRNQAS
LRIHPQSWYV
Estas secuencias de residuos nucleé .fﬁérpn pronosticadas utilizando algoritmos
de unién a HLA:DR2 para representar o cbr'nprender el epitopo minimo para cada
region, segdn io mostrado en los Ejemplos.
APITOPOS |
Los presentes inventores han determinado previamente que existe un vincuio

entre [a capacidad de un péptido de unirse a una molécula de clase | o Il del MHC y de
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ser presentado a un linfocito T sin.procesamiento posterior del antigeno, y la capacidad
del péptido de inducir tolerancia in vivo (WO 0é/16410). Si un péptido es demasiado
largo para unirse a la ‘hen‘didura de union al péptido de una molécula del MHC sin
procesamiento posteridr (por'ej., recorte (“trimming';)), 0 se une en una conformacién
inapropiada entoncés ﬁo sera 'tolérogénico in vivo. Si, por el contrario, el péptido es de
un tamano y conformacion apropiados paré unirs‘e directamente a la hendidura de unién
peptidica de MHC y ser presentado a un linfocito T, entonces este péptido puede ser
pronosticado cpho 0til para la induccion de tolerancia.

Por lo tanto, és posible investigar la capa‘cidad tolerogénica de un péptido
investigando si puede Unirse a una molécula de 6!5'59 | o It del MHC y presentarse a un
linfocito T sin procesamiento antigénico bos‘terior'in'vitro.

Los péptid_c_ns de la presenté invencion. son abl’topos {epiTOPOS Independientes
del Procesamiento de -Antigenos (“Antigen Processing-Indepent epiTOPES™) en el
sentido de qué son capaces de unirse a una molecula de clase li det MHC y estimular
una respuesta de linfocitos T especificos para 'el'fébtor Vill sin procesamiento posterior
de antigenos. Se puede predeéir que dich_ds apitopos causan tolerancia a FVill,
siguiendo el método baéado en reglas descritc_ﬁ en WO 02/16410.

Un péptidd'de la.presente invencion puéde ser cualquier longitud que sea capaz
de unirse a una molécula de clase | o I del MHC sin procesamiento posterior.
Tipicamente, el péptido de la presenté invencion es capaz de unirse a la clase Il del
MHC. | S

l.os péptidos 'qué‘se unen a las moléculés,‘ de-clase | del MHC son tipicamente 7
a 13, mas genéfélmente 8 a 10 aminoécidbs de largo. La unidn del péptido es
estabilizada en sus dos extfemos por cbntact’os entre atomos en la cadena principal del
péptido vy sitios invariantes en la hendidura de Qnié,n al péptido de todas las moléculas
de clase | del MHC. Existen $itios invariantes en ambos extremos de !a hendidura gue
unen los terminales amino y carboxi del péptidd. Las variaciones en la longitud peptidica
son adaptadas por un doblez en la estructura pebtidica, a menudo en residuos prolina o

glicina que permiten la flexibilidad requerida. -
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Los péptidos los cuales se unen a moléculas de clase Il del MHC tienen
tipicamente una IongifUd de entre 8 y 20 aminoéc_idbs, més generalmente una longitud
de entre 10 y 17 anﬁinoécidos‘_y -pueden ser- n'1éls largos (por ejemplo hasta 40
aminoacidos). Estos péptidos yacen eh una conformacion extendida a lo largo de la
hendidura de unﬁQn.al péptido | dé MHC la éual (a diferencia de la hendidura de unién
al peptido de clase | de MHC) esta abierté en ambos extremos. El peptido se mantiene
en su lugar brincipaimente ‘mediante contactos atomicos de cadena principal con
residuos conservados que alinean ala hendidu_ra'de"unién al péptido.

SECUENCIAS PEPTIDICAS

La primera realizécién de la invencion ée refiere a un péptido que comprende una

de las siguientes secuencias derivadas de FVIII:

GTLMVFEGNVDSSGI
TQTLHKFILLFAVFD
SLYISQFIIMYSLDG
PPIIARYIRLHPTHY
PPLLTRYLRIHPQSW
MHTVNGYVNRSLPGL
LGQFLLFCHISSHQH
DTLLIIFKNQASRPY
PRCLTRYYSSFVNME .
TENIQRFLPNPAGVQ
DNIMVTFRNQASRPY
RYLRIHPQSWVHOQIA

con una 0 mas de las siguienteémo'diﬁcaciones:

(i) rémocié’n de uno 0 mas aminpacidos hidréfobos;

(i) reem'p'lazo de uno o mas aminoacidos hidréfobos con aminoacidos
hidréfilos cargados;'y o

(i} insercip’m de un ahinoébido qargado en uno 0 ambos terminales (i)

péptido modificado el cual és capaz de unirse a una molécula de clase Il de MHC

sin procesamiento posterior de antigenos y de ser reconocido por un linfocito T
especifico paré el factor VIII. -

Una lista de aminoacidos convencionales, junto con su polaridad de cadena

laterai, carga e indice de hidropatia se proporciona en la Tabla 1.
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.Tabla 1
Aminodcido de3d = 1 Polaridad de - - . Carga de cadena Indice de
letras  letra. - cadena lateral. . lateral (pH 7) hidropatia

Alanina Ala A " no polar - . neutra 1,8
Arginina Arg R polar ~ . positiva -4,5
Asparagina Asn N polar - neutra 3,5
asgglr(lji?:o . Asp D .polar . negativa 3,5
Cisteina Cys C - nopolar - ° neutra 2,5
gl:?tgf;?co Glu E . polar ) -. negativa -3,5
Glutamina Gln Q polar = - ‘neutra -3,5
Glicina Gly G * no polar - o neutra -0,4
Histidina His H polar = - positiva -3,2
Isoleucina e - I no polar neutra 4,5
Leucina * Teu - L no polar ‘ neutra 3,8
Lisina Lys K polar ' . positiva -3,9
Metionina Mét M no polar '. neutra 1,9
Fenilalanina Phe F no polar o neutra 2,8
Prolina Pro P _ nopolar - neutra -1,6
Serina Ser S polar Lo neutra -0.8
Treonina Thr T polar ‘ neutra -0,7
Triptofano . Tip W no j)olar : neutra -0,9
Tirosina Tyr Y - polar S neutra -1,3
Valina Val A% no polar e neutra 4,2

Los aminoacidos hidréfobos incluyen: G, IC M, A P, I, L, Vy los aminoacidos
aromaticos F y W. Los amlnoamdos hidréfobos pueden ser eliminados de los extremos
de la secuencia o dentro de !a secuencia. _

Los amlnoac:ldos hldrofnos\carga‘dos incluyen: K, R, D, H y E. Los aminoAcidos
hidrofobos pueden ser intercambiados con. aminoégidos hidréfilos cargados en los
extremos de la secuencia o dentro de la secuencia.

Uno o mas amino4cidos cargados pueden ser insertados en el término N de la

secuencia. Ventajosamente, un aminodcido cargado positivamente es insertado o
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sustituido en un t_érrr{inal y un “aminoécido c_érgado negativamente es insertado/
sustituido en el otro terminal a fin de crear un dibolo de carga.

La modificacion. de 'la_ secuencia original no deberia menoscabar de manera
significativa la unién del péptido a la hendidura de uni6n al péptido de una molécula de
MHC, su capacidad a ser recb.nocida por un Iirﬁocit_é T, o su capacidad de actuar como
un apitopo (unirse a una molécula de Ml-'IIC y .presentarse a un linfocito T sin
procesamiento post'erior de antigenos). Esto p'u'ede ser facilmente analizado empleando
ensayos de presentacion de antigenos bonocidos e hibridomas de linfocitos T.

La segunda realizacién de la invencion sé.re]‘i.ere a un péptido que comprende la
secuencia |

X(aa),-secuencia nlicleo -(aa).m -

donde X és un residuo hidrofilo Cargédo;

aaesun aminoacido;

n es un ndmero entero entre 0y 5;

m es un nzumero-entéro'entre 0y5;y

la “secuencia nucleo” se. séle_ccidné del siguiente grupo de péptidos
derivados de FVIII: - o

LYISQFIIM
FIIMYSLDG

IARYIRLHP
LITIFKNQAS
LTRYYSSFV
MVTERNQAS
LRIHPQSWV

dicho péptido es capaz de unirse a una molécuia clase Il de MHC sin
procesamiento' antigénico adicional y de ser reconocido por un linfocito T especifico
para el factor VIII. o

La secuencia (aa), o (aa)m puede se:r-cualquier secuencia de entre 4 y 5

aminoacidos. Por ejemplo, el péptido puede tener la secuencia:
XDNIMVTFRNQAS '

en cuyo ¢aso, h=3 y m=0.
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La tercera realizacion de la presente 'inve.ricién se refiere a un peptide que
comprende la secuencia: ‘

Y(aa),-secuencia nicleo “(aa)mZ

donde Y y'Z son aminoacidos cargados que tienen polaridad inversa;

aa es un aminogcido;

n es un ndmero entero entre 0 y 5

m es un ndmerc entero entre 0 y 5; y

la “secuencia nicleo” se selecciona del siguiente grupo de péptidos derivados de FVIII:

LYISQFIIM ' '

FIIMYSLDG

TARYIRLHP

LITFKNQAS

LTRYYSSEV

MVTFRNQAS

LRIHPQSWV

dicho pép_t.ido es capaz de unirse '.a. una' molécula clase Il de MHC sin
procesamiento ahtigénico adicional y de ser reconocido por un linfocito T especifico
para el factor VIII. |

Por ejemplo,'par'a el péptido EDNIMVTFRNGASR,

Y=E; o

(@a), = DNI

m=0; y :

Z=R _

E! péptido puede'comprender‘ la secuencia de residuos nucleo, junto con
secuencias flanqueantes adiéionaleé en el e_;gtremb terminal N y/o C ((aa), v (2a)m
respectivamente), sierhpre que el péptido 'résgltante sea capaz de unirse a una
molécula de clase II- de MHC sin procesamieﬁto' posterior de antigenos.

Las secuencias de términal Nvy/oC ﬂanquea_*ntes pueden ser derivables de las

secuencias que flanquean las secuencias de residuos niclec en FVIil humano.

APIPS (siglas en inglés para “sistemas de presentacién independientes del

procesamiento”) -



17,

Se conocen diversos ' sistemas de . presentacion  independientes  del
procesamiento, mcluyendo ‘

a) APC fua (con o sin anticuerpos contra CD28)

b) Membranas llpldlcaS que contlenen moléculas del MHC Clase | o 1l (con o sin
anticuerpos contra CD28); y

c) MHC natural o recombinante'purificado' en forma unida a la placa (con o sin
anticuerpos contra CD28). | | |

Todos estos sistemas son capaces de presentar antigeno en conjunto con una
molécula del MHC, pero son incapaces dé ‘procesar el antigeno. En todos estos
sistemas, la funcidon de prdcesamiento esté.ausent_e o inhabilitada. Esto hace posible
investigar si un peptido puede unirse a una molécula de clase | o Il del MHC y ser
presentada a un linfocito T sin .proceéamiento p'oste.rior de antigeno.

El uso de APC fijo para investigar respﬁéstas_de linfocitos T es bien conocido en
la técnica, por ejerhplo, en estudios para ihvestigar el epitopo minimo dentro de un
polipéptide, midiendo Ié respuesta a ‘péptidos truncados (Fairchild et af (1996) Int.
Immunol. 8:1035—1043). ‘APC puede fijarse utili,za_ﬁdo, por ejemplo formaldehido (en
general paraformaldehi‘do) 0 giutéraldeh_fdo.

Las membranas lipidicas (las cuales pueden.sfer membranas o liposomas planos)
pueden ser preparadas utilizando lipidos artificiales o pueden ser fracciones de
membrana plasmatica/ microsdmicas de APC.

En el uso, los APIPS pueden ser ap!icadc)s‘a los pocillos de una placa de cultivo
tisular. Luego, los 'antfgenos. del'.péptido son. agrégados y 1a unién del péptido a la
porcion del MHC de los APIPS se detécta mediahte la adicién de lineas o clones de
linfocitos T seleccionados. La acti\)acién de la linea o clon de linfocitos T puede medirse
por cualquiera de los métodos conocidds en la tecnica, por ejemple por medio de

incorporacién de *H-timidina o secrecion de citoquinas.

FACTOR VI
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La secuencia nicleo de péptido de la i’ﬁQe_ricién es derivable del factor Vill. Una
0 ambas secuenbiés'flanqueantes ((@aa)y vy (a'a)m) también pueden ser derivables del
factor VIIL. - |

El factor Vi .participa en la trayectoria int-rl'ns,eca de la coagulacién sanguinea; el
factor VIII es un cofactor para el factor IXa el cual, en presencia de Ca+2 y fosfolipidos,
convierte al factor X en‘la forma activada Xél. ; N

El gen del factor Vill produce dos 'traﬁscriptos alternativamente cortados y
empalmados. La varianfe 1-del transcripto codifica una glicoproteina grande, la isoforma
a, la cual circula en el 'plasmé y Se asocia con él_ faétor von Willebrand en un complejo
no covalente. Esta’prdteina s‘ufré multiples eventos de disociacion. La variante 2 del
transcripto codifica una proteina_pequeﬁa p‘utéti{/a, la isoforma b, la cual consiste
basicamente en el dominio de unién al fdsfolipidd de-l factor Vlllc. Este dominic de unién
es esencial para ia actividad coagulante. |

LA secuencia ‘de 186.000 pares de bases completa del gen del factor Vill
humano fue elucidada a mediados de los anos 80 (Gitschier et al (1984} Nature 312
326-330). En el mismo momeﬁto, se utilﬁzafqn' clones de ADN que codifican la
secuencia de 2351. aminoacidos bompleta pa(a'-prbducir el factor V!l biolégicamente
activo en células de mamifero cultivadas'(Wood ef al (1984) Nature 312:330-337). La
secuencia conipleta de 2.351-aminodcidos para.el factor VIl humano se proporciona en
SEC ID No. 1. | |

Los residuos nlcleo del péptido de Ia_. presente invencidn son derivables del
factor VIIL Opcion_élménte, la o las secuéncias flanqueantes también pueden ser
derivables del factor VIl si son Ias_mismaé que ias secuencia que flanquean la
secuencia nucleo en el_polibéptido del FVHI hatural. Esta secuencia puede ser obtenible
0 puede obtenerse de la disociacion de la secuencia del factor VII,

SOLUBILIDAD o o

El péptido de la primera realizacién de'.l.a invencion es una forma modificada de

uno de ios siguientes péptidos:

| GTLMVFFGNVDSSGIL
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TQTLHKFILLFAVFD
SLYISQFHIMYSLDG
PPHARYIRLHPTHY
PPLLTRYLRIHPQSW " -
MHTVNGYVNRSLPGL.-
LGQFLLFCHISSHQH .
DTLLIFKNQASRPY -
PRCLTRYYSSFVNME
TENIQRFLPNPAGVQ
DNIMVTERNQASRPY
RYLRIHPQSWVHQIA

Estos péptidos ‘ya se' ha demostrado que actlan como. apitopos y que son
tolerogénicos in vivo (Ver los ejemplos -y fa soiigitud de patente internacional No
PCT/GB2008/003996). | |

Se ha dade a conocer que la solubilidad es una consideracién importante en la
induccidn de tolerancia mediada por el péptido. La solubilidad puede ser mejorada por
uno o0 mas de los siguiéntes: o .

(i) remocién de uno o mas residués hid_réfdbés;

(i) adicidn/ sustitucidn para agregar uno o ‘i'né:'s residuos hidrofilos cargados

(iii) colocaf aminoacidos cargados bositiva y negativamente en cualquiera de los
dos extremos p;ara crear un dipolo de carga.

El péptido modificado- puede ser mas ‘.s.dllubie que el péptido original (sin
modificar). El péptido modificado buede 'tene( una solubilidad 2, 3, 4 0 5 veces superior
que el peptido original. El péptido' puede ser soluble en concentraciones de hasta 0,5
mg/ml, 1 mg/mi, 6'5 mg/mil..

TOLERANCIA

Los epitopos de linfocitos T jﬁegan un rol central en la respuesta inmune
adaptativa a cualquier antl’geﬁo, ya sea autoa_r%tigeno o antigeno extrano. El rol central
desempefado por _Ios .'epl’topos de Iinfocitos: T _e.n enfermedades de hipersensibilidad
(las cuales incluyen alergia, enfermedades autoinmunes y rechazo de trasplantes) ha
sido demostrado a través. del usc de modelps experimentales. Es posible inducir
enfermedades inﬂama_torias o alérgicas mediante inyeccion de péptidos sintéticos

(basados en la estructura de épitopos de linfocitos T) en combinacién con adyuvante.
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Por el contr’aﬂo, se ha demostrado qué es posible inducir tolerancia inmunoldgica
hacia antigenos particuiarés_mediante’ la administracién de epitopos de péptidos en
forma soluble. La a;lmi_nistraci(’)n de antigenos de peptidos solubles ha demostrado ser
un medio eficaz para inhibir Ié'enfermed_ad en ér}cefalomieiitis autoinmune experimental
(EAE — un modelo para la esclerosis mﬂltible’(E_M)) (Metzler y Wraith (1993) Int.
Immunol. 5:1159_—-1'165; Liu y Wraith (1-995)' |nt.l Immunol. 7:1255-1263; Anderton vy
Wraith (1998) Eur. J. Ifnrn'unol. 28:1251-1261); y modelos experimentales de artritis,
diabetes, y uveoretinitié (reviéado en Anderton y__W'réith (1998) segun lo anterior). Esto
también ha sido démoétrado c'onﬁp un medio para tratar una enfermedad prolongada e
EAE (Anderton y Wraith (1 998)'segL’m lo méncioﬁado).

La tolerancia es lafalla a respuesta a L.m,a'htigeno. La tolerancia a auto-antigenos
€s una caract'en;stica esencial del sistema_ inmune, cuando esto se pierde, puede
resultar una enfermedad aut()inmune-. El sistema inmune adaptativo debe mantener la
capacidad de respéndér a una variedad enormé de agentes infecciosos evitando al
mismo tiempo el ataque autoinmime de los _auto-antigenos contenidos dentro de sus
propios tejidos. Esto es controladd, en gran r'ne'dida,' por la sensibilidad de los linfocitos
T inmaduros a la muerte celular apoptétic'a en el timo (tolerancia central). Sin embargo,
no todos los éuto antigenos- son detectados en el timo, de modo que la muerte de
timocitos auto-reactivos permanece ‘incompleta. "E'x'i.sten por ende mecanismos por 10s
cuales puede adquirirse tolerancia por parte de los linfocitos T auto-reactivas maduros
en los tejidos perif_éricb_s (tolerancia periférig\:a).‘. Una revisién de los mecanismos de
tolerancia central y periferica se brinda en 'Anderton et al (1999) (Immunological
Reviews 169:123-137). |

En la hemofilia A, los pacientes'tienen un-defecto en el gen del factor VIl Esto
significa que el factor VI nd es‘rebonocido 60mo" un “auto” antigeno por el sistema
inmune. Cuando se administra el factor VIII ddrahte la terapia de reemplazo del factor
de coagulacion, pdr consiguiente, se generé 'Lma respuesta aloinmune a la proteina

extrafa, io cual conduce a la produccion de anticuerpos inhibidores de FVIIL.



21

Los péptidos dela presenté invencién soncapaces de inducir tolerancia al factor
VIl de modo qﬂé cuando se administra el FVIil terapéuticamente, no induce una
respuesta inmune y no-se desarrolian inhibiddres de FVIII.

La hemofilia adquirida es una eﬁfermedad'autoinmune en la cual la tolerancia al
factor Viil se rompe. En esté caso, los péptiqés dé la presente invencion pueden ser
administrados para feiristaurar la tolerancia a esté auto proteina y reducir 1a respuesta
inmune patogénica. |

La tolerancia puede ée_r el resultado de Ia induccion de anergia, o caracterizarse
por dicha induccién en por lo menos una porcién. de los linfocitos T CD4+. A fin de
activar un linfocito T, un péhfidoidébe.asooiérse con un APC “profesional” capaz de
suministrar dos sefales a linfocitos T. La priméra sefal (sefial 1) es suministrada por e!
complejo de MHC'-péptido en la superficie. celular del APC y es recibida por el linfocito T
por medio de.la TCR. La segunda sefial {sehal 2) es suministrada por moléculas
coestimuladoras sobr'e‘fa sup.erficie del APC, tal ‘c_o_n.wo CD80 y CD86, y es recibida por
CD28 sobre la supérﬂéie del linfocito T. Se cree que cuando un linfocito T recibe la
senal 1 en ausencia de la senal 2, no es abtivédo y de hecho, se vuelve anérgico. Los
linfocitos T anérgicbs son refractarios al subs‘lguiente desafio antigénico, y pueden ser
capaces de suprimir otras respuestas inmunes. Los linfocitos T anergicos se cree que
estan involucrados en la mediacion de la tolerancia de linfocitos T.

Sin desear ésta:r limitados por teoria algune;, los presentes inventores predicen
que los péptidos que requieren procesaﬁwie’nto-ahte's de que puedan ser presentados en
conjunto con moléculas MHC no inducen tolera'ncia puesto que tienen que ser
manipulados por células. presentadoras de antigenos maduras. Las células
presentadoras de anhgenos maduras (tales como los macrdfagos, células B y células
dendriticas) son capaces de procesar antigen_ps, pero también de suministrar ambas
sefales 1y 2 a un Iinfocito T, ld cual'conducé a 'una activacién de linfocitos T. Los
apitopos, por otro lado, seran capaces de un:rse a MHC de clase il en APC inmaduras.
Por lo tanto, sera presentada a linfocitos T sin coestnmulacaon lo cual conduce a anergia

de linfocitos T y tolerancia.
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Naturalmente, los apitopos son témbié_ncépéces de unirse a moléculas MHC en
la superficie celular de APC madﬁra. Sin em.barg(-), el sistema inmune contiene una
mayor abundancia de APC inmaduras que maduras (se ha sugerido que se activan
menos del 10% de células dendriticas, Summers et-al. (2001) Am. J. Pathol. 159: 285-
29%). La posicidn de error a.un ap_l’topO'seré',_ pdr'.ende, anergia/ tolerancia mas que
activacion. | 4

La mducmon de la tolerancia al FVIII puede ser monitoreada in vivo buscando
una reduccion en eI nivel de:

(i} anticuerpos inhibidores de FVIII:,

(ii) linfocitos T CD4+ espeéificos para FVIII

(i} células B cabace‘s de secretar..énticuerpos inhibidores de FVIII
mediante técnicas conocidas en el arte. |

Se ha dehiostfado que, cuando se iﬁduce tolerancia por la administracion de
peptidos, se reduce la_capéc_idad de los linfocitos T CD4+ especificos de antigeno de
profiferar. Asimismo; la produccion de 1L-2, IFN-yy la produccion de IL-4 por parte de
estas células es regulada éh forma descendenté, pero la produccion de IL-10 es
aumentada. La neutralizacion de IL-10 en ratdhes &n un estado de tolerancia inducida
por peptidos ha demostrado restaurar la suséeptibilidad a la enfermedad por completo.
Se ha propuesto que una pob!amon de células reguladoras persiste en el estado
tolerante las cuales producen IL-10 e mterwenen en la regulacion lnmunologlca
(Burkhart et a/ (1999) Int Immunol 11:1625- 1634)

Por lo tanto, la- induccién de toIerancna tamblen puede ser monitoreada por
diversas tecnlcas que mcluyen | _

@ la induccion de anergia en linfocitos T CD4+ (los cuales pueden ser
detectados por desaﬁéé posteriores con FVIIl in ‘vit(o);

(o) cambios en la pobla'qién de linfocitos wf..CD4+, incluyendo

(i) reduccion de la proliferaciéh; ' ‘

(i) regulacion descendeﬁte en la produbcién de iL-2, IFN-y y IL-4; y

(iii) aumento de la praduccion-de IL-10.
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En el presente:contexto, - el téfmino “tolerogénico” significa capaz de inducir
tolerancia. "

COMPOSICION

La presente invencién se refie_re'aderhés a una composicion, tal como una
composicién farmacéutica 'que comprende 'unq 0 mas péptidos de acuerdo con la
invencion. _

El péptido puede compr‘ender' una pluralidad de péptidos, por ejemplo, dos, tres,
cuatro, ¢inco o seis peptldos ' o |

La composmon de la presente invencion puede ser para uso profilactico o
terapéutico.

Cuando se administra bara uso profilécticb, .Ia'composicién puede reducir o evitar
la generacién de uﬁa réspuesté inmune a FVIII: El nivel de respuesta inmune es inferior
al que se podria haber obtenido en el péc;éhte‘én el caso de que no hubiese sido
tratado con la co_m‘posiéién. El término “redn.icir”.'indica que se observa una reduccion
parcial de la respuesta ihmune tal como una reduccién del 50%, 70%, 80% 0 90% en la
respuesta que se habria observado en el pamente en el caso de que no hubiese sido
tratado con la composmon (0 en Ia respuesta observada en un paciente no tratado con
respecto al mismo marco de tiempo). EI termlno ‘prevenir” indica que no se observa
respuesta inmune apreciable al FVIHI. |

Cuando sé administra para uso-terapéutico, la composicién puede suprimir una
respuesta inmﬁne ya én desarsollo al FVIIL El término “suprimir” indica una reduccion
del nivel de una respuesta inmune en desarrollo, en comparacién con el nivel antes del
tratamiento con el pépti_do, 0 con él nivel que hub‘iesé sido observado en el mismo punto
en el tiempo en el caso de que no se hubiese suministrado el tratamiento.

El tratamiéﬁto con la composicion de la presente invencién puede causar una
reduccion de 1os niveles de cualguiera o todoé los siguientes:

(i) anticuerpos inhibidores de FVIII:
(il) linfocitos T CD4+ especificos para FVIII

(iii) ce!ulas B secretoras de anﬂcuerpos inhibidores de FVIII.
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La detecciénl 'de‘ todos estos factores :pue,de'llevarse a cabo mediante técnicas
conocidas en el clémp'o técnico, tales como ELIéA, FACS etc.

El tratamiento- ,con. la composicién de la presente invencion también o
alternativamente puede céusar anergié en linfocitos T CD4+ especificos para FVIII. La
anergia puede ser detectada Eﬁedian{e, por ejerhplo_, posterior desafio con FVill in vitro.

Es importante tener en cuenta que no"fddas las respuestas inmunes a FVIIl son
patogéni_cas. Puedén encontrarse anticuerpbs’ anti-FVill no inhibidores en pacientes
hemofilicos sin inhibidorés (Moreaﬁ et al (2000) Blood 95:3435-41) y en
aproximadamente 15% de los donantes de sang‘re,s_énos (Algiman et af (1992) 89:3795-
9). | ' ‘

Los inhibidores de FVill pueden ser detectadps por la modificacion de Nijmegen
del ensayo Bethesda d‘e coagulacion, eh el cual ée analiza la capacidad del plasma del
paciente de inactivar-FVlll en plasma normal. Una unidad Bethesda es definida como la
cantidad de anticuer_po' que neutraliza 50% de la'act'ividad de FVIIl en plasma, y titulos
de 0.6BU o mayoreé sﬁgieren- la byesencia de anticuerpo.

Los inhibidores son genera}menté clasifidadbs como titulo bajo si el nivel es <5
BU vy titulo alto si = 5 BU. | |

El nive‘I de. anticuerpos inhibidores Ade FVIII circulantes puede ser reducido hasta
90%, 75%, 50%, 20%','10% 5% def niv_el de anticuerpos que hubiesen sido observados
en el caso en que el paciente no hubiese recibidd .él' tratamiento.

El nivel de anticuerpos inhibidorés de EVI'II_ ¢irculantes puede ser reducido hasta
5,4,3,2,100.5BU. |

los péptidés y la composicién de ia invencién pueden aumentar ia cantidad o
proporcion de FVIII terapéuticamente adminiétrado que esta disponible para ayudar a la
~ coagulacién en un paciente. Esto se débe a la reduccién en los inhibidores de FVIII los
cuales pueden eficazmente eliminar una proporcion de FVII de ejercer su funcion
terapéutica. Ei pépt‘ido,-o composicion de la ﬁnvehcién puede aumentar la cantidad de
FVIil disponible en, por ejemplo, 10%, 25%, 50% 75% 0 100%.

Los péptidos vy compbs,icién de la invehcién pueden, por ende, reducir la cantidad

de FVIII que debe ser administrada paré ayudar a la coagulacion en un paciente.
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FORMULACION |

La combosicic’m puede ser prepa‘rada como un inyectable, ya sea solucion liquida
0 suspension; también-puedg prepa_rarse‘una f_ofrﬁé_ sélida adecuada para solucion en,
0 suspension en, liquido con anterioridad a la _inyeccic’)n. La preparacién tambien puede
ser emulsionada, o los- péptidos éncapsuladt_ﬁs en liposomas. Los ingredientes activos
pueden mezclaréé con. excipientes los cualeé son farmacéuticamente aceptables y
compatibles con el ingrediente activo. Los'ex_cipie_ntes adecuados son, por ejemplo,
agua, solucién salina (por ejemplo, solucion salina tamponada cion fosfato), dextrosa,
glicerol, etanol, o similar y sué combihaciones | |

Adwmnalmente si se desea, la composmon puede contener cantidades menores
de sustancias auxmares tales como agentes humectantes o emulsionantes y/o agentes
reguladores del pH. Las sales de tamponacion incluyen fosfato, citrato, acetato. Pueden
emplearse acido clorhidrico y/o hidrdxido sédico para el ajuste del pH. Para la
estabilizacién, se pueden emplnear'di'sacéridos t"al'es. como sacarosa o trehalosa.

Si la composicién comprende una pluréiidad de péptidos, la relacién relativa de
los péptidos puede ser aproximadamente ig(;at. Alternativamente, las relaciones
relativas de cada pépt'id'o pueden ser alteradas, por ejemplo, para focalizar la respuesta
tolerogénica sobre un ‘subcohjunto en-paﬂicula'r__d_é linfocitos T autorreactivos o si se
encuentra que un péptido funcioné mejo_r due los otros en particular tipos HLA.

Después de la. formulacion, la compoéicibn puede ser incorporada en un
contenedor estéril ‘el cual es luego cerrado. herméticamente y almacenado a un
temperatura baja; por ejemplo 4°C, o puede fiofilizarse.

Convenienteméhte, la  composicién es '_preparada como un polvo liofilizado
(deshidratado por c'ong"elacic’m). La Eiofilizécién ,pérrﬁite el almacenamiento a largo plazo

en una forma estabilizada. Los procedimientos. de liofilizacién son bien conocidos en la

técnica, ver, por ejemplo http://Www.devicelink.com/ivdt/archive/97/01/006.htm|. Se
emplean comdnmente agentes volumétricos con anterioridad a ia liofilizacién, tales
como manitol, dextrano o glicina. |

l,a composicidn 'puede'ser‘administradaAen' fr')_rma conveniente tal como por rutas

oral, intravenosa (cuando es  hidrosoluble), intramuscular, subcutdnea, sublingual,
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intranasal, intradérmica ¢ por supositorio o -imp"lanie (por ej. utilizando moléculas de
liberacidn lenta). |

La combosiciéh' puede ser ventajosamente ‘administrada por medio de rutas
intranasales, subcutanea o int_radérrﬁica. _ -

El peptido y la c_omposiciéﬁ de la invencién pueden emplearse para tratar a un
sujeto humano. El sujeto puede tener hemofilia A, en particular hemofilia A severa. El
sujeto puede sei“genéticamente deficiente en FVIII. El sujeto puede tener hemofilia
adquirida. El sﬁjeto puede tener anticuerpos émti_—FVIII inhibidores.

El sujeto puede estar pasando pbr o estar por someterse a terapia de reemplazo
coagulante con FVIIL. | |

El sujeto puede estar bajo terapia genlca 0 puede estar por someterse a dicha
terapia con el gen FVIII. _

El sujeto puede s'e{ un HLA-hapI'otipo el cual esta asociado con una
predisposicion a desarrollar aloanticueipos 0 autoanticuerpos anti-FVIII inhibidores. El
sujeto puede expresar HLA-DR2. Los métodos para determinar el haplotipo de HLA de
un individuo son conocidos en la técnica. o ‘ |

Tipicamente,”un médico determinara la dosis real que sera mas adecuada para
un sujeto individual y variard con la 'edad,' el peso y la respuesta del paciente en
particular. . | o

En una reélizécién pieférida se puéde s‘eguir un protocolo “de aumento
progresivo de la d05|s” donde se admlnlstra una pluralidad de dosis al paciente en
concentraciones en ascenso. Ese tipo de enfoque ha sido utilizado, por ejemplo, para
péptidos de fos‘fohpasa A2 en aplicaciones. inmunoterapéuticas contra la alergia del
veneno de abeja (Muller et al (1998) J.. A!Iergy Clm Immunol. 101:747-754 y Akdis et al
(1998) J. Clin. Invest. 102:98- 106)

KITS

Convenientemente, si la composmuon comprende una pluralidad de péptidos, se
pueden admlmstrar en forma conjunta en la forma de una composicién mixta o coctel.

Sin embargo, puede haber cwcunstanq:as en las cuales es preferible proporcionar los
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péptidos por separado en la forma de .un kit para la administracion simultanea,
separada, consecutiva 0 combinada. | |

El: kit también .puede comprender medios de mezclado y/o administracién (por
ejemplo un vaporizadof para la administracién iht_rahasa!; 0 una jeringa y aguja para la
dosificacion subcuténeé/ intradérhwica). El kit tambien puede comprender instrucciones
para utilizar. o

La composicién farmacéutica o kit de .Ia,in'veﬁcién también puede utilizarse para
tratar y/o prevemr una enfermedad.

En paricutar, la composmnon/kﬁ puede utlllzarse para tratar y/o prevenir la
hemofilia A o la hemofilia adgquirida. '

HEMOFILIA A ‘

La hemcfilia A themofilia cIas:ca) es causada por {a deﬂmencua del Factor VIIi.

La hemoﬁlia A tiene una incidencia estlmada de 1 en 10.000 hombres, mientras
que la hemofilia B se estima que ocurre en uno.en 40.000 hombres. Aproximadamente
1 mujer en 5.000 es portadora de hemofilia A, y 1 &n 20.000 es portadora de hemofilia
B. . | ,

La hemoﬁlia‘.esté tipicamente dividida_‘en tres clases: severa, moderada y leve,
en base al nivel de factor de coagulacion en'la sangre. En la hemofilia severa, hay
menos de 1 por ciento de féctor de coagulac.ién‘normal. El grado de severidad tiende a
ser consistente de generacion en_genefacién.

En contrario a la creencia pobular, los bbrtes" y heridas menores no representan
en general una amenaza para los-hemoﬁlicos;'Més.bien, el mayor peligro proviene del
sangrado espontéhéo que puede producirse en ariiculaciones y musculos. Esto es mas
probable que ocurra_durahte los ar‘xoé de rapido crecimiento, tipicamente entre las
edadesde los Sy los 15 anos. |

El sangrado espontaneo repet[do en artlculamoneS puede causar artritis, y que
los musculos adyacentes se debiliten. La presmn_sobre los nervios causada por la
acumulacién de sangre puede dar como‘ resu'Itadb dolor, entumecimiento & incapacidad

temporaria de mover el rea afectada.
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La hemofilia A es genleralmente-diagn_déticada con un andlisis de sangre para
determinar la eficacia de la coagulacién y pe{ra ihvestigar si los niveles de los factores
de coagulacién son anormales. '

El desarrolio de factdres de coagulacién purificados en los anos de la década del
70, aislados de sangre:do'nada, mejoro significativamente las expectativas a largo plazo
de los hemofilicos. Las persbnas éon.he_moﬁlia l'éve a moderada pueden utilizar el
tratamiento con FVIIl sobre una base ad hoc‘,'mientras que las personas con hemofilia
severa pueden reqderir fratamiento regular e indefinido.

Previamente, Ios pabientes recibian concentrados de factor VIil agrupados de
miles de donacrones de p!asma Esto condUJo a problemas significativos de
contaminacién con patogenos virales, pamcularmente el virus de inmunodeficiencia
humana y los virus -de hepatitis. Las tecmcas de purificacion de anticuerpos
monoclonales, inac‘:tivécién térmica, vy | t_ratamiéntos con detergentes virucidas han
tornado a los cpncentrados-derivados_d'e plasma relativamente seguros.

En la actualidad, Ia tecnologia de ADN re’co_mbinante ha proporcionado una serie
de productos sintéti'cos", tales corh_o Recombinate™ ‘y Kogenate™. Kogenate esta hecho
con el empleo de células de rifidn de hé-mster‘ be‘bé'que expresan factor VIl humano. El
factor resultante es altamentel purificado, elim'inando cualquier posibilidad de
transmisién de virus del plasma. | _

El péptido 0 composicién de la presente invencion puede ser administrado antes
y/o durante la terapia de reemplazo del factor V__III'.' |

La hemofilia A es un objetiQo ideal de enfermedad para la terapia genica puesto
que ) es causada por una mutacion en un gen identificado Unico, ii) un ligero aumento
en los niveles de! factor de coagulacmn in vivo puede convertir a la hemofilia severa en
una enfermedad mas leve, y.iil) las terapias de reemplazo actuales son consideradas
subodptimas. Asimismo;, emste un ampllo rango de segundad si existe un “disparo en
exceso” ("overshoot") del nivel deseado de achwdad de coagulacion.

Desafortunadarnente, hasta la fecha la prqmesa de una terapia génica como una

cura para la hemofilia no ha sido realizada, principalmente debido a las dificultades para
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hallar un sistema de administracién ide genes que Sea suficientemente no inmunégeno
para permitir la expresidn a largo plazo del factér'de coagulacion.

Los péptidos_de .Ia presente invencion :tambiéh serian adecuados para tolerizar a
un sujeto con aﬁteribridad ala terapia'géniéa con el factor VIl y/o manejo de la
formacién.de inhibidores de FVIil en un paciehte_ después de la terapia génica.

HEMOFILIA ADQUIRIDA =

l.a hemofilia adquiridé es céracterizaaa p_br la presencia de inhibidores de
autoanticuerpos contra FV!Il en individuos con bqagulacién previamente normal. Es una
afeccion rara, con Qha incidencia estimada d'e 1-3 por cada millén en 1a poblacién por
ano. La tasa de mortai.idad' asociada-cbn inhibidores de autoanticuerpos adquiridos se
aproxima a 25% contra el riesgc_J sustancialmeﬁte_inferior de muerte en aquellos con
aloanticuerpos. '

En comparaciéon con pacientes . con inhibidoréé; de aloanticuerpos, la hemofilia adquirida es
caracterizada por: (1_)-uh patr6n de sangrado més severo; I(2) mayor incidencia en la poblacion mayor de
edad; (3) ocurrencia en .con'junto con .e‘nfermedades autoinmunes subyacentes identificables,
enfermedades |infoproiiferaﬁvas 0 {umores solidos, embéra_zo,‘ y uso de ciertos antibidticos tales como
penicilina y suh‘onamidés er; aproxim'adémente el 50% de los casos; y (4) actividad inhibidora in vitro que
sigue un patrén farmacocinético tipo 1l con neut.raliz'aci.én‘ incompleta de ia actividad del factor de
coagulacién buscada por él autoanticuerpo, tipicamente"dando como resultado niveles de factor VI
residuales que oscﬂén entre 2%-18% en el plasma de los pacientes.

El péptido o combbsicic’m de la presente invencién puede ser administrado a un paciente con
hemofilia adquirida, o a un .'paciente que se cree que esté.n- én riesgo de desarrollar hemofilia adquirida
debido a, por ejemplo: |

i tratamiento.inminente con, pc;r gjemplo pehicjliha o.una sulfonamida
i) progresd de un tumor u otra enfermedad maligna
i) embarazo inminente o'temprano.

La invencién serd ahora adicionalmente descrita é.rﬁodo de Ejemplos, l0s cuales tienen el

proposito de servir para ayudar al éxpert‘o en la técnica a llevar a la practica la invencion

y no tienen el propésito de limitar de ninguna manerd el alcance de la invencién.
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EJEMPLOS

Ejemplo 1: Seleccién'de pép;ido del Factor VIl HLA-DR2

Se compararon una serie de péptido 15nﬂe‘rbs.de FDVIII utilizando tres algoritmos
de unién HLA-DR: _' |

SYFPEITHI (http://www.syfpeithi.de/home htm)

ProPred (http://www.imtech.res.in/raghavé/prplpred/) y

IEDB (http://wwW.immUheepitOpe..org/ho‘mle.do).

Se seleccionaron aquellos péptidosAqué‘ se ﬁ(eia gue eran de unién a HLA-DR2

por mas de uno de los programas vy se diseRraron secuencias flanqueantes para los

residuos nicleo pronosﬁcados (tabla 2).
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TABLA 2 _
Péptido { Primer  { Secuencia  en codige de | También se hace
No AA  de | aminoacido iimico . referencia en la presente
FVIII .. | como:
1 2140 | GTLMVFFGNVDSSGI GTLMV
2 0208 { TOTLHKFILLFAVFED . | 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 PRCLTRYYSSFVYNME =~ {PRCLT
10 607 'TENIQRFLPNPAGVQ ' TENIQ
11 1788 | DNIMVTFRNQASRPY . - | DNIMV

12 2322 . I RYLRIHPQSWVHQIA ' RYLRI

Ejemplo 2: Investigacién de la respuesta de células restringidas HLA-DR2

de ratones inﬂlniiadbs con'faé‘tor vili g péplidos

Se inmunizaron’ ratones transgéﬁic'os. HLA'DR2 con el factor VIl humano en
adyuvante. Se extrajeron las células de héqulos.linféticos que drenaron y se re-
estimularon in vitro con diferentes concen’frac_iones de los 12 peptidos de la tabla 2. Los
resultados 'son-mostra'dos enla Figuré 1.

lLas celulas restringidas HLA-DR2 de lQS'. :rétones inmunizados con factor VI
respondieron claramente fuerterﬁente' al peptido DNIMV (1* aminodcido 1788).

También hay respuestas a los péptidos PRCLT (545 y PPIIA (2161).

Ejempio 3: Investigacién de la respuesta de linfocitos T de ratones HLA-

DR2 a péptidos

Los ratones HLA-DR2' fueron inmunizados,. en primer lugar, con factor VIl en
adyuvante. Las célu'las-del bazo de ratones ihmuhes fueron re-estimuladas in vitro con
el factor VIl y los linfoblastos resultantes fueron fusionados con el timoma BW5147
utilizando polietilenglicol. o

Los hibridomas, de linfocitos T fueron seleccionados en medic HAT y los

hibridomas clonados y analizados-para determinar su respuesta al factor VIil. Luego, los
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hibridomas fueron seleccionados para determinar su respuesta a los 12 péptidos
pronosticados.- De los 27 hibridomas seleccionados, 11 respondieron a DNIMV, 3 a
PRCLTy3a PPIIA, si bien la respuesta a PPIIA fue mas débil y menos especifica. La

respuesta de dos hibridomas éspecificos para DNIM'V y PRCLT se muestra en la Figura
) —

Eiemplo 4 — Investigacién de la respuesta de células de nédulos linfaticos

de ratones FVIII-DR2+ a QéQ.tidOS _

Se cruzaron ‘rato'nes trahsgénicog HLA-DR? con ratones deficientes en factor Vil
para crear un modelo de hemofilia que ekpre'sé Ié molécula de MHV clase Il de HLA
humana. | |

Estos ar_ﬂnﬂales FVII-DR2+ fueron inmunizados con factor VIII en adyuvante. Los
nédulos linfaticos dreﬁantes fueron aislados y anlaliz'ados para determinar su respuesta
al panel de péptidos. Como se muestra en la Figﬁré 3, estas células respondieron bign
a PRCLT y DNIMV. Hubo una débil resbuestaa'GTLMV y una respuesta significativa a
RYLRI. | o

Eieﬂ)l_os — Investigacién de la ‘res_puesta de linfocitos T de ratones HLA-
DR2 a péptidos -

Se inmunizaron ratones deﬁci_entes en f.aét'df‘VIII que expresaban HLA-DR2 con
factor VIl en adyuvante. Las células de bazo delos ratones inmunizados fueron re-
estimuladas in vitro coﬁ factor Vil y los Iinfq.blastos' resultantes fueron fusionados con
BW5147, segun o descrito anteriormente. Se éeleccionaron hibridomas de linfocitos T
para determinar su respuesta a los 12 péptidos .pronosticados. Nuevamente, no
obstante, la mayoria de los hi_bridomaé respondieron a los péptidos DNIMV y PRCLT.
De los 19 hibridomas especfficos hara- el‘fac_:for ViH, 10 respondieron a DNIMV, 6 a
PRCLT, 1 a PPIIA, 1 a SLYIS y-1 a DTLLI. | Lés -ejemplos de respuestas por estos
hibridomas se mU'esLtran_ en la Figura 4. -

En base a estos ex-pe_rimentos,. resulta claro' que dos peptidos DNIMV {primer

namero de aminoacido 1788) y PRCLT (primer aminodcido 545) constituyen los
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epitopos de linfocitos T inmunodominantes en la. respuesta de linfocitos T restringida a

HLA-DR2 a factor humano VIil.

Eiemplo 6 - DNIMV y PRCLT se comportan como apitopos

- Para ser un apitopo, ur'xl péptido debe ser _cap'az de unirse a una molécula clase |
o Il de MHC sin procesamiento pesterior de ‘éhtigenos (es decir recorte (“trimming”)) y
de ser presentado é un _ﬁnfocito T. En el presén’te caso, se investigd la capacidad de los
péeptidos para ser presentados por APC‘ fijo.

Las células Mg'a_r eran frescas o fijadas con j% de paraformaldehido. Los clones
fueron ensayados para'determ‘inar I especificidad antigénica cultivando 100ul de células
de hibridoma con 5x10* célulés Mgar en préSencia y ausencia de 20ug/ml rhFVill o
epitopos de péptidos durante la noche.. Luego, los sobrenadantes fueron recogidos y
evaluados para determinar' la produccion de IL-2 por ELISA. El hecho de que rhFVill
debe ser presentado pbr células Mgar vivas dem_ues;tra que la proteina intacta requiere
procesamiento antigénfco para sér presentada.. Los' péptidos DNIMV y PRCLT, por otro
fado, son presentados tanto por céluias. Mgar'viQa's como fijas lo cual indica que estos
péptidos funcionan como apitopos (Figura 5)..- , |

Ejemplo 7 — Determinacién del rango de epitopos de péptidos capaces de

funcionar como apitopos

El rango de epitopos de péptido capa.ceé. de funcionar como apitopos en las
secuencias que rodean DNIMV, F’RCLT y Io_s.dt_ros péptidos se identificé preparando
paneles de péptidos rsuperpuesto‘s (mostradqg en las paginas 36-37) y screening de
éstos utilizando :Ibs hibridomas de linfocitos T utilizando el mismo método que el

Ejemplo 5 (Figﬁra 7). -

Ejemplo 8 - DNIMV y PRCL‘I" inducen tolerancia a proteina de factor VIiI|

Se trataron fétoﬁes transgénicos HLA-‘DF{Zlcon uno de los dos péptidos solubles,

0 PBS como-confrol, con anterioridad ala inrﬁunizacic’m con factor VIII en adyuvante.
Los nddulos linfatico drenaﬁtes se aislaron y las celulas de re-estimularon in vitro con

proteina del factor VIll a fin de evaluar el status inmune de los ratones. Como se
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muestra en la Figura 6 el tratamiento de Ios ratones con DNIMV o PRCLT condujo a
una supresion sustanmal de la respuesta inmune al factor VIII.

Ejemplo 9 - Investlgacnén de si DNIMV y PRCLT eran capaces de inducir

tolerancia en los ratones con inactivacién (“knockout”) de factor Vill

Se sabe a partir. del ejemplo 8 que estos dos- peptldos son capaces de prevenir la
respuesta inmune al factor VIII en ratones que expresan el factor VIII enddgeno. El
experimento fue repettdo con animales FVHI DR2+ para determinar si estos péptidos
también previenen la respuesta mmune al factor Vill en ratones deficientes en factor

VIHI.

Ejemplo 10 — Investigacién de si DNIMY y PRCLT en combinacién son

capaces de inducir tolerancia en los ratones con desactivacién (“knockout”) del
factor Vill | o

Los dos péptidos los cuales se ha demostrado que reducen individuaimente la
respuesta inmune a facior VIl en ratones deficientes en factor VIII en el Ejemplo 9 se
combinaron. Como se muestra en la Figura 8, el tratamlento de los ratones con DNIMV
y PRCLT condUJo a una supresnon sustancial de la respuesta inmune al factor VI,
como se muestra por la disminucion en la producmon de IFN-gamma. IFN-gamma es la
clase principal de Iinfdcjuina de reordehamientd' ("switch lymphokine™) requerida para
neutralizar ant.icuerpos'en-e! raton. Ei efecto demostrado fue superior al observado
utilizando cualquiera dé los dos péptido. por si solo,

Eiemplo 11: La induccién de tolerancia utilizado un péptido modificado

El péptido DNIMV es en parte, péro'no_ -cdmpletamente soluble. A fin de mejorar
la solubilidad del peptido, se diseﬁc’) una versién modificada con la siguiente secuencia:
EDNIMVTFRNQASR. |

Este es'extend'ido en el término N para agregar un residuo hidréfilo cargado. Es
también truncado en el térrr}inO'C._para elimi_nér' los residuos prolina y tirosina. Por
anadidura, colocando aminoécidoé cargados positiva y negativamente en cualquiera de
los dos extremos del péptido, se crea un dlpolo de carga que se ha informado que

aumenta la solubllldad
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El péptido modificado es mas soluble qué,DNllNlV y suficientemente soluble para
permitir la adminiétraéién del péptido intranasal. ‘A fin de evaluar la inducciéon de
tolerancia utilizando este epitopo peptid-ico}'s_e' ‘tclJm'aron ratones deficientes en FVIll y a
la mitad de ellos-se los traté con el péptido EDNIMV modificado {denominado
“tolerizado” eh ia .figura 9). Luego, los rato.nes‘ fueron inmunizados con DNIMV en CFA y
10 dias mas tarde se lrecolectaron nédulos linfaticos drenantes y se estimularon in vitro
con DNIMV o EDNIMV. La Figura. @ muestra I'.o-s' resultados para las respuestas de
ratones sin tratamiento o tolerizadbs esti'mulac‘jos‘ con DNIMV o EDNIMV in vitro.

Los resultados demuestran‘ que EDN‘IM‘V' es capaz de recordar una respuesta
inmune de ratones inmunizados con DNIMV. Adicionalmente, demuestran muy
claramente qué los ratones tolerizados con EDNIMV no pueden montar una respuesta
inmune a DNIMV in vivo segun lo revelado pﬁr'la falta de respuesta a DNIMV o
EDNIMV in vitro después del cebado ("p'riming’f)- con DNIMV en CFA.

Ejemplo 12:_EDNIMV induce toleranéia a la proteina del factor Vil entera

El experiniénto descrito en el Ejemplo 8 es repetido para el péptido modificado
EDNIMV para ‘demostrar qﬁev EDNIMV es cépa_z de suprimir la respuesta inmune a la
proteina del factor VIi| entéra. ‘

Métodos i

(i Respuestas de memoria para féio_hes DR2+ cebados con rhFVIII

Ratones n‘UIII'ciafée I MHC murinos HL’A-DR2+ fueron inmunizados con 40ug
rhFVIIl emulsionado en Adyuvante de ‘Freun'd Completo (Complete Freunds Adjuvant)
suplementado con 400ug de H37Ra de M.tubergulosfs eliminado por calor (*heat-
killed™, subcuténeamehte en’la base de la cola. 10 Dias después los ratones fueron
sacrificados y se -eliminaron los ,nédulos‘linfé'ticos_ drenantes. Las suspensiones de
celula dnica se p_reparéron y los I]nfocito‘s_ se 'incdbaron a 4-5x10° células por pocilio en
placas con fondo plz_mb de 96 pocillos durante 72 horas con las concentraciones
indicadas de péptido o antl’genos control anté,s‘d'e pulsacién con 0,5uCi/pocillo de
timidina tritiada durénté otras 16Ahoras. Luego, las placas se congelaron antes de que
las células fueran .recolectadas .sobre- éste‘raé filtrantes de vidrio e incorporacion

radiactiva medida utilizando un contador beta-de centelleo liquido
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(ii) Especuﬂcudad de péptido de FVIII de hibridoma de linfocitos T
generados a partlr de ratones DR2+

Se inmunizaron ratones “null” clase'l! de MHC murino HLA-DR2+ como seg
describié con anteriotidad. En el dia 10, Ioé.n_édulos linfaticos drenantes fueron
eliminados v los linfocitos cultivados a 2,5x10° (;él}.iias/ml, 1mi/pocillo en placas de 24
pocillos en presencia de 20ug/m! rhFVIII du—ranlt'e 3 dias. Luego de esta estimulacion, los
linfocitos fueron _reéupefados, lavados y,fusi'ohados con células socias de fusion BW
TCRa' B BW en una _rélaci‘én de 4 células BW a 1 linfocito, utilizando polietilengticol
segun lo descrito por 'Nelsoh et al (1980) PNA_S _'f7(5):2866. Las células fusionadas
fueron cuidadosaménté Iavadas'y Iuego'se colocaron en placas de 96 pocillos con
fondo plano durante 2.dias antes de la adiciénl dé medio HAT para seleccionar para
hibridomas de linfocitos T. Las células fueron monltoreadas para crecimiento y luego de
aproxumadamente 10 dias de haberse realizaron las fusiones, se seleccionaron clones
individuales y se transfmeron a placas de 24 pocillos en medio HAT. Los clones se
mantuvieron en medio HAT durante por io menos 2 semanas antes de ser separados en
medio HT y luego medio comp!e;[o. Los ciones' fueron analizados para determinar la
especificidad antigénica cultivandb 100ul de c;é‘lulais de hibridoma con 5x10* células
Mgar en presencia y ausencia de 20pg/ml rhFVIil durante toda la noche. Luego, los
sobrenadantes fueron recolectados y evaluados para produccién de IL-2 mediante
ELISA, produciendo los ciones IL-2 como respuéété a rhFVIIl considerandose positivos
para especificidad para FVill. Para tnvestsgar el repertorio de péptidos de FVIII
pronosticados, los clones especfficos para FVIII fueron nuevamente analizados para
determinar la producmon de IL-2, luego de incubacion durante toda la noche con
20ug/ml de cada uno de Io§ 12 péptidos. |

(iii) Respuestas de memoria'para ratones FVIll-/- cebados con rhFVill

Se siguid el mismo méiodo'qde para (i),"excebto que los ratones eran deficientes
en FVIIi, HLA-DR2+ y *huil’ clase i MHC murino.

(iv) Esp’ééifici_dad de péptido dé FVIIl de hibridomas de linfocitos T

generados de-ratones FVIil-/-

pve



030089

37

Se siguid el misrﬁo método que para (i), excepto que los ratones eran deficientes
en FVIlly HLA-DR2+. o

(v) Toleriiacién de‘reé\puestas especificas para FVIIl en ratones DR2+
mediante pretratamiento con péptidos de FVlli inmunodominantes

Se trataron ratones “null” clase Il de MHC :"nur.inas HLA-DR2+ 3 veces con 100ug
de DNIMV, P'RCI'_T o PPIIA disuelto en PBS, o el volumen equivalente de PBS por si
sola. Se administraroh’ péptidos intréperitonealmente, con 3-4 dias entre cada dosis.
Luego de la administracion final, los ratones fueroﬁ E:_ebados con rhFVIlf emulsionado en
adyuvante de Freund completo cc;mo péra‘(i)‘.-l() Dias mas tarde, los nddulos linfaticos
drenantes fueron recuperados y Ibs linfocitos fueroh posteriormente cultivados in vitro
con thFVIIl, o cada uno de los peptidos tolerizantes asi como también antigenos control,
durante 72 horas antes de la adicién de timidina tritiada como para (i). |

(vi} Tolerizaciéon de_requestas espébificas para FVIll en ratones DR2+
mediante pretratamiento con una . combinaciébn de péptidos de FVII
inmunodominantefé | : .

Se trataron ratones “null’ clase Il de MHC murinas HLA-DR2+ 3 veces con
DNIMV, PRCLT o con uné combinacion de DNIMV y PRCLT disueltos en.PBS, o el
volumen equivalente .de PBS por si solas. Los péptidos fueron administrados
intraperitonealmente, durante 8 dias. Luego de ‘Ié administracion final, los ratones
fueron cebados con rhFVII emuisionado en aaygvante completo de Freund como para
(). 10 dias.méas -ta'rde, los nddulos linfétiéo's drenantes fueron recuperados y los
linfocitos posteriormen_te ré-estimuladbs in"vitro con rhFVill. A continuacion, los
sobrenadantes fueron recolectados y se midid I?Negamma.

Todas las publiéacioneé mencionadas en la memoria descriptiva que antecede
son incorporadas a la presente .a modo dé"refe‘rencia. Diversas modificaciones y
variaciones de los métodos descritos yrs_istéma'de la invencidn seran evidentes para
aquellos expertos en _Iar técnica sin apartarse del alcance y espiritu de la invencién. Si
bien la invencion ha sido descrita con relacion’ a realizaciones preferidas especificas,
deberia entenderse hue la ihvencién segl.’m' se reivindica no deberia estar

indebidamente limitada a dichas realizaciones especificas. De hecho, diversas
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modificaciones de los modos descritos para Hévar a cabo la invencién las cuales son

obvias para aquellos expertos en inmunologia molecular o campos relacionados tienen

el propdsito de encontrarse dentro del alcance de las siguientes reivindicaciones.
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SECID No.1

1 mqieisteff Iclirfctsa trryylgave Iswdqusdl gelpvdan‘p prvpksfpfn

61 tsvvykktlf veftdhlfni akprppwmgl igptiqaevy divvitlknm ashpvslhav
121 gvsywkaseg aeyddqtsqr ekeddkvfpg gshtyvwavl kengpmasdp Icltysy!sh
181 vdivkdinsg ligallvcre gslakektqt ihkfiltfav fdegkswhse tknsimqdrd
241 aasarawpkm htvngyvnrs [pgligchrk svywhvigmg ttpevhsifl eghtfivinh
301 rgasleispi tfitaqtlim diggfiifch isshghdgme ayvkvdscpe epglrmknne
361 eaedydddit dsemdvvrfd ddnspsfigi rsvakkhpkt wvhyiaaeee dwdyaplvia
421 pddrsyksqy Inngpqrigr kykkvrimay tdetfktrea |qhesgllgp llygevgdtt
481 liifkngasr pyniyphgit dvrplysrrl pkgvkhlkdf pifpgeifky kwivtvedgp
541 tksdprcltr yyssfvnmer dlasgligpl licykesvdq rgngimsdkr nvilfsvide
601 nrswylteni grfipnpagv gledpefgas nimhsingyy fdsiqlsvel hevaywyils
661 igaqtdflsv ffsgytfkhk mvyedtltlf pfsgetvims menpglwilg chnsdfrarg
721 mtallkvssc dkntgdyyed syedisayll sknnaieprs fsqnsrhpst rgkgfnatti
781 pendiektdp wiahrtpmpk ignvsssdll milrgsptph glslsdigea kyetfsddps
841 pgaidsnns| semthfrpgl hhsgdmvitp esglqirine kigttaatel kkidfkvsst
901 snnlistips dnlaagtdnt ssigppsmpv hydsqldttl fgkkssplte sggplsisee
961 nndskllesg Imnsqesswg knvsstesgr Ifkgkrahgp alltkdnalf kvsisliktn
1021 ktsnnsatnr kthidgpsll ienspsvwaqn ilesdtefkk viplihdrml mdknatalri
1081 nhmsnkttss knmemvqakk egpippdaqr pdmsffkmif Ipesarwiqr thgknsinsg
1141 qgpspkqlvs igpeksvegq nfiseknkvv vgkgeftkdv glkemvipss rnlfttnidn
1201 Ihennthnqe kkigeeiekk etligenvvi pgihtvigtk nfmknlflis trgnvegsyd
1261 gayapviqdf rsindstnrt kkhtahfskk geeenleglg nqtkgiveky actirispnt
1321 sqqnivtgrs kralkgfrip leetelekri ivddtstqws knmkhitpst ltgidyneke
1381 kgaitgspls dcltrshsip ganrsplpia kvssfpsirp iyltrvifqd nsshipaasy
1441 rkkdsgvqes shflagakkn nislailtie mtgdgrevgs Igtsatnsvt ykkventvip
1501 kpdipktsgk velipkvhiy gkdifptets ngspghldlv egsllggteg aikwneanrp
1561 gkvpfirvat essaktpskl [dplawdnhy gtqipkeewk sqekspekta fkkkdtilsi
1621 nacesnhaia aineggnkpe ievtwakqgr terlesqnpp vikrhareit rttigsdqee
1681 idyddtisve mkkedfdiyd edengsprsf gkktrhyfia averlwdygm sssphvirnr
1741 agsgsvpgafk kvwigeftdg sftqplyrge Inehligligp yiraevedni mvtfrngasr
1801 pysfysslis yeedqrggae prknfvkpne tktyfwkvgh hmaptkdefd ckawayfsdv
1861 dlekdvhsgl igplivehtn tinpahgrgy tvgefalfft ifdetkswyf tenmerncra
1921 penigmedpt tkenyrfhai ngyimdtipg ivmagdqrir wyllsmgsne nihsihfsgh
1981 vitvrkkeey kmalynlypg vietvemips kagiwrvec! igehthagms tiflvysnke
2041 gtplgmasgh irdfgitasg qyggwapkla rihysgsina wstkepfswi kvdllapmii
2101 hgiktagarg kisslyisqf imysldgkk watyrgnstg timvfignud ssgikhnifn
2161 ppiiaryirl hpthysirst irmewmgcd! nscsmplgme skaisdagit assyftnmfa
2221 twspskarlh Iqgrsnawrp gvnnpkewlq vdfgktmkvt gvttggvksl lismyvkeft
2281 isssqdghqw tiffgngkvk qugnquﬁ pwnsldppl Itrylnhpq swvhgialrm
2341 evigceaqdl y
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Paneles de péptidos superpuestos preparados en el Ejemplo 7
Conjunto superpuesto para DTLLIIFKNQASRPY

473-488  YGEVGDTLLIIFKNG -

1.
2. 474-489 - GEVGDTLLIFKNQA

3. 475-490 " EVGDTLLIUFKNQAS

4, 476-491 - - VGDTLLIIFKNQASR

5. 477-492 ' GDTLLIFKNQASRP

6. 478-493 . 'DTLLIFKNQASRPY

7. 479-494 " . TLLIUFKNQASRPYN

8. 480-495 LLIIFKNQASRPYNI
9. 481-496 . LIIFKNQASRPYNIY
10. 482497 IFFKNQASRPYNIYP
11.

483-498 IFKNQASRPYNIYPH

Conjunto superpuesto para PRCLTRYYSSFVNME

1. 540-554 ° PTKSDPRCLTRYYSS

2. 541-555 TKSDPRCLTRYYSSF

3. 542:556 KSDPRCLTRYYSSEV -

4. 543-557° SDPRCLTRYYSSFVN |

5. 544-558 DPRCLTRYYSSFVNM

6. 545-559 PRCLTRYYSSEVNME

7. 546-560 RCLTRYYSSFVNMER
8. 547-561 . CLTRYYSSFVNMERD
9, 548-562 LTRYYSSFVNMERDL
10. 549563 - TRYYSSFVNMERDLA
11.

550-564 - RYYSSFVNMERDLAS

Conjunto superpuesto para DNIMVTFRNQASRPY

1. 1783-1797 RAEVEDNIMVTFRNQ'

2. 1784-1798 .AEVEDNIMVTFRNQA
3.1785-1799 . EVEDNIMVTFRNQAS

4. 1786-1800 ' VEDNIMVTFRNQASR
5.1787-1801 EDNIMVTFRNQASRP

6. 1788-1802 ' .- DNIMVTFRNQASRPY

7. 1789-1803 ' NIMVTFRNQASRPYS
8.1790-1804 . IMVTFRNQASRPYSF
9. 1791-1805 _ ' MVTFRNQASRPYSFY
10. 1792-1806 - ' ' VTFRNQASRPYSFYS

11.1793-1807 ‘ TFRNQASRPYSFYSS

Conjunto superpuesto péra SLYISQFHMYSLDG |

1.2109-2123 = . RQKFSSLYISQFIIM . -
2.2110-2124 : QKFSSLYISQFIIMY
3.2111-2125 ' KFSSLYISQFIIMYS,
4.2112-2126 ‘ FSSLYISQFIIMYSL
5.2113-2127 : SSLYISQFIIMYSLD

6.2114-2128 . . SLYISQFIIMYSLDG |
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7.2115-2129 o LYISQFIIMYSLDGK

8.2116-2130 . . YISQFIIMYSLDGKK
9.2117-2131 - ISQFIIMYSLDGKKW
10. 2118-2132 _ SQFIIMYSLDGKKWQ

11.2119-2133 . . QFIIMYSLDGKKWQT

Conjunto superpuest'_é)-para PPHARYIRLHPTHY

1.2156-2170 *. HNIFNPPIIARYIRL
2.2157-2171 - NIFNPPIARYIRLH
3.2158-2172 . - IFNPPIIARYIRLHP
4,2159-2173 FNPPIIARYIRLHPT.
5.2160-2174 _ NPPIIARYIRLHPTH
6.2161-2175 : PPIIARYIRLHPTHY

7. 2162-2176 _ PIIARYIRLHPTHYS
8.2163-2177. HNARYIRLHPTHYSI
9.2164-2178 : IARYIRLHPTHYSIR
10. 2165-2179 : ARYIRLHPTHYSIRS

11.2166-2180 - . RYIRLHPTHYSIRST

Conjunto superpuesto para RYLRIHPQSWVHQIA

1.2317-2331 - PPLLTRYLRIHPOSW

2.2318-2332 . PLLTRYLRIHPQSWV

3. 2319-2333- LLTRYLRIHPQSWVH
4,72320-2334 . : LTRYLRIHPQSWVHQ
5.2321-2335 ' TRYLRIHPQSWVHOI

6. 2322-2336 : - RYLRIHPQSWVHQIA
7.2323-2337 YLRIHPQSWVHQIAL
8.2324-2338 - . LRIHPQSWVHQIALR
9.2325-2339 " . RIHPQSWVHQIALRM
10. 2326-2340 : THPQSWVHQIALRME

11.2327-2341 ’ . HPQSWVHQIALRMEV
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PatentiIn vérsién 3.5

1
2351
FRT
Homo

1

Met Gln Ile

1

Cys

Trp

Phe

Tyr

65

Ala

Ala

His

Glu

Phe
Asp
Pro
50

Lys
Lys
Glu

Pro

Gly
130

Ser

Tyx

35

Pro

Lys

Pro

Val

Val

115

Ala

sapiens

Glu

Ala
20

Met

Arg

Arg

Tyr

100

Ser

Giu

Leu
5

Th;
Gln
Val
Leu
Proc
85

Aép

Leu

Tyr

Ser-

Arg
Ser
Fro
Phe
79

Pro

Thr

His

"Asp

42
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Thr

Arg

Asp

Lys

55.-

Val

Trp

Val-

Ala

Asp
135

Cys

Tyr

Phe.

Tyr

- 25

Leu
49

Ser
Glu
Met
val
Val
iz0

Gln

Gly.
Phé
Phe
Glj
Ile
105 .

Gly

Thr

Phe
10

Len

Glu

Pro

Thr

Leu

90

Thr

Val

Ser

Leu

Gly
Leu
Phe
Asp
75

Leu
Leu

Ser

Gln

Cyé

.AIa

Pro

‘Asn

60

ﬁis
Gly

Lys

'Tyf

Arg
140

Leu

Val

Val

45

Thr

Leu

Pro

Asn

Trp

125

Glu

Leu

Glu

30

Asp

Ser

Phe

Thr

Met

110

Lys

Arg

15

Leu

Ala

Val

Asn

Ile

95

Ala

Ala

Glu

Phe

Ser

Arg

Val

Ile

80

Gln

Ser

Asp



Asp

145

Lys

Tyr

Gly

Gln

Lys

225

Ala

Val

Tyr

Phe

Leu

305

Asp

Asp

Gln

Leu

Pro

Lys

Glu

Leu

Ala

Thr

210

Ser

Ala

Asn

Trp

Leu

290

Glu

Leu

Gly

Leu

Thzx

370

Ser

Val

Asn

Ser

Leu

195

Leu

Trp

Ser

Arg

His

275

Glu

Ile

Gly

Met

Arg

355

Asp

Phe

rhe

Gly

His.
180"

Leu

His

His’

Ala

Ser

260

Val

Gly

Ser

Gln

Glu
340

Met .

Ser

Ile

Pro

Pro
1635

Val

Val

Lys
Ser
Arg
245

Leu

Ile

Pro
Phe
325
Ala
Lys
Glu

Gln

‘Gly
150.

Met

Asp

Cys

Phe

Glu

230

Ala

Pro

Gly

'f‘hr

ile
310

‘Leu

Tyr

Asn

Met

Ile

Gly

Ala

Leu
Ar<';
Ile
215
Thr
Trp

Gly

Met

Phe.

295

Thr

Le1._1

Val

Asn

Asp
375

Arg

Ser

Ser

Val

Glu
200

‘Leu

Lys

Pr_o

Leu

Gly

280

Leu

Phe

FPhe

Lys

Giu
360

Val

Ser

His

Asp

Lys
185'

Gly,

Leu

Asn

Lys.

Ile

43

Thr

Pro

170

Asp

Ser

‘Phe

Ser

Met
250

Gly

265 -

Thr'

Val

Leu

Cys

\}al

345

Glu

Val

Val

Thr

Arg

Thr

His

330

Asp

Ala

Arg

.Ala

Tyr

Va 1‘

155

L e‘u

Leu

Leu

Ala
Leu
235
His
Cys
Pro

Asn

Ala
315

Ile

S é'r

Glu

Phe'

Lys

_Cyé

Asn

Ala

Vdl
220

Met

Thr

His_

Glu

Trp

Leu

Ser

Lys

205

FPhe

Gln

Val

Arg

Val

285

His

300

Gln
Ser

Cys

Asp

Asp'

380

‘Lys

Arg

Ser

Pro

Tyr

365

Asp

His

Gln

Thr

Gly

130

Glu

Asp

Asp

Asn

Lys

2740

His

Gln

Leu

His

Glu

350

Asp

Asp

Pro

Val

Tyr

175

Leu

Lys

Glu

Arg

Gly

255

Ser

Ser

Ala

Leu

Gln

335

Glu

Asp

Asn

Lys

Leu

160

Ser

Ile

Thr

Gly

Asp

240

Tyr

Val

Ile

Ser

Met

320

His

Pro

Asp

Ser

Thr



385

Trp

Leu

Asn

Ala

Ser

465

Leu

His

Gly

Lys

Pro

545

Asp

Ser

Ile

Asn

Pro
625

Val

Val

Gly

Tyr

450

Gly

Ile

Gly

Val

Tyr

530

Arg

Leu

Val

Leu

Ile

610

Glu

His

Leu

Pro

435

Thr

Ile

Iie

Ile

Lys

515

Lys

Cys

Ala

Asp

Phe

595

Gin

Phe

Tyxr
Ala
420
Gln

A.sp

Leu

Phe:

Thr

500

His

Trp

Leu

Ser

Gln

580

Ser

Arg

Gin

-390

Ile

405°

Pro

Arg

Glu
Gly
Lys
485

Asp

Le_u

‘Thr

Thr

Gly

565

Arg

val

Phe

Ala’

Ala
Asp

Ile

"Thr

Pro
4.70

Asn

‘Val

Lys

Val

Arg

550

Leu

Gly

?he

Leu

Ser

630

Ala

Asp’

Gly

Phe

- 455

Leu

Gln

Arg

Asp

Thr
535

Tyr

Ile

Asn

Asp-

Pro
615

Asn

Glu
Arg
Arg
440
Lys
Leu

Ala

Pro

‘Phe

520

Val

Tyr

Gly

Gln

Giu

600

Asn

Ile

Glu

Ser

44

Glu
410

Tyr

425 .

Lys
Thr

Tyr

Ser

Leu.
505-

Pro

Glu,

Ser

Pro

Ile'

58S

Asn

Pro

Met

Tyr

Arg

Gly

Arg

. 4%0

Tyr

Ile

Aép

-Ser

Leu
570

Met

Arg

Ala

His

395 -

Asp

Lys

Lys

Glu

Glu
475

]é’rb

Ser‘

Leu

Gly
Phe
555
Leu
Ser
Ser

Gly

Ser

Trp

Ser

Lys

Bla,
460

.Val

Tyr

'Argl

Pfo

Asp

Gln

Val

445

Ile

Gly

Asn

Arg

Gly

. 525

Pro
540

Val

Ile
Asp

T.rp

"Val.

620

Ile

635

Thr

Asn

Cys

Lys

Gln

Asn

Tyx

Tyr

430

Arg

Gln

Asp

Ile

Leu

510

Glu

Lys

Met

Tyr

Arg

590

Leu

Leu

Ala

415

Leu

Phe

His

Thr

Tyr

495

Pro

Ilie

Ser

Glu

Lys

575

Asn

Thr

Glu

Tyr

400

Pro

Asn

Met

Glu

Leu

480

Pro

Lys

Phe

Asp

Arg

560

Glu

Val

Glu

Asp

Val
640

. .

b)

D
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Phe

Tyr

Ser

Leu

Gly

705

Met

Tyr

Asn

Ser

Ile

785

Ile

Pro

Glu

Ser

Asp

865

Lys

Asp

Ile

Gly

Phe

630

Leu

Thr

Tyr

Asn

Thr

770

Glu

Gln

Thr

Thr

Leu

850

Met

Leu

Ser

Leu

675

Pro

Trp

Ala

Glu

BLla

755

Arg

Lys

Asn

Pro

Phe

835

Ser

Val

Gly

Leu

Ser

660

Thr

FPhe

Ile

Leu

Asp

Gln

545

Ile

Phe

Ser

Leu

Léu
725

Ser

740

Ile

Gln

Thr_'

Val

His
8§20

Ser

Glu

Fhe

Thr

Glu’

Lys

Aép'

Ser
805
Gly
Asp
Met

Thr

Thr

885"

Leu
Gly
Lys

Gly

716

iys
Tyr
Pro
Gln

Pro
7940

Ser.

Leu

Asp

Thr

Pro
870

Ala

Ser

Ala

His

Glu

695

Cys

Val-

Glu

Arg

Phe

715

Trp

Ser

Ser

Pro

His

855

Glu

Ala

Val

Gln

Lys

1680

Thr
His
Ser
Asp
Ser
760
Asn
Phe

Asp

Leu

Cys

Thr,

665

Met

Val

Asn

Ser
Ile
745
Fhe
Ala

Ala

Leu.

Ser

. B25

Ser

840

Phe

Ser

Thr

Pro

Arg -

Gly

Glu‘

45

Leu
650

Asp

Val

Phe

Sexr

Cyé
730

Ser

Ser

.Thr

His

Leu
810

Asp

Giy

Pro

Leu

Leu
890

f_iis
Phe
Tyr
et

Asp

715

Asp

Ala

Glnl

Thr

Arg
795

Met

Leu

Ala

Gln '

Gln

Giu

Leu

Glu

Ser.
“700

Phe

Lys

“Tyr

Asn,

Ile

780

Thr

Leu

Gln

TIle

Leu
860

Leu.

875"

Lys

Lys

Val

‘Ser

Asp

685

Met

Arg

Asn

Leu

Ser

765

Pro

Pro

Leu

Glu

Asp

845

His

Arg

Ala

Val

670

Thr

Glu

Asn

Thr

Leu

750

Arg

Glu

Met

Arg

Ala

830

Ser

His

Leu

Asp

Tyr

655

FPhe

Leu

Asn

Arg

Gly

735

Ser

His

Asn

Pro

Gln

815

Lys

Asn

Ser

Asn

Phe
895

Trp

Phe

Thr

Pro

Gly

720

Asp

Lys

Pro

Asp

Lys

8090

Ser

Tyr

Asn

Gly

Glu

880

Lys

)

()

P
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-

-

>



6 650108

Val Ser Ser Thr Ser Bsn Asn Len Ile Ser Thr Ile Pro Ser Asp Asn
900 905 ' . 910

Leu Ala Ala Gly:Thf Asp Asn Thr Ser Ser ﬂeﬁ Gly Pro Pro Ser Met
915 - 920 . 925

Pro Vel His Tyr Asp Ser Gln Leu Asp. Thr Thr~Leu.Phe Gly Lys Lys
930 S 535 . _ 940

Ser Ser Pro Leu Thr Glu Ser Gly Gly Pré~Leu'Sér Leu Ser Glu Glu
945 950 . 955 _ 960

Asn Asn Asp Ser'Lys Leu Leu Glu Ser_Giy Leu Met Asn Ser Gln Glu
565 ’ - 870 - 975

Ser Ser Trp Gly Lys Asn Val Ser Ser-Thr Glu Ser Gly Arg Leu Phe
980 S 985 . . 590

Lys Gly Lys Arg Ala His Gly Pro Ala Lequeu'Thr Lys Asp Asn Ala
2485 o 1000 : . ' 1005

»

Leu Phe Lys Val Ser Ile'Ser Leu Leu Lys Thr Asn Lys Thr Ser
1010 T 1015 ' ~ 1020

Asn Asn Ser Ala Thr Asn Arg iLys Thr His Ile Asp Gly Pro Ser
1025 1030 - . . 1035

Leu Leu Ile Glu &Asn Ser Pro Ser Val Trp GIn Asn Ile Leu Glu
1040 - 1045 ’ 1050

Ser Asp Thr Glu Phé Lys Lys Val Thr Pro Leu Tle His Asp Arg
1055 - 1060 : 1065

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

Ser Asn Lys Thr- Thr Ser Ser Lys Asn Met Glu Met Val Gln Gln
1085 ' . 1050 ) 1095

Lys Lys Glu Gly Pro Ile Pfo Pro Asp Ala Gln Asn Pro Asp Met
1100 ' . 1105 i CA110

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

Gln Arg Thr His. Gly Lys Asn Ser Leu Asn Ser Gly Gin Gly Pro
1130 . "1135 . 1140



Ser

Gly

Gly

Ser

Asn

Lys

His

Leu

Ala

Arg

Glu

Lys

Asn

Leu

RAsp

Ser

Pro
1145

Gln
1160

Glu
1175

Ser
1150

Asn
1205

Lys
1220

Thr
1235

Ser
1250

Pro
1265

Thr
1280

Asn
1295

Tyr
1310

Phe
1325

Pro
1340

Thr
1355

Thr

Asn

Phe

Aryg

Thr

Glu

Vel

Thr

Val

Lys

Leu

Ala

Val

Leu

Ser

Leu

Gln

Phe

Thr

Asn

His,

Thr

Thr

Arg

Leu

Lys

Glu

Cys

Thr

Glu

Thr

Thr

Leu

Leu .

Lys
Leu
Asn
Leu
Gly
Gln
Gln
His
Gly
Thr
gin

Glu

Gln

Gin

‘Val

Ser

Asp

Phe

Gln

‘Ile

Thr

Asn

Asp

.Thr

Leu

“Thr
Arg

Thr

Trp

Ile

Ser
1150

Glu
1165

‘Val

1180

Léu
1195

Glu
1210

Gln

1225

Lys
1240

Val

1255

Phe

1270 -

Ala
1285

.Gly

1300

Arg
1315

Ser
1330

Glu

1345

Ser
1360

Asp

‘Leu

Lys

Gly

Thy

Lys

Glu

Asn

Glu

Arg

His

Asn

Ile

Lys

TLeu’

Lys

Tyr

Gly

Asn

-Leu

Asn

Lyé

Asn

Phie

Gly-

Ser

Phe

Glin

Ser

Arg

Glu

Asn

Asn

. 47

Pro
Lys
Lys

Leu

Ile

Val

Met

Ser

Leu

Ser’

Th;
Pro
Al%
Lys
Met

Glua

Glu

Va;

Glu

"Asp

Glh

Val

Lys
1155

Val
1170

Met
1185

Asn

1200

Glu
1215

Leu

. 1230

Lys

Tyr

Asn

Lys

Lys

Bsn

Leu
Arg
Lys

Lys

~AS n

1245

Asp
1260
Asp
1275

Lys

1290

Gln
1305

Thr
1320

Lys
1335

Ile
1350

His

1365

Glu

Ser

Val

Val

Leu

Giu

Pro

Leu

Gly

Ser

Gly

Ile

Ser

Gln

Ile

Leu

Lys

Val

Gly

Phe

His

Ile

Gln

Phe

Ala

Thr

Glu

Val

Gln

Phe

Val

Thr

Gly

Glu

Lys

Pro

Glu

Glu

Ile

Leu

Tyr

Asn

Glu

Glu

Gln

Arg

Asp

Pro

Ala

Guli09



Ile

Ile

Ser

Gln

Asp

Lys

Asp

Val

Leu

Ile

Pro

Glu

Pro

Lys

Ile

1370

Thr
1385

Pro
1400

Phe
1415

Asp
1430

Ser
1445

Asn
1460

Gln
1475

Thr
1490

Pro
1505

Tyr
1520

Gly
1535

Gly
1550

FPhe
1565

Leu
1580

Pro
1595

Gln

Gln

Pro

Asn

Gly

Asn

Arg

Tyr

Lys

Gln

His

Ala

Leu

Leu

Lys

Ser.

Ala

Ser

Set

Val

Leu

Glu

Lys

Thr

Lys

Leu

Ile,

Arg

Asp

Glu

Pro

Asn

Ile

Ser

Gln

Ser

Val

Lys

Ser

Asp

Asp

Lys

Val

Pro

Glu

Leu

‘Arg

Arg

His

Glu

‘Leu

Gly

‘Val
‘Gly

Leu

Leu

Trp
'Ala

Leu

Trp

1375

Ser

1390

Ser

1405

Pro
1420

Leu

-1435

Ser

1450

Ala
1465

-Ser

1480

G}u
1495

Lys
1510

Phe

1525

val
1540

Asn
1555

Thr

1570

Ala
1585

Lys

-1600

Asp

Pro

Ile

Pro

Ser

Ile

Leu

‘Asn

Val
Pro
Glu
Glu
Glu
frp

Ser

Cys

Leu

Tyr

Ala’

His

Leu

Thr

Glu

Thr

Ala

Sgr

Aép

Gln

48

Leu’

Pro

Leu .

Ala

Phe

Thr

Thr

Val

Leu

Glu

Ser

Asn’

Ser

Asn |

Glu

Thr

Ile

1380

Arg
1385

Ala

- 1410

Thr

Ser

Leu

Leu

Ser

Leu

Leu

Thr

Leu

Arg
Ala
Bis

Lys

‘Arg

1425

Tyr
1440

Gln
1455

Glu
1470

Ala
1485

Pro

1500

Fro
1515

Ser
1530

Leu

‘1545

Pro
1560

Lys

. 1575

‘Tyr

1590

Ser
1605

Ser

Lys

Val

Arg

Gly

Met

Thr

Lys

Lys

Asn

Gln

Gly

Thr

Gly

Pra

His

Val

Leu

Lys

Ala

Thr

Asn

Pro

Val

Gly

Gly

Lys

Pro

Thr

Glu

Ser

Ser

Phe

Lys

Lys

Gly

Ser

Asp

His

Ser

Thr

Val

Ser

Gln

Lys

Galiio



Thr

Glu

Pro

Leu

Tle

aAsp

Tyr

Thr

Gly

Gly

Asp

His

Asn

Phe

Ala

Tyr

Ala
1610

Ser
1625

Glu
1640

Cys
1655

Thr
1670

Asp
1685

Asp
1700

Arg
1715

Met
1730

Ser
1745

Gly
1760

Leu
1775

Ile
17390

Tyr
1805

Glu
1820

Phe
1835

Phe

Asn

Ile

Ser

Arg

Thr

Glu

His

Ser

Val

Ser

Gly

Met

Ser

Pro

Trp

Lyé

His

Glu

Gln

Thr

Ile

Asp

Tyr

Ser

Fro

Fhe

Leu

Val

Ser

Arg’

Lys

Lys
gla
Val
Asn
Thr
ser
Glu
éhe

Ser

Gln~

Thr

Leu

Thr

Leu

Lys

Val

Lys

Ile

SThr

Pro

‘Leu
fVal
Asn
.Ile

Pro

Phe

Gln

Gly

Phe

dIle

Asn

‘Gln

Asp

L1615

Ala

1630 -

Trp
1645

.Pro

1660

Gln
1675

Gilu
169G

Gln

1705

Ala
1720

His
1735

Lys

1750

Pro
1765

Pro

.1780

Arg

1795 -

Ser
1810

Phe
1825

His
1840

Thr

Ala

Ala

Val

‘Ser

Met

Ser

Ala

Val

Lys

Leu

Asn

Tyx

Val

‘His

Ile-

Ile

Lys

Leu

Asp

Lys

-Pro

Val

Leu

Val

Tyr

Ile:

Gln

Glu

Lys

Met

49..“

Leu

Asn

Giln

Lys

'Gln

Lys

Arg

Glu’

Arg

Val

Arg

Arg

Ala

Glu’

Pro

Ala

Ser

Glu

Leu
1620

Gly

1635

Gly

Arg

Glu

Glu

Ser

Arg

Asn

Phe

_Gly

Ala

Ser

Asp

Asn

Prb

Arg
1650

His
1665

Glu

1680

Asp
1695

Phe
1710

Leu

-1725

Arg
1740

Gln

. 1755

Glu

1770

Glu
1785

Arg
1800

Gln

1815

Glu
1830

Thr
1845

Asn

Gln

Thr

Gln

Ile

Phe

Gln

Trp

Ala

Glu

Leu

Val

Pro

Arqg

Thr

Lys

Ala

Asn

Glu

Arg

Asp

asp

Lys

Asp

Gln

Phe

Asn

Glu

Tyr

Gln

Lys

Asp

Cys

Lys

Arg

Glu

Tyr

Ile

Lys

Tyr

Ser

Thr

Glu

Asp

Ser

Gly

Thr

Glu

(.

<o

[ SN

Fea



Phe

Lys

Thr

Glu

Tyr

Ile

Ala

Ala

Asgn

Val

Pro

Ile

Met

Leu

Ser

Tyr

Asp

Fy

1850

Asp
1865

ASH
1880

Phe
1895

Phe
1910

Gln
1925

Ile
1940

Gln
1955

Glu
1870

Arg
1985

Gly
2000

Trp
2015

Ser
2030

Gly
2045

Gly
2060

Ser
2075

Cys

Val

Thr

Ala

Thr

Met

Asn

Asp

Asn

Lys

Val

Arg

Thr

Met

Gln

Gly

Lys,

His

Leu

Leun

Glu
Glu
iy
Gln
ITle
Lys

Phe

Val,

Leu

Ala

Tyg

Ser

Ala

Ser

Asn.

Phe

Asn

Asp -

Ty?
Afg
His
Glu

Glu

Glu

Phe

Ser

Gly

Ile

Trp

AGly

Pro

Phe

_Met

Pro

Ile

‘Ile
.Ser

_Glu

Thr

Cys

Leu

Gly

Gln

'Ash

Ala
1855

Léu

1870

Ala
1885

Thr

-1800

Glu

1915°

Thr
1930

-Met

1545

Arg
1960

Ile
1875

Tyr
1950

val
2005

Leu
2020

val

2035

His
2050

Trp

2065

Ala

2080

Tyr

Ile

His

Ile

Arg

Bhe

Asp

'Trp

His

Lys

Glu

Ile

Tyr

Ile

Ala

Trp

Phe

Gly

GIy

FPhe’

Asn

Lys

Thr

Tyr

Phe

‘Met

Mgt

Gly

Ser

Arg

Pro-

Ser

50

Ser-

Pro

Arg.

Asp

-Cys

Glu

Leu

‘Leu

Ser

RAla

Leu

Glu-

Asn

Asp,

Lys

Thr

Asp'

Leu

Val
1860

Leu

.. 1875

an

Glu

Arg

‘Val

1890

Thr
1905

Ala

© 1920

Asn

Pro

Leu

Gly

Leu

Pro

Tyr
1935

Gly
1350

Ser

1965

His
1980

Tyr
1995

Ser

¢ 2010

His
Lvs

Phe

Leu
2025

Cys

. 2040

Gln

© 2055

Leu

Lys.

Ala
2070

Glu
2085

Asp

Val

Thr

Lys

Pro

Arg

Leu

Met

Val

Asn

Lys

His

Gln

Ile

Arg

Fro

Leu

Cys

Val

Ser

Cys

Phe

Val

Gly

Phe

Leu

Ala

Ala

Thr

Thr

Leu

Phe

Glu

His

Gln

Trp

Asn

His

Met

Ser

Thr

Tyr

Gly

Gly

Pro

Ala

His

Ser



Trp

Lys

Gln

Tyr

Val

Ile

Ser

Ser

Ile

Pro

Arg

Gln

Ser

Ser

Val

Asn

Ile
2090

Thrx
2105

Phe
2120

Arg
2135

Asp
2150

Ala
2165

Thr
2180

Met
2185

Thr
2210

Ser
2225

Pro
2240

Lys
2255

Leu
2270

Gln
2285

Lys
2300

Ser

Gln

Ile

Gly

Ser

Arg

Leu

Pro

Ala

Lys

Gln

Thr

Leu

Asp

Val

Leu

Val

Ile

Asn.

Ser

Tyr

Arg

Leu

Ser

Ala

Val

Met

Thr

Gly

Phe,

Asp

Asp

Ala

Met

Ser

Gly‘

I;e
Me£
a1y
Ser
Arg
Asn
Lys
Ser

His

Gln

Pro

Leu

Arg

Tyr

Thr

Iie

Arg

Glu

Met

Tyr

Leu

:Asn
‘Val

Met

Gln

Gly

‘Prc

Leu
2095

Gln

2110

Ser
2125

Gly

2140

Lys

2155

Leu
2170

Trp

2185

Glu

2200

Fhe
2215

‘His

2230

P;o
2245

Thr
2260

Tyr
2275

Tfp
2290

Asn
2305

Leu

Ala

Lys

Leﬁ

Thr

His

His

Met

Ser

Thr

Leu

Lys

Gly

Val

Thr

Gln

Leu

Pro

Phe

Asp

Leu

Asn

Pfo

Gly

Lys

Asn

Gln

Glu

Vail

"Lys

Leu

Bsp

Thr

Met

Ser

Gly

Met

Ile

Thr.

Cys

Ala

Met

Gly
Trp
Glu

Phe

Ser’

Arg

Ile

Ser

Tle
2100

Leu

© 2115

Lys
val
Pﬁé
His

Asp

Ile

Phé

Arg

”Leu

Thr

Phe

The

Lys

2130

Phe
2145

Asn

- 2160

Tyr

2175

Leu
2180

Ser
2205

Ala
2220

Ser
2235

Gln

2250

Gln
2265

Leu
2280

Gln

©h2285

Phe

Thr
2310

Leu

His

Trp

Phe

Pro

Ser

Asn

Asp

Thr

Asn

Val

Gly

Ile

Asn

Pro

Arg

Gly

Ile

Gln

Gly

Bro

Ile

Ser

Ala

Trp

Ala

Asp

Val

Sex

Gly

Val

Ile

Ile

Ser

Thr

Asn

Ile

Arg

Cys

Gln

Ser

Trp

Phe

Lys

Ser

Lys

Val

His

Guli’3



2315

52

23200 2325

Pro Gln Ser Trp Val ‘His Gln Ile 2la Leu-Arg Met Glu Val Leu

2330

2335 . ' . 2340

Gly Cys Glu Ala Gln ﬁsp'Leu Tyx

2345
<210> 2
<211> 15
<212> PRT

<213> Hoemo
<400> 2

Thr Gln Thr
l .

<210> 3
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo
400> 3

Ser Leu Tyr
1

<210> 4
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo

<400> 4

Pro Pro Ile
1

<210> 5
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo
<400> 5

Fro Pro Leu
1 .

<210> 6
<21i> 15
<21i2> PRT

<213> Homo

<400> 6

Met His Thr

2350

Sapiens

Leu His Lys Phe Ile Leu Leu Phe Ala Val Phe Asp
’ 5 - 10 15

Sapiens

Tle Ser Gln Phe Ile Ile Met Tyr Ser Leu Asp Gly
5 - 10 15

sapiens

Ile Ala Aig Tyr Ile Arg Leu His Pro Thr His Tyr
’ 5 - ' 10 15

sapiens

Leu Thr Afg Tyr Leu Arg Ile His Pro Gln Ser Trp
5 - 10 15

sapiens

Val Asn Giy Tyr Val Asn Arg Ser Leu Pro Gly Leu

1

L)

b

.



1

<z210> 7
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo
<40Q0> 7

Leu Gly Gln
1

<210> 8
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo
<4Q0> 8

Asp Thr Leu
1

<210> 9
<2il> 15
<212> PRT

<213> Homo
<400> 8§

Pro Arg Cys
1 .

<210> 10
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo

<400> 10

Thr Glu Asn
1

<210> 11
<Z11l>» 15
<212> PRT

<213> Homo
<400> 11

Asp Asn Ile
1

<210> 12
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo

sapiens

Phe Leu Leu Phe Cys His Ile Ser Ser His Gln His
-5 . - 10 15

sapiens

Leu Tle Ile Phe Lys Asn' Gin Ala Ser Arg Pro Tyr
5. - 10 15

sapiens

Leu Thr Arg Tyr Tyr Ser Ser Phe Val Asn Met Glu
. 5 . - 10 15

sapiens

Ile Gln Arg Phe Leu Pro Asn Pro Ala Gly Val Gln
: 5 ) 10 15

sapiens

Met Val Thr Phe Arg Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr
-5 - 10 15

sapiens

GoQiz



<400> 12

Arg Tyr Leu
1

<210> 13
<21i>» 15
<212> PRT

<213> Homo
<d400> 13

Gly Thr Leu
1

<210> 14
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo
<400> 14

Leu Tyr Ile
1

<210> 15
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo
<400> 15

Phe Ile Ile
1

<210> 18
<211> ©
<212> PRT

<213> Homo
<400> 16

Ile Ala Arg
1

<210> 17
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo
<400> 17
Leu Ile Ile

1

<210> 18
<211> 9

Arg Il
2

sapiens

Met Val
2

sapiens

Ser Gln

sapiens

Met Ty
2

sapiens

Tyr Ile
e

saplens

Phe Ly
¢5.

His Pro Gin Ser Trp Val His Gln Ile Ala

Phe Phe Gly Asn Val Aép‘ﬁer Ser Gly Ile

10

10

Phe Ile Ile Met

Ser Leu Asp Gly

Arg Leu His Pro

Asn Gln Ala Ser

54

15

15

G

v

0

-
i

-"i
a
——



<212>
<213>

<400>

PRT
Homo

18

Leu Thr Arg

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

19

PRT
Homo

19

Met Val Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

20

PRT
Homo

20

Leu Arg Ile

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

21
13
PRT
Homo

MISC_
(1)..

55 -

sapiens

Tyr Tyr Ser Ser Phe Val

sapiens

Phe Arg Asn Gln Ala Ser-
5 . :

sapiens

His Pro Gln Ser Trp Val-
5 L .

sapiens

FEATURE
(1)

660117

Xza es un residuo de aminodcido hidréfilo cargado

21

Xaa Asp Asn Ile Met Val Thr Phe Arg Asn Gln Ala Ser

1

<210>
<2ll>
<212>
<213>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

22
14
PRT
Homo

MISC
(1)..

5 : ' .10

sapiens

FEATURE
{1}

Xas es.un amincicido cargado con polaridad inversa a Xaa en posicioén 14

MISC_FEATURE

(14} . :
Xaa es un aminoécido cargado -con po

. (14}

laridad inversa a Xaa en posicidén 1



<400> 22

Xaa Asp Asn
1

<210> 23
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo
<400> 23

Giu Asp Asn
1

<210> 24
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo
<400> 24

Tyr Gly Glu
1

<210> 25
<211> 1%
<212> PRT

<213> Homo
<40Q0> 25

Gly Glu Val
1

<210> 26
<211> 15
<212> PRT

<213>» Homo
<400> 286

Glu Val Gly
1

<210> 27
<211>» 15
€212> PRT

<213> Homo
<400> 27
vVal Gly Asp
1

<210> 28

Ile.Met
5

sapiens

Tle Met
ks

sapiens

val Gly
o

sapiens
Gly Asp
g

sapiens

Asp.Thr
5 -

sapiens

Thr.Leu

: o0
56 ()L’L.L.Léa

Val Thr Phe Arg Asn Gln Ala Ser Xaa
10

Val Thr Phe Arg Asn Gln Zla Ser Arg
i0

Asp Thr Leu Leu Ile Ile Phe Lys RAsn Gln
' 0 - 15

Thr Leu Leu Ile Ile Phe Lys Asn Gln Ala
' 10 - 15

’

Leu Leu Ile Ile Phe Lys Asn Gln Ala Ser
' io0 - 15

Leu Ile Ile Phe Lys Asn Gln Ala Ser Arg
' 10 - 15



<z21ll> 15
<212> PRT
<213> Homo-
<400> 28
Gly Asp Thr
1

<210> 29
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo

<400> 29

Thr Leu Leu
1

<210> 30
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo

<400> 30

Leu Leu Ile
1

<210> 31
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo

<400> 31

Leu Ile Ile
1

<210> 32
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo

<400> 32

Ile Ile FPhe
1

<210> 33
<211l> 15
<Z212> PRT
<213> Heomo
<400> 33
Ile Phe Lys
il

57 GG01:9

sapiens

Lev Leu.Ile Ile Phe Lys Asn Gln Ala Ser Arg Pro
5 ' 10 ~ ' 15

sapiens

Ile Ile.Phe Lys Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr Asn
5 ' ’ 10 : ' 15

sapiens

Iie Phe.Lys Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr Asn Ile
5 ' 10 : ' 15

sapiens

Phe Lys.Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr Asn Ile Tyr
5 ' ' 10 - ' 15

sapiens

Lys Asn.Gln Ala Ser Arg Pro Tyr Asn Tle Tyr Pro

3 iQ : 15

sapiens

Asn Gln.Rla Ser Arg Pro Tyr Asn Ile Tyr Pro His

5 .0 10 : 15



<210> 34
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo
<4Q0> 34

Pro Thr Lys
1

<210> 35
<211> 1%
<212> PRT

<213> Homo
<400> 35

Thr Lys Ser
1

<210> 36
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo
<400> 36

Lys Ser Asp
1

<210> 37
<211> 15
<212> PERT

<213> Homo
<4Q0> 37

Ser Asp Pro
1

<210> 38
<211> 15
«<212> PRT

<213> Hcmo
<400> 38

Asp Pro Arg
1

<210> 39
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo

<400> 39

58 R
o Gudizo

saplens.

Ser Asp-Pro Arg Cys Leu Thr Arg Tyr Tyr Ser Ser
5 “10 . i5

sapiens

Asp Pro.Arg Cys Leu Thr Arg Tyr Tyr Ser Ser Phe
5 . ' .10, . 15

sapiens

Bro Arg.Cys Leu Thr Arg Tyr Tyr Ser Ser Phe Val
5 ' .10, . 15

sapiens

Arg Cys-Leu Thr Arg Tyr Tyr Ser. Ser Phe Val &sn
3. ' .10 . 15

saplens

Cys Leu Thr Arg Tyr Tyr Ser Ser Phe Val Asn Met
5 .10 o i5

sapiens



Arg Cys Leu
1

<210> 40
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo
<400> 40

Cys Leu Thr
1

<210> 41
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo
<400> 41

Leu Thr Arg
1

<210> 42
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo
<400> 42

Thr Arg Tyr
1

<210> 43
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo
<400> 43
Arg Tyr Tyr
1

<210> 44

<211> 15
<212> PRT

<213> Homo
<400> 44
Arg Ala Glu
1

<210> 45
<21i> 15
<212> PRT

59 THIN R

Thr Arg Tyr.Tyi Ser Ser Phe Val Asn Met Glu Arg
5 _ 10 T 15

sapiens

Arg Tyr'Tyr Ser Ser Phe val Asn Met Glu Arg Asp
5 10 _ 15

sapiens s

Tyr Tyr'Ser.Sef Phe Val Asn Met Glu Arg Asp Leu
5 , 10 R 15

sapiens

Tyr Ser'Ser.Phé Val Asn Met Glu'Arq Asp Leu Ala
5 } 10 R 15

sapiens

Ser Ser Phe.Val Asn Met Glu Arg Asp Leu Ala Ser
5 ) i0 - 15

sapiens

Val Glu Asp Asn Tle Met Val Thr' Phe Arg Asn Gln
5 _ .10 B 15



<213> Home

<400> 45

Ala Glu Val
i

<210> 46
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo

<400> 46

Glu Val Glu
1

<210> 47
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo
<400> 47
Val Glu Asp
1

<210> 48
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo
<400> 48

Glu Asp Asn
1

<210> 49
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo

<400> 4%

Asn Ile Met
1

<210> 50
<21i> 1%
<212> PRT

<213> Homo

<400> 50

Ile Met Val
1

o 600122

sapiens

Glu Asp Asn Ile Met Val Thr Phé Arg Asn Gln Ala
5 : .10 15

sapiens

Asp Asn Ile Met Val Thr Phe Afg Asn Gln Rla Ser
5 ' .10 15

sapiens

Asn 'Tle Met Val Thr Phe Arg Ash Gln Ala Ser Arg
5 : .10 15

sapiens

Ile'Met Val Thr Phe Arg Asn Glh Ala Ser Arg Pro
5 : .10 15

sapiens

Val Thr Phe Arg Asn Gln Ala Sek Arg Pro Tyr Ser
5 - .10 15

sapiens

Thr Phe Arg Asn Gln Ala Ser Aig Pro Tyr Ser Phe
5 . 10 15



<210> 51
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo

<400> 51

Met Val Thr
1

<210> 52
<211> 15
<21Z> PRFT

<213> Homo

<400> 52

Val Thr Phe
1

<210> 53
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo
<4Q0> 53

Thr Phe Arg
1

<210> 54
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo
<400> 54

Arg Gln Lys
1

<210> &5
<211>» 15
<212> PRT
<213> Homo
<400> 55
Gln Lys Phe
1

<210> 58
<21i> 15
<212> PRT

<213> Homo
<400> 5e

Lys Phe Ser

61

sapiens’

Phe Arg Asn Gln Ala Ser Arg Prb;Tyr Ser Phe Tyr
5 6 ... 15

sapiens’

Arg Asn Gln RAla Ser Arg Pro Tff;Ser Phe Tyr Ser
5 : ' 00 .. 15

sapiens’

Asn Gln Ala Ser Arg Pfo.Tyr Séf_Phe Tyr Ser Ser
5 : 0w . 15

sapiens’

Phe Ser Ser Leu Tyr Tle Ser Gln Phe Ile Ile Met
5 ' 0. .. 15

sapiens -

Ser Ser Leu Tyr Ile Ser Gln PHé‘Ilé Ile Met Tyr
5 ‘ 10°. .. ’ 15

sapiens -

Ser Leu Tyrx Ilé Ser Gln,PhE‘Iié_Ilé Met Tyr Ser

[



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

57
15
PRT
Homoe

57

Phe Ser Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

58
15
PRT
Homo

58

Ser Ser Leu

1

<210>
<21i>
<212>
<213>

<400>

58
15
PRT
Homo

53

Leu Tyr Ile

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

60
15
PRT
Hcomo

60

Tyr Ile Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

61
15
PRT”
Homo

61

Ile Ser Gln

1

<210>
<211>
<212>
<213>

62
15
PRT
Homo

R Go0il4

sapiens

Leu Tyr Ile Ser Gln Phe Ilé. Ile Met Tyr Ser Leu
5° . 0o 15

sapiens

Tyr Ile Ser Gln Phe Ile Ilée Met Tyr Ser Leu Asp
5 . 10 - 15

sapiens’

Ser Gln Phe Ile Ile Met Tyr Ser Léu Asp Gly Lys
5 ° : 0 15

sapiens’

Gln Phe Ile Ile Met Tyr Setr Len Asp Gly Lys Lys
5 - , 10 - ' 15

sapiens

Phe TIle Ile Met Tyr Ser'Leu Asp'GIy Lys Lys Trp
5 : _ 10 - ) 15

sapiens’



<400> 62

Ser Gln Phe
i

<210> 63
<211> 15
<212> BRT
<213> Homo
<400> 63
Gln Phe Ile
1

<210> 64
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo

<400> 64

His Asn Ile
1

<210> 65
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo

<400> 65

Asn Ile Phe
1

<210> 66
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo

<400> 66

Ile Phe Asn
1

<210> 67
<211> 15
<212> PRT

<213> Hcomo
<400> &7
Phe Asn Pro

1

<210> 68
<211> 15

Ile Ile

sapiens

Ile Mef
5.

sapiens

Phe Ash
5.

sapiens

Asn Prb

sapiens

Pro Pro
5.

sapilens

Pro Ilé
5.

63

ﬁet Tyr Ser Leu Asp Gly Lys Lys Trp Gln
0 . 15

Tyr Ser Leu Asp Gly Lys Lys Trp Gin Thr
- e .o 15

Pro Pro Ile Ile Ala Arg Tyr Ile Arg Leu
' 10 b 15

Pro Ile Ile Ala Zrg Tyr Ile Arg Leu His
0 . v 15

Ile Ile Ala Arg Tyr Ile Arg Leu His Pro
' 10 . 15

Ile ARia Arg Tyr Ile Arg Leu His Pro Thr
' 10 . ¢ 15

HU

S
ad



<212> PRT
<213> Homo

<400> 68

Asn Pro Pro
1

<210> 69
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo
<400> 69

Pro Ile Ile
1

<zZ10> 70
<211> 15
<212> PRT

<213>» Homo
<400> 70

Ile Ile Ala
1

<210> 71
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo
<400> 71
Ile Ala Arg
i

210> 72
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo
<400> 72

Ala Arg Tyr
1

<210> 73
<211> 15
<212> PRT

<213> Hono
<400> 173

Arg Tyr Ile
1

64

L
Co
O
| SN
NS
()]

sapiens

Ile Ile Ala Arg Tyr Ile Arg Leu His Pro Thr His
5 : 10 ' 15

sapiens

Ala Arg Tyr Ile Arg Leu His Pro Thr His Tyr Ser
'S 10 ' 15

sapiens

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

sapiens

Tyr Ile Arg Leu His Pro Thr His Tyr Ser Ile Arg
5 w0 15
sapiens

Ile Arg Leu His Pro Thr His Tyr "Ser Ile Arg Ser
"3 i0 ! 15

sapiens

Arg Leu His Pro Thr His Tyr ser‘ile Rrg Ser Thr
-5 10 ’ 15



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

74
15
PRT
Homo

74

Pro Pro Leu

1

<210>
<21i>
<212>
<213>

<400>

75
15
PRT
Homo

75

Pro Leu Leu

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

76
15
PRT
Homo

76

Leu Leu Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

77
15
PRT
Homo

77

Leu Thr Arg

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

78
15
PRT
Homo

78

Thr Arg Tyr

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

79
15
PRT
Homo

79

S VY 4y
65 - ' OUGL—;

sapiens

Leu Thr Arg Tyr Leu Arg Ile His Pro Gln Ser Trp
-5 10 . 15

sapiens

Thr Arg Tyr Leu Arg Ile His ?ro‘Glﬁ Ser Trp Val
5 10 i 15

sapiens

Arg Tyr Leu Arg Ile His Pro Gln-Ser Trp Val His
.5 0 . 15

sapiens

Tyr Leu Arg Ile His Pro Gin Ser‘Trﬁ Val His Gln
.5 10 . 15

sapiens

Leu Arg Ile His Pro Gln Ser Trp-wal His Gln Ile
.5 10 . 15

saplens



Tyr Leu Arg

1

<210> g0
211> 158
<212> PRT
<213> Homo
<400> 80
Leu Arg Ile
i

<21C> B1
<211> 15
<212> FPRT
<213> Homo
<400> 81
Arg Ile His
i

<210> 82
<211> 15
<212> PRT
<213> Homoe
<400> 82

Il= His Pro

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

83
15
PRT
Homo

g3

His Pro Gin

1

o
Nt
ue Lol

66

Ile His Pro Gln Ser Trp_Val His Gln Ile Ala Leu
5 w0 15

sapiens -

His Pro Gln Ser Trp Val_His Gln Ile Ala Leu Arg
5 . 0. .. 15

sapiens -

Pro Gln Ser Trﬁ Val His_Gln Ile Ala Leu Arg Met
5 : 10- 7 15

saplens-

Gln Ser Trp Val His Gln Ile Ala Leu Arg Met Glu
5 w0 15

sapiens-

Ser Trp Val His Gla ile'Ala,Léﬁ Arg Met Glu Val
5 w0- 15
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REIVINDIGACIONES

1. Un peptido due comprende una de [as siguientes secuencias derivadas de FVIil:

GTLMVFFGNVDSSGI -
TQTLHKFILLFAVFD
SLYISQFIIMYSLDG
PPIIARYIRLHPTHY -
PPLLTRYLRIHPQSW
MHTVNGYVNRSLPGL
LGQFLLFCHISSHQH
DTLLIIFKNQASRPY
PRCLTRYYSSFVNME
TENIQRFLPNPAGVQ- -
DNIMVTFRNQASRPY .
RYLRIHPQSWVHQIA .

con una o mas de las siguientes modificaciones:

(i) remocién de uno 6 més aminoécidos hidréfobos;

(ii) reemplazo dé uno o més aminoécido's_.hiq-réfobos con aminoacidos hidréfilos
cargados; y o | _ |

(iii} insercion de un aminoacido cargédo'eﬁ uho 0 ambos terminales (i)
peéptido modificado” el ‘c‘ual es capaz de unirse a una molécula clase |l de MHC sin
procesamiento posterior de antigenos y de ser reconocido por un finfocito T especifico
para el factor Vill. | _ ‘

2. Un péptido que comprende la secuencia .

X(aa)n-secuencia nlcleo -(aa)m . .

donde X es un residuo hidréfilo ca‘rgadb; L

aa es un aminoacido; | |

N @S un nimero entero-entre 0 y 5;

m es un nimero'entero entre 0 y5y _

la “secuencia nicleo” se selecciona del .s.igqiénte grupo de péptidos derivados de
FVIIl: | |

LYISQFIIM
FIIMYSLDG

TARYIRLHP
LILFKNQAS
LTRYYSSEV



& 050130

MVTFRNQAS
LRIHPQSWV

dicho pép'tido es capaz de unir'se ‘a una molecula clase I de MHC sin
procesamie'nto- antigé'n'ico, adicional y de ser reconocide por un linfocito T especifico
para el factor VIII. | |
3. Un péptido de acuerdo con \la reiv'indicéc_ic’sh 1 ei cual comprende la secuencia

XDNIMVTFRNQAS. | .
4. un péptidd fque comprende fa se,cuéncia:.

Y(aa)-secuencia nicleo -(aa)mZ |

donde Y y Z son. arﬁinoécidos'cafgados qué tienen polaridad inversa;

" aa es un aminoacido; | | L

n s un nimero entero entre 0 y 5;

mes un nL’if_néro entero entre 0y 5;y
la “secuencia nlcleo” se séle_cciona del sigui:ente grupo de péptidos derivados de FVIN:

LYISQFIIM
FIIMYSLDG

IARYIRLHP
LIIFKNQAS
LTRYYSSFV
MVTFRNQAS -
LRIHPQSWV

dicho péptido es 'cabaz de unirse a 'ung{ molécula clase Il de MHC sin
procesamiento anti;‘:]e’n.ico adiéioh.al 'y de ser reconocido por un linfocito T especifico
para el factor VIl - - B | |
5, Un pép_tido_ de aéUerdo con la reivi'n'dicaci'é'h 4, el cual comprende la secuencia:
YDNIMVTFRNQASZ |
6. Un péptido de acuerdo con la reivindicac_i_c';n 4 0 5, donde Y es un aminoacido
cargado positivamente y Z es.un aminoécido cargacio negativamente.
7. Un péptido de acuerdo con la reiv.ind'icacié'n 4,506, donde Z es K o R.
8. Un péptido de acuerdo con .cuanUiera“de las reivindicaciones 2 a 7,donde X0 Y
esDoE. | |
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9. Un péptido de acuerdo con cualqwer reivindicacién precedente, el cual
comprende la secuencia EDNIMVTFRNQASR

10. Un pept:do.de acuerdo con cualquier rewindicacién precedente el cual consiste
en la secuencia EDNIMVTFRNQASR. |

11.  Una composicion gue comprende una plurahdad de péptidos, incluyendo uno o
mas peéptidos de acuerdo con cualquier rewundncacuon precedente.

12.  Un péptido de acuerdo con cualquuera de las reivindicaciones 1 a 10, 0 una
composicion de - acuerdo con la rewmdlcacuon 11, para utilizar en la supresion o
prevencion de la producmon de anticuerpos |nhibldor§-s del factor VIl in vivo.

13.  Elusode un.péptido de acuerdo con cuaiquiera de las reivindicaciones 1 a 10, o
una composicion de acuerdo con la reivindicacion 11, en la manufactura de un
medicamento para suprimir o prevenir la ‘prddchi.én de anticuerpos inhibidores del
factor VIl in vivo..- | |

14.  Un método .para éup'rimir o prevenir la produccion de anticuerpos inhibidores del
factor VIl en un queto el cual comprende el paso de administracién de un péptido de
acuerdo con cualqmera de las retvmdlcamones 1 a 10, o una composicion de acuerdo
con la reivindicacion 11, al sujeto. '

15.  Un método. para tratar la hemofilia en un sujeto el cual comprende el paso de
administracién_dé un péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10,
0 una composicion del acuerdo con fa reivindicacion 11, al sujeto.

16. Un método de écuerdo con . la reivindicécié’;_n 14 ¢ 15, donde el sujeto tiene
hemofilia A, y estd siendo sometido a,'o esta é,punto de ser sometido a, terapia de
reemplazo del fa(_:‘gor' VIIl. | | ’ '

17.  Un método de acuerdo con la reiVindicacién 14 o 15, donde el sujeto tiene, o
corre el riesgo de contraer, hemofilia adquirida. -

18.  Un método de acuerdo con ciqalquiéra c_ier'lé's‘ reivindicaciones 14 a 17, donde el

sujeto es HLA-DR2.
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 RESUMEN ~
PEPTIDOS

La pr'eseﬁ'te invencion proporciona péptidos por lo menos parcialmente
derivables de FVIII Io's-cu_ales son capaces de unirse a una molécula clase It de MHC
sin procesamiento - posterior c_:le-anﬁgenos y de’ ser reconocidos por un linfocito T
especifico para el factor VIIl. En particutar, _Ié'presente invencién provee un péptido
que comprende o"co-nsiste en la secueﬁcia., EDNIMVTFRNQASR. La presente
invencion se refiere ademas al uso de dicho péptido para la prevencién o supresién de

la formacién de anticuerpos inhibidores en la 'hemofilia A y/o en la hemofilia adquirida.
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Reivindicacion{es):

1. Un péptido que compréﬁde una de las siguientes
secuencias derivadas de FVII: ' '
GTLMVFFGNVDSSGI
TQTLHKFILLFAVFD
SLYISQFIMYSLDG
PPIIARYIRLHPTHY
PPLLTRYLRIHPQSW .
MHTVNGYVNRSLPGL
LGQFLLFCHISSHGR
DTLLIFKNQASRPY
PRCLTRYYSSFVNME .
TENIQRFLPNPAGVQ
DNIMVTFRNQASRPY
RYLRIHPQSWVHQIA

€on una ¢ mas de las siguieqtes modificaciones: ' ‘

(i) remocién de uno o mas aminoacidos hidréfobos; ‘

{iiy reemplazo de uno o mas aminoacidos hidrofobos
con aminoacidos hidrofilos cargados; y _ '

(iii) insercion de un aminoacido cargadd en uno o
ambos terminales (i) . '
péptido medificado el cual es c_‘a'paé de unirse a una molécula
clase IF de MHC sin procesamiento postekior de antigenos y de -

ser reconocido por un linfocito T especifico para el factor VIL.

2. Un péptido que comprende la secuencia
X(aa}n-secuencia niicleo -(aadm

dende X es un residuo hidréﬁlé cargado;

4a s un aminoacido;
nes un nimero entero entre 0 y 5;
m es un numero entero entre 0y 5; y
v ‘la “secuencia nlcleo” se selecciona del siguiente
griipo de péplidos derivados de FVIIL
LYISQFIM
FIIMYSLDG
IARYIRLHP
LIFKNQAS
LTRYYSSFV
" MVTFRNQAS
LRIHPQSWY
_"dicho péptido es capaz de unirse a una molécula
"clase.‘ll de MHC sin procesamiento antigénico adicional y de

ser reconocido por un linfocito T especifico para el factor VAL,

3. Un péptido de acuerdo con la reivindicacion 1, el
cual comprende la secuencia
XDNIMVTFRNQAS.
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PATENTE DE INVENCION ] MODELO DE UTILIDAD [ | Art. 33 Decision 486/00

lndicabién que se solicita una patente

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcion de la invencion

Dibujos de ser estos pertinerites _

Comprobante de pago de las t_asés establecidas (de ser el caso formato de descuento)

It

Completa’ I_____—, Incompleta [ |

PATENTE DE INVENCIONPCT [ X ] - MODELO DE UTILIDAD PCT [ ] Art 33 Decision 486/00
: : . Circular Unica

Indicacién que se solicifa una, PCT
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Copia de la solicitud en espaiiol, tal como fug presentada iniciaimente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumeny) ’ '

Dibujos de ser estos pertinentes

L) ik

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa ‘ ‘ : * Incompleta [ |

DISENO INDUSTRIAL 1] ' (Art. 119 Decisién 486/00)

Indicacion que se solicita disefio industrial .
Datos de identificacion del solicitante o de la'parsona que presenta la solicitud

Representacion grafica y fotografica del Diseno Industrial 0 muestra del material que incorpora
el disefic ’

il

Comprobante de pago de las tasas establecidas,

Completa. [ | L “T- lncompleta [ |

ESQUEMA DE TRAZADO -~ [ ]  {Art. 92 Decision 486/00)

Indicacién que se solicita un esquema de trazadlo

Datos de identificacign del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
. Representaciép grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

i

Completa” [ | - = . . . incompleta [ |



