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RESUMO
“PEPTIDOS DERIVADOS DE FVIII E SEU USO NA TOLERIZACAO DE
HEMOFILICOS”

A  presente invencdo proporciona péptidos pelo menos
parcialmente derivaveis de FVIII que sdo capazes de se
ligarem a uma molécula de «classe II do MHC sem
processamento de antigénio adicional e sendo reconhecidos
por uma célula T especifica do fator VIII. Em particular, a
presente invencdo proporciona um péptido compreendendo a ou
consistindo na sequéncia  EDNIMVTFRNQASR. A presente
invencdo também se relaciona com o uso de um tal péptido
para a prevencdo ou supressdo da formacdo de anticorpos

inibidores na hemofilia A e/ou hemofilia adgquirida.



DESCRICAO
“PEPTIDOS DERIVADOS DE FVIII E SEU USO NA TOLERIZACAO DE
HEMOFILICOS”
Area da Invencédo
A  presente invencdo relaciona-se com um péptido. Em

particular, relaciona-se com um péptido que é derivéavel do
fator VIII (FVIII). Os péptidos podem ser usados para
reduzir ou prevenir a formacdo de anticorpos inibidores do
fator VIII, por exemplo no tratamento da hemofilia A e

hemofilia adguirida.

Antecedentes da Invengéao

Hemofilia
A hemofilia pertence a um grupo de disturbios sanguineos
hereditdrios que inclui hemofilia A, hemofilia B (doenca de

Christmas) e doenca de Von Willenbrand.

Na hemofilia, a capacidade do sangue de coagular &
gravemente reduzida porque um fator de coagulacdo essencial
estd parcialmente ou completamente em falta, resultando em
tempo de hemorragia aumentado. A Hemofilia A ¢é uma
deficiéncia do fator de coagulacdo VIII, ao passo que a
Hemofilia B ¢ uma deficiéncia do fator de coagulacdo IX. Em
ambas as doencas, o gene deficiente ¢é encontrado no
cromossoma X, logo as condicdes sdo 1ligadas em X. A

hemofilia A é cinco vezes mais comum do que a hemofilia B.

A hemofilia é uma condicdo genética hereditdria vitalicia,
que afeta mulheres como transportadoras e homens que herdam
a condicdo. Cerca de um terco dos novos diagndésticos sé&o

onde n&do existe nenhuma histéria familiar prévia. Aparece



globalmente e ocorre em todos 08 grupos raciais. Cerca de

6.000 pessoas sdo afetadas com hemofilia no RU.

Os hemofilicos sangram durante um periodo prolongado apds
lesdo. Lesbes externas tais como cortes e arranhdes néo
representam usualmente problemas graves: ¢é frequentemente
possivel parar a hemorragia por aplicacdo de um grau de

pressdo e cobertura da area afetada (p.ex. com um penso).

O principal problema é hemorragia interna nas articulacdes,
misculos e tecidos moles, que pode ocorrer espontaneamente.
A  hemorragia interna, tal como o sdo hemorragias no
cérebro, ¢é muito dificil de gerir e pode ser fatal. A
hemorragia repetida nas articulag¢des causa dor aguda e pode
causar artrite e/ou danos nas articulagcbdes a longo prazo

levando a incapacidade.

O tratamento da hemofilia ¢ usualmente por substituicdo do
fator de coagulacdo em falta. Na hemofilia 1ligeira ou
moderada, podem ser dadas injecdes gquando ocorre uma
hemorragia (terapia a pedido). No entanto, na hemofilia
grave, sdo dadas 1injecdes profildticas regulares para
ajudar o sangue a coagular e minimizar a probabilidade de

danos nas articulacdes a longo prazo.

Uma complicacdo potencialmente séria da terapia de
substituicdo do fator de coagulacdo na hemofilia A & o
desenvolvimento de anticorpos gque neutralizam a funcdo prd-
coagulante do fator VIII. Os inibidores do fator VIII
ocorrem em aproximadamente 25% daqueles com hemofilia A
grave. Uma vez que pacientes com hemofilia A congénita
podem ser geneticamente deficientes em FVIII, a sintese de
inibidores ¢é uma resposta aloimune a proteina estranha
administrada para prevenir ou tratar episddios de

hemorragia.



As células T CD4+ desempenham um papel central na resposta
imune a FVIII. Apds ser absorvido por células
apresentadoras de antigénio (APCs), o) FVIII sofre
degradacdo proteolitica em fragmentos de péptido (Reding et
al (2006) Haemophilia 12 (sup 6) 30-36). Estes péptidos séo
depois apresentados na superficie das APC em associacdo com
moléculas de classe II do MHC. Este complexo & depois
reconhecido pelo recetor de células T de uma célula CD4+
especifica para FVIII. Na presenca dos sinais
coestimuladores apropriados, este reconhecimento faz com
que em Ultima instdncia a célula CD4+ dirija a sintese de

anticorpos por células B.

A incidéncia da formacdo de inibidores aumenta inicialmente
com o numero de tratamentos com fator VIII, mas parece
estabilizar apdés 50-100 dias de exposicdo. A formacdo de
inibidores ¢ muito mais comum na hemofilia grave do que na
doenca moderada ou ligeira e alguns defeitos moleculares, o
mais claramente grandes delecdes e mutacdes sem sentido na
cadeia leve do fator VIII, parecem predispor para formacéo
de inibidores. Pardmetros tais como a concentracdo, tipo
(purificado ou recombinante) do fator de substituicédo, e
histéria de tratamento podem também afetar a probabilidade

de producdo de anticorpos.

A gestdo de pacientes com hemofilia com inibidores é um
desafio continuo. A inducdo de tolerdncia imune (ITI)
usando uma técnica de dessensibilizacdo é bem-sucedida em
alguns pacientes com aloanticorpos contra o fator VIII.
Esta abordagem terapéutica requer exposicdo continua a
terapia de substituicdo do fator, logo & uma estratégia a

longo prazo.

Embora a ITI ©possa ser Dbem-sucedida, uma pProporcao

significativa (cerca de 30%) dos pacientes ndo responde a



ITI. E muito menos provavel que pacientes com elevados
titulos de inibidores respondam ao tratamento. Outro fator
contribuinte significativo ¢ a idade no inicio da ITI
inicial, com taxas de sucesso grandemente diminuidas quando
0 paciente tem mais do que 20 anos (Hay et al (2005)

Seminars in Thrombosis and Hemostasis 32:15-21).

Quando a terapia de ITI é malsucedida, o inibidor persiste
geralmente ao longo da vida, e porgque tais pacientes sé&o
usualmente respondedores elevados, ¢ necessario tratar
episdédios de hemorragia com produtos evitando FVIII, tais
como concentrados de complexo de protrombina ativado
(FEIBA™), e FVII ativado recombinante. No entanto, o uso de
tais agentes estéd associado a eventos adversos tais como
coagulacdo intravascular disseminada, enfarte agudo do
miocérdio, embolia pulmonar e  tromboses (Acharya e
DiMichele (2006) Best Practice & Research (Clinical
Haematology 19:51-66).

A terapia imunossupressora & por vezes usada para pacientes
que ndo respondem a ITI. O tratamento inclui administracédo
de farmacos imunossupressores tais como ciclofosfamida,
prednisona, azatioprina e ciclosporina que se direcionam
ndo especificamente para o sistema imune. Estes tratamentos
podem ter efeitos secundarios associados a imunossupressao

geral.

Existe interesse renovado na deplecdo de células B seletiva
usando Rituximab™, um anticorpo monoclonal humanizado para
0o antigénio CD20 de células B. No entanto, reacdes de
infusédo, doenca do soro e infecgbes oportunistas tém
ocorrido em algumas criancas tratadas com este farmaco

(DiMichele (2007) J Thromb Haemost 5:143-50).



Hemofilia Adquirida

A hemofilia adquirida ¢ uma condicdo autoimune rara que
afeta entre 1 e 4 pessocas em cada milhdo. Nesta condicéo,
0s sujeitos que ndo nascem com hemofilia desenvolvem
anticorpos contra um dos fatores de coagulacdo tais como
fator VIII. Pensa-se que a gravidez e as doencas autoimunes
tais como artrite reumatoide e cancro podem aumentar o
risco de desenvolver hemofilia adgquirida. Embora existam
diferencas nos mecanismos imunes subjacentes levando a sua
producdo, as manifestacdes clinicas de inibidores de FVIII
produzidas em resposta a terapia de substituicdo do fator
de coagulacdo e agquelas produzidas na hemofilia adquirida

sdo similares.

Os pacientes hemofilicos adguiridos tém uma taxa de
mortalidade que se aproxima de 25%, parcialmente devido a
associacdo de inibidores adgquiridos a complicacgdes de
hemorragia graves. A terapia de inibidores de
autoanticorpos adquiridos ¢é Dbaseada principalmente na
necessidade de controlo ou prevencdo de complicacdes
hemorrdgicas agudas, gque sdo frequentemente fatais ou
graves para os membros e em segundo lugar de erradicacédo do

autoanticorpo para restaurar a coagulacdo normal.

Algumas hemorragias associadas a inibidores de
autoanticorpos com baixo titulo (<5 Unidades Bethesda)
podem ser tratadas eficazmente com concentrados de FVIII
administrados em elevadas doses. O concentrado de FVIII de
suino era anteriormente considerado uma terapia de primeira
linha c¢ritica para hemorragia relacionada com hemofilia
adquirida uma vez que era a Unica terapia de substituicéo
que proporcionava uma oportunidade de medir de facto niveis
de atividade de coagulacdo de FVIII ©pbds-infusdo no
laboratério. O produto foi removido do mercado em 2004

devido a contaminacdo dos conjuntos de plasma de suino pelo



parvovirus de suino. Agora, agentes de “bypass” sdo 0 mais
comummente usados, mas existem riscos potenciais de
trombogenicidade e existe somente cerca de 80% de eficécia
para cada produto. A mudanca de plasma por plasmaférese e a
imunocadsorcdo extracorpdrea podem ser necessarias para
reduzir temporariamente o titulo de inibidor o suficiente
para evitar agentes ou substituicdo de FVIII ©para

proporcionar hemostasia adequada.

A erradicacdo de inibidores de autoanticorpos depende de
medidas imunossupressoras, tais como: (1) administracdo de
corticosteroides com 30%-50% de eficédcia em 3-6 semanas;
(2) uso de agentes guimioterapéuticos <citotdxicos e
mielossupressores, p.ex., ciclofosfamida, ciclosporina, 2-
clorodeoxiadenosina; (3) imunomodulacdo com imunoglobulina
intravenosa; e (4) deplecdo de linfécitos B seletiva com
Rituximab. Os respondedores a Rituximab™ podem regquerer uso
concomitante de esteroides e as recaidas podem responder a

retratamento.

WO 02/060917 relaciona-se com péptidos do fator VIII
isolados e purificados e suas variantes, bem como ADN

codificando esses péptidos.

Assim sendo, todos os métodos correntemente disponiveis
para reducdo da producdo de alocanticorpos associada a
tratamento da hemofilia A, e da producdo de autoanticorpos
na hemofilia adgquirida, tém falhas. Existe portanto uma
necessidade de métodos melhorados para ter em conta a
questdo de anticorpos anti-FVIII na hemofilia A e hemofilia

adquirida.

Os presentes inventores descobriram que é possivel prevenir
a formacdo de anticorpos inibidores de FVIII por pré-

tolerizacdo do paciente com péptidos derivados de FVIII.



Sumdrio de Aspetos da Invencédo

0O péptido do primeiro aspeto da invencdo consiste na

sequéncia EDNIMVTFRNQASR.

Num segundo aspeto, a presente invencdo proporciona uma
composicéao, tal como uma composicéado farmacéutica
compreendendo uma pluralidade de péptidos incluindo um
péptido do primeiro aspeto da invencdo. A composicdo pode
compreender uma pluralidade de péptidos totalmente ou
parcialmente derivdveis de FVIII qgue sdo capazes de

induzirem ou restaurarem tolerdncia ao FVIII.

A composicdo pode estar na forma de um conjunto, no qual a
pluralidade de péptidos é proporcionada separadamente para
administracédo separada, subsequente, sequencial ou

simulténea.

O péptido ou uma composicdo da invencdo pode ser para uso
na supressdo, reducdo, ou prevencdo do desenvolvimento de

anticorpos inibidores do fator VIII.

E descrito aqui o uso de um tal péptido ou composicdo no
fabrico de um medicamento para suprimir, reduzir ou
prevenir o desenvolvimento de anticorpos inibidores do

fator VIII.

E também descrito agqui um método para supressdo, prevencao
ou reducdo do desenvolvimento de anticorpos inibidores do
Fator VIII num sujeito, que compreende o passo de

administracdo de um tal péptido ou composicdo ao sujeito.

O sujeito pode ser deficiente em FVIII. Em particular, o
sujeito pode ter hemofilia A, e pode estar, ou estar
prestes, a ser submetido a terapia de substituicdo do fator

VIII.



Alternativamente, o sujeito pode ter, ou estar em risco de

contrair, hemofilia adquirida.

Os inibidores do fator VIII s&do encontrados mais
frequentemente em individuos expressando HLA-DR2. O sujeito
tratado pelo método da invencdo pode portanto ser positivo

quanto a HLA-DR2.
Figura 9: Respostas de camundongos ingénuos ou tolerizados
estimulados com EDNIMVTFRNQASR (EDNIMV) ou um péptido de

controlo (DNIMV).

Descrigcado das Figuras

Figura 1: Respostas de recordacdo para células de
linfonodos (LNC) de camundongos FVIII+DR2+ imunizados com

rhFVIII/CFA

a) Proliferacdo de LNC para péptidos 1-6 do FVIII

b) Proliferacdo de LNC para péptidos 7-12 do FVIII
c) Proliferacdo de LNC para péptidos 1, 3 e 11 do
FVIII

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

Figura 3: Respostas de recordacdo para LNC de camundongos

FVIII-DR2+ imunizados com rhFVIII/CFA

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



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

Figura 6: Respostas de recordacdo para LNC de camundongos
FVIII+DR2+ tratados 3x 1i.p. com ©péptido antes de
imunizacdo com rhFVIII/CFA.

Figura 7: Determinacdo da gama de epitopos de péptido
capazes de funcionar como apitopos usando clones de
hibridoma de c¢élulas T FVIII-DR2+ especificos para
péptidos sobrepostos derivados de FVIII. O péptido
original ¢é denominado 0. Uma mudanca de aminodcido na
direcdo do terminal N é -1, duas mudancas de aminoacidos
na direcdo do terminal N é -2, etc. Uma mudanca na

direcdo do terminal C é +1, etc.

Figura 8: Producdo de IFN-gama de células de linfonodos
em resposta a FVIII para camundongos FVIII-DR2+ tratados
com péptidos derivados de FVIII PRCLT, DNIMV ou uma

mistura de ambos.
Figura 9: Respostas de camundongos ingénuos ou
tolerizados estimulados com EDNIMVTEFRNQASR (EDNIMV) ou um

péptido de controlo (DNIMV).

Descrigdo Detalhada

Péptido

A presente invencdo relaciona-se com um péptido.

O termo “péptido” é usado no sentido normal para significar
uma série de residuos, tipicamente L-aminodcidos,
conectados um ao outro tipicamente por ligacdes peptidicas

entre o0s grupos o-amino e carboxilo de aminoéacidos
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adjacentes. O termo inclui péptidos modificados e anédlogos

de péptido sintéticos.

O péptido da presente invencdo pode ser feito wusando
métodos quimicos (Peptide Chemistry, A practical Textbook.
Mikos Bodansky, Springer-Verlag, Berlim.). Por exemplo, o0s
péptidos podem ser sintetizados por técnicas de fase sélida
(Roberge JY et al (1995) Science 269: 202-204), clivados da
resina, e purificados por cromatografia liquida preparativa
de elevado desempenho (p.ex., Creighton (1983) Proteins
Structures And Molecular Principles, WH Freeman and Co,
Nova Iorque, NI). Pode ser alcancada sintese automatizada,
por exemplo, usando o Sintetizador de Péptidos ARI 43 1 A
(Perkin Elmer) de acordo com as instrucdes proporcionadas

pelo fabricante.

0O péptido pode ser alternativamente feito por meios
recombinantes, ou por clivagem de um péptido do fator VIII
seguida por modificacdo de uma ou ambas as extremidades. A
composicdo de um péptido pode ser confirmada por anadlise ou
sequenciacdo de aminodcidos (p.ex., 0 procedimento de

degradacdo de Edman).

Para propdsitos praticos, existem varias outras
caracteristicas que o péptido pode mostrar. Por exemplo, é
importante que o péptido seja suficientemente estével in
vivo para ser terapeuticamente Util. A meia-vida do péptido
in vivo pode ser pelo menos 10 minutos, 30 minutos, 4

horas, ou 24 horas.

O péptido pode também demonstrar boa biodisponibilidade in
vivo. O péptido pode manter uma conformacdo in vivo que
permite que ele se ligue a uma molécula do MHC na

superficie da célula sem impedimento devido.
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EPITOPOS DE PEPTIDO

Numa resposta imune adaptativa, os linfécitos T sdo capazes
de reconhecer epitopos internos de um antigénio de
proteina. As células apresentadoras de antigénio (APC)
absorvem antigénios de proteina e degradam-os em pequenos
fragmentos de péptido. Um péptido pode ligar-se a uma
molécula de <classe I ou II do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) dentro da célula e pode ser
transportado para a superficie da célula. Quando
apresentado a superficie da célula em conjunto com uma
molécula do MHC, o péptido pode ser reconhecido por uma
célula T (através do recetor de células T (TCR)), caso em

que o péptido é um epitopo de células T.

Um epitopo é assim um péptido derivavel de um antigénio que
é capaz de se ligar ao sulco de ligacdo do péptido de uma
molécula de classe I ou II do MHC e ser reconhecido por uma

célula T.

O epitopo minimo é o fragmento mais curto derivavel de um
epitopo, que ¢é capaz de se ligar ao sulco de ligacdo do
péptido de uma molécula de classe I ou II do MHC e ser
reconhecido por uma célula T. Para uma dada regiédo
imunogénica, ¢é tipicamente possivel gerar um “conjunto
aninhado” de péptidos sobrepostos que atuam como epitopos,
todos o0s quais contém o epitopo minimo, mas diferem nas

suas regides flanqueantes.

Pela mesma razdo, €& possivel identificar o epitopo minimo
para uma combinacdo molécula do MHC:célula T particular por
medicdo da resposta a péptidos truncados. Por exemplo, se é
obtida uma resposta ao péptido compreendendo os residuos 1-
15 na biblioteca sobreposta, podem ser usados conjuntos que

sejam truncados em ambas as extremidades (i.e. 1-14, 1-13,
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1-12, etc. e 2-15, 3-15, 4-15, etc.) para identificar o

epitopo minimo.

Apitopos

Os presentes inventores determinaram previamente gue existe
uma ligacdo entre a capacidade de um péptido de se ligar a
uma molécula de classe I ou II do MHC e ser apresentado a
uma célula T sem processamento do antigénio adicional, e a
capacidade do péptido de induzir tolerdncia in vivo (WO
02/16410) . Se um péptido for demasiado longo para se ligar
ao sulco de ligacdo do péptido de uma molécula do MHC sem
processamento adicional (p.ex. encurtamento), ou se ligar
numa conformacdo inapropriada, entdo ndo serd tolerogénico
in vivo. Se, por outro lado, o péptido for de um tamanho e
conformacdo apropriados para se ligar diretamente ao sulco
de ligacdo do péptido do MHC e ser apresentado a uma célula
T, entdo pode-se prever que este péptido seja util para

inducdo da tolerancia.

E assim possivel investigar a capacidade tolerogénica de um
péptido por investigacdo se se consegue ligar a uma
molécula de classe I ou II do MHC e ser apresentado a uma

célula T sem processamento de antigénio adicional in vitro.

O péptido da presente invencdo ¢ um apitopo (epiTOPOS
Independentes do Processamento de Antigénios) na medida em
que é capaz de se ligar a uma molécula de classe II do MHC
e estimular uma resposta de células T especificas do fator
VIII sem processamento de antigénio adicional. Pode ser
previsto que tais apitopos causem tolerdncia ao FVIII,

seguindo o método baseado em regras descrito em W002/16410.

Os péptidos que se ligam a moléculas de classe I do MHC tém

tipicamente 7 a 13, mais usualmente 8 a 10 aminoacidos de
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comprimento. A ligacdo do péptido é estabelecida nas suas
duas extremidades por contactos entre &atomos na cadeia
principal do péptido e locais invariantes no sulco de
ligacdo do péptido de todas as moléculas de classe I do
MHC. Existem locais invariantes em ambas as extremidades do
sulco que se ligam aos terminais amino e carboxi do
péptido. Variacgdes no comprimento do péptido sdo acomodadas
por uma dobra da estrutura principal do péptido,
frequentemente nos residuos de prolina e glicina que

permitem a flexibilidade requerida.

Os péptidos que se ligam a moléculas de classe II do MHC
tém tipicamente entre 8 a 20 aminoédcidos de comprimento,
mais usualmente entre 10 e 17 aminodcidos de comprimento, e
podem ser mais longos (por exemplo, até 40 aminoacidos).
Estes péptidos estdo numa conformacdo estendida ao longo do
sulco de ligacgdo do péptido II do MHC que (ao contrario do
sulco de ligacdo do péptido de classe I do MHC) estéd aberto
em ambas as extremidades. O péptido é mantido em posicédo
principalmente por contactos de adtomos da cadeia principal

com residuos conservados que delineiam o sulco de ligacédo

do péptido.

APIPS

S&ao conhecidos varios sistemas de apresentacéao
independentes do processamento de antigénio (APIPS),
incluindo:

a) APC fixas (com ou sem anticorpos para CD28);
b) Membranas lipidicas contendo moléculas de Classe I ou
II do MHC (com ou sem anticorpos para CD28); e
c) MHC natural ou recombinante purificado na forma ligada

a placa (com ou sem anticorpos para CD28).
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Todos estes sistemas sdo capazes de apresentar antigénio em
conjunto com uma molécula do MHC, mas sdo 1incapazes de
processar antigénio. Em todos estes sistemas, a funcdo de
processamento estd ou ausente ou danificada. Isto torna
possivel investigar se um péptido se consegue ligar a uma
molécula de classe I ou II do MHC e ser apresentado a uma

célula T sem processamento de antigénio adicional.

O uso de APC fixas para investigar respostas de células T é
bem conhecido na técnica, por exemplo em estudos para
investigar o epitopo minimo dentro de um polipéptido, por
medicdo da resposta a péptidos truncados (Fairchild et al
(1996) Int. Immunol. 8:1035-1043). As APC podem ser fixas
usando, por exemplo, formaldeido (usualmente

paraformaldeido) ou glutaraldeido.

Podem ser preparadas membranas lipidicas (que podem ser
membranas planares ou lipossomas) usando lipidos
artificiais ou podem ser fracdes da membrana

planar/microssomal das APC.

Em uso, os APIPs podem ser aplicados aos pocos de uma placa
de cultura de tecidos. Antigénios do péptido s&o depois
adicionados e a ligacdo do péptido a porcdo do MHC do APIPS
é detetada por adicdo de 1linhas ou clones de células T
selecionados. A ativacdo da linha ou clone de células T
pode ser medida por qualquer um dos métodos conhecidos na
técnica, por exemplo através de incorporacdo de °“H-timidina

ou secrecdo de citocinas.
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Fator VIII

O péptido da invencédo é derivavel do fator VIII.

O fator VIII participa na via intrinseca da coagulacdo do
sangue; o fator VIII ¢é um cofator do fator IXa que, na
presenca de ca’t e fosfolipidos, converte o fator X na

forma ativada Xa.

o) gene do fator VIII produz dois transcritos
alternativamente processados. A variante de transcrito 1
codifica uma grande glicoproteina, isoforma a, que circula
no plasma e se associa ao fator de wvon Willebrand num
complexo ndo covalente. Esta proteina sofre multiplos
eventos de clivagem. A variante de transcrito 2 codifica
uma pequena proteina putativa, isoforma b, que consiste
principalmente no dominio de ligacdo de fosfolipido do
fator VIIIc. Este dominio de ligacdo ¢é essencial para a

atividade coagulante.

A sequéncia de 186.000 pares de bases completa do gene do
fator VIII humano foi elucidada em meados de 1980s
(Gitschier et al (1984) Nature 312 326-330). A0 mesmo
tempo, clones de ADN codificando a sequéncia de 2351
aminodcidos completa foram usados para produzir fator VIII
biologicamente ativo em células de mamifero cultivadas
(Wood et al (1984) Nature 312:330-337). A sequéncia de
2.351 aminoacidos completa para o fator VIII humano é dada

em SEQ ID No. 1.

Tolerdncia

Os epitopos de células T desempenham um papel central na
resposta imune adaptativa a qualquer antigénio, quer
préprio ou estranho. O papel central desempenhado por

epitopos de células T em doencas de hipersensibilidade (que



16

incluem alergia, doencas autoimunes e rejeicédo de
transplante) tem sido demonstrado através do uso de modelos
experimentais. E possivel induzir doencas inflamatérias ou
alérgicas por injecdo de péptidos sintéticos (com base na
estrutura de epitopos de células T) em combinacdo com

adjuvante.

Em contraste, tém-se mostrado ser possivel induzir
tolerdancia 1imunoldégica em relacdo a certos antigénios
particulares por administracdo de epitopos de péptido na
forma soltvel. A administracdo de antigénios de péptido
sollveis tem sido demonstrada como um meio eficaz de inibir
doenca na encefalomielite autoimune experimental (EAE - um
modelo para a esclerose mualtipla (MS)) (Metzler e Wraith
(1993) Int. Immunol. 5:1159-1165; Liu e Wraith (1995) Int.
Immunol. 7:1255-1263; Anderton e Wraith (1998) FEur. J.
Immunol. 28:1251-1261); e modelos experimentais de artrite,
diabetes, e uveoretinite (revistos em Anderton e Wraith
(1998) como acima). Isto tem sido também demonstrado como
um meio de tratamento de uma doenca persistente em EAE

(Anderton e Wraith (1998) como acima).

A tolerédncia ¢ a falha em responder a um antigénio. A
tolerdncia a antigénios proéprios ¢é uma caracteristica
essencial do sistema imune, quando 1isto é perdido, pode
resultar doeng¢a autoimune. O sistema imune adaptativo tem
de manter a capacidade de responder a uma enorme variedade
de agentes infeciosos enquanto evita atagque autoimune dos
antigénios ©préprios contidos dentro dos seus prdprios
tecidos. Isto é controlado em larga medida pela
sensibilidade de linfdécitos T imaturos a morte apoptdtica
de células no timo (tolerédncia central). No entanto, nem
todos o0s antigénios préprios sdo detetados no timo, logo a
morte de timbécitos autorreativos permanece incompleta.

Existem assim também mecanismos pelos quais a tolerdncia
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pode ser adquirida por linfdécitos T autorreativos maduros
nos tecidos periféricos (tolerédncia periférica). Uma
revisdo dos mecanismos de tolerdncia central e periférica é
dada em Anderton et al (1999) (Immunological Reviews

169:123-137) .

Na hemofilia A, os pacientes tém um defeito no gene do
fator VIII. 1Isto significa que o fator VIII ndo &
reconhecido como um antigénio “prdéprio” pelo sistema imune.
Quando o fator VIII ¢ administrado durante a terapia de
substituicdo do fator de coagulacédo, portanto, é gerada uma
resposta aloimune a proteina estranha, levando a producgédo

de anticorpos inibidores do FVIII.

0O péptido da presente invencdo ¢é capaz de induzir
tolerédncia ao fator VIII tal que, gquando o FVIII &
administrado terapeuticamente, ndo induz uma resposta imune

e ndo se desenvolvem inibidores do FVIII.

A hemofilia adquirida ¢ wuma doenca autoimune na gqual a
tolerdncia ao fator VIII n&do funciona. Neste caso, ©
péptido da presente invencdo pode ser administrado para
reinstalar a tolerédncia a esta proteina prépria e cercear a

resposta imune patogénica.

A tolerédncia pode resultar da ou ser caracterizada pela
inducdo de anergia em pelo menos uma porcdo de células T
CD4+. De modo a ativar uma célula T, um péptido tem de se
associar a uma APC “profissional” capaz de distribuir dois
sinais as células T. O primeiro sinal (sinal 1) ¢é
distribuido pelo complexo MHC-péptido na superficie da
célula da APC e é recebido pela célula T através do TCR. O
segundo sinal (sinal 2) ¢é distribuido por moléculas
coestimuladoras na superficie da célula da APC, tais como

CD80 e CD86, e recebido por CD28 na superficie da célula T.
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Pensa-se que quando uma célula T recebe o sinal 1 na
auséncia do sinal 2, ndo ¢é ativada e, de facto, se torna
anérgica. As células T anérgicas s&o refratdrias a desafio
com antigénio subsequente, e podem ser capazes de suprimir
outras respostas imunes. Pensa-se que as células T
anérgicas estdo envolvidas na mediacdo da tolerédncia de

células T.

Sem desejar estar limitado pela teoria, os presentes
inventores preveem que péptidos gque reguerem processamento
antes de serem apresentados em conjunto com moléculas do
MHC n&o induzem toleréncia porque eles tém de ser lidados
por células apresentadoras de antigénio maduras. Células
apresentadoras de antigénio maduras (tais como macrdéfagos,
células B e células dendriticas) s&o capazes de
processamento de antigénio, mas também de distribuicdo de
ambos os sinais 1 e 2 a uma célula T, levando a ativacdo de
células T. Os apitopos, por outro lado, serdo capazes de se
ligar a classe II do MHC em APC imaturas. Assim sendo, eles
serdo apresentados a células T sem coestimulacdo, levando a

anergia e tolerédncia de células T.

Obviamente, os apitopos serdo também capazes de se ligar a
moléculas do MHC na superficie da célula de APC imaturas.
No entanto, o sistema imune contém uma maior abundédncia de
APC imaturas do gque maduras (foi sugerido gue menos do que
10% das células dendriticas sdo ativadas, Summers et al.
(2001) Am. J. Pathol. 159: 285-295). A posicdo padrdo de um
apitopo serd& portanto anergia/toleréncia, em vez de

ativacéao.

A inducdo de tolerédncia ao FVIII pode ser monitorizada in

vivo olhando para uma reducdo no nivel de:
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(1) Anticorpos inibidores do FVIII
(i) Células T CD4+ especificas para FVIII
(iii) Células B capazes de secretar anticorpos

inibidores do FVIII

por técnicas conhecidas na técnica.

Mostrou-se que, quando a tolerdncia ¢é induzida ©por
administracdo de péptidos, a capacidade de células T CD4+
especificas de antigénio em proliferarem ¢é reduzida.
Igualmente, a producdo de IL-2, IFN-y e IL-4 por estas
células ¢ regulada por baixo, mas a producdo de IL-10 é
aumentada. Mostrou-se gque a neutralizacdo de IL-10 em
camundongos num estado de tolerédncia induzida por péptidos
restaura completamente a suscetibilidade & doenca. Foi
proposto que uma populacdo de células reguladoras persiste
no estado tolerante gue produzem IL-10 e medeiam regulacédo

imune (Burkhart et al (1999) Int. Immunol. 11:1625-1634).

A inducéo da tolerdncia pode portanto também  ser

monitorizada por vArias técnicas incluindo:

(a) a inducdo de anergia em células T CD4+ (que pode

ser detetada por desafio subsequente com FVIII in vitro):;

(b) mudancgas na populacéao de células T CD4+,
incluindo:
(1) reducdo na proliferacéo;

(ii) regulacdo por baixo na producgdo de IL-2, IFN-vy e
IL-4; e

(iii) aumento na producdo de IL-10.

Como usado aqui, o termo “tolerogénico” significa capaz de

induzir tolerdncia.
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Composicédo
A presente invencdo também se relaciona com uma composicéo,
tal como uma composicdo farmacéutica compreendendo um

péptido de acordo com a invencéo.

A composicdo pode compreender uma pluralidade de péptidos,
por exemplo, dois, trés, quatro, cinco ou seis péptidos da

invencédo.

A composicdo da presente invencdo pode ser para uso

profilatico ou terapéutico.

Quando administrada para uso profildtico, a composicdo pode
reduzir ou prevenir a geracdo de uma resposta imune ao
FVIII. O nivel de resposta imune é menor do que teria sido
obtido no paciente ndo tratado com a composicdo. O termo
“reduzir” indica que ¢é observada uma reducdo parcial na
resposta imune, tal como uma reducdo de 50%, 70%, 80% ou
90% na resposta que teria sido observada no paciente né&o
tratado com a composicdo (ou na resposta observada num
paciente nédo tratado ao longo do mesmo periodo de tempo). O
termo “prevenir” indica gque ndo ¢é observada nenhuma

resposta imune aprecidvel ao FVIII.

Quando administrada para uso terapéutico, a composicdo pode
suprimir uma resposta imune j& em curso ao EFVIII. O termo
“suprimir” indica uma reducdo no nivel de resposta imune em
curso, comparado com © nivel antes de tratamento de
péptido, ou o nivel gue teria sido observado no mesmo

momento se o tratamento ndo tivesse sido dado.

O tratamento com a composicdo da presente invencdo pode
causar uma reducdo nos niveis de gqualquer um ou todos os

seguintes:
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(1) Anticorpos inibidores do FVIII

(i) Células T CD4+ especificas para FVIII

(iii) Células B secretando anticorpos inibidores do
FVIIT.

A detecdo de todos estes fatores pode ser levada a cabo por

técnicas conhecidas na técnica, tais como ELISA, FACS, etc.

O tratamento com a composicdo da presente invencdo pode
também ou alternativamente causar anergia em células T CD4+
especificas para FVIII. A anergia pode ser detetada por por

exemplo desafio subsequente com FVIII in vitro.

E importante ter em conta gque nem todas as respostas imunes
a FVIII sdo patogénicas. Anticorpos anti-FVIII nao
inibidores podem ser encontrados em pacientes com hemofilia
sem inibidores (Moreau et al (2000) Blood 95:3435-41) e em
aproximadamente 15% de dadores de sangue saudaveis (Algiman

et al (1992) 89:3795-9).

Inibidores do FVIII podem ser detetados pela modificacédo de
Nijmegen do ensaio de coagulacdo de Bethesda, no qual é
usada a capacidade do plasma do paciente de inativar FVIII
em plasma normal. Uma unidade Bethesda ¢ definida como a
quantidade de anticorpo que neutraliza 50% de atividade de
FVIII no plasma, e titulos de 0,6 BU ou maiores sugerem a

presenca de anticorpo.

Os inibidores sdo geralmente classificados como Dbaixo

titulo se o nivel for <5 BU e elevado titulo se 2 5 BU.

O nivel de anticorpos inibidores do FVIII circulantes pode
ser reduzido para 90%, 75%, 50%, 20%, 10%, 5% do nivel de
anticorpos que teria sido observado se o paciente né&o

tivesse recebido tratamento.
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0O nivel de anticorpos inibidores do FVIII circulantes pode

ser reduzido para 5, 4, 3, 2, 1 ou 0,5 BU.

Os péptidos e composicdo da invencdo podem aumentar a
quantidade ou proporcéao de FVIIT terapeuticamente
administrado que estd disponivel para auxiliar a coagulacéo
num paciente. Isto é devido a reducdo nos inibidores do
FVIII que podem eficazmente evitar gque uma proporcdo do
FVIITI exerca a sua funcdo terapéutica. O péptido ou
composicdo da invencdo pode aumentar a quantidade de FVIII

disponivel por, por exemplo, 10%, 25%, 50%, 75% ou 100%.

Os péptidos e composicdo da invencdo podem assim reduzir a
quantidade de FVIII gue necessita de ser administrada para

auxiliar a coagulacdo num paciente.

Formulagado

A composicdo pode ser preparada como um injetéavel, ou como
solucdo liquida ou suspensédo; pode ser também preparada
forma sélida adequada para solucdo em, ou suspensdo em,
liquido antes de injecdo. A preparacdo pode ser também
emulsificada, ou os péptidos encapsulados em lipossomas. Os
ingredientes ativos podem ser misturados com excipientes
que sejam farmaceuticamente aceitéveis e compativeis com o

ingrediente ativo. Excipientes adequados sdo, por exemplo,

agua, salino (por exemplo, tampdo fosfato salino),
dextrose, glicerol, etanol, ou similares e suas
combinacbes.

Adicionalmente, se desejado, a composicdo pode conter
quantidades minimas de substéncias auxiliares tais como
agentes molhantes ou emulsificantes e/ou agentes
tamponantes de pH. Sais tamponantes incluem fosfato,
citrato, acetato. Acido cloridrico e/ou hidréxido de sédio

podem ser usados para ajuste do pH. Para estabilizacéo,
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podem ser usados dissacarideos tais como sacarose ou

trehalose.

Se a composicdo compreender uma pluralidade de péptidos, a
razdo relativa dos péptidos pode ser aproximadamente igual.
Alternativamente, as razdes relativas de cada péptido podem
ser alteradas, por exemplo, para focar a resposta
tolerogénica num subconjunto particular de células T
autorreativas ou se se descobrir que um péptido trabalha

melhor do que os outros em tipos de HLA particulares.

Apds formulacdo, a composicdo pode ser incorporada num
recipiente estéril que ¢é depois selado e armazenado a uma
baixa temperatura, por exemplo 4°C, ou pode ser

criodessecado.

Convenientemente, a composicdo ¢é preparada como um pbd
liofilizado (criodessecado) . A liofilizacéo permite
armazenamento a longo prazo numa forma estabilizada.
Procedimentos de liofilizacdo sdo Dbem conhecidos na
técnica, ver por exemplo

http://www.devicelink.com/ivdt/archive/97/01/006.html.

Agentes de volume sdo comummente usados antes da

criodessecacdo, tais como manitol, dextrano ou glicina.

A composicdo pode ser administrada de um modo convencional
tal como pelas rotas oral, intravenosa (onde &gua soltvel),
intramuscular, subcuténea, sublingual, intranasal,
intradérmica ou com supositdério ou implante (p.ex. usando

moléculas de libertacdo lenta).

A composicdo pode ser vantajosamente administrada através

de rotas intranasal, subcutédnea ou intradérmica.
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O péptido e composicdo da invencdo podem ser usados para
tratar um sujeito humano. O sujeito pode ter hemofilia A,
em particular hemofilia A grave. O sujeito pode ser
geneticamente deficiente em FVIII. O sujeito pode ter
hemofilia adquirida. O sujeito pode ter anticorpos anti-

FVIII inibidores.

0O sujeito pode estar a ser submetido ou prestes a ser
submetido a terapia de substituicdo de <coagulante com

FVIIT.

O sujeito pode estar a ser submetido ou prestes a ser

submetido a terapia génica com o gene de FVIII.

0O sujeito pode ter um haplotipo HLA que estd associado a
uma predisposicéo para desenvolver aloanticorpos ou
autoanticorpos anti-FVIII inibidores. 0O sujeito pode
expressar HLA-DR2. Métodos para determinacdo do haplotipo

HLA de um individuo sdo conhecidos na técnica.

Tipicamente, um médico determinard a dosagem real que seré
a mais adequada para um sujeito individuo e variard com a

idade, peso e resposta do paciente particular.

Numa forma de realizacdo particular, pode ser seguido um
protocolo de “aumento da dose”, onde uma pluralidade de
doses ¢é dada ao paciente em concentracgdes crescentes. Uma
tal abordagem foi wusada, por exemplo, para péptidos de
fosfolipase A2 em aplicacdes imunoterapéuticas contra a
alergia do veneno das abelhas (Miller et al (1998) J.
Allergy Clin Immunol. 101:747-754 e Akdis et al (1998) J.
Clin. Invest. 102:98-106).
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Conjuntos

Convenientemente, se a composicao compreender uma
pluralidade de péptidos, eles podem ser administrados em
conjunto, na forma de uma composicdo ou cocktail misto. No
entanto, ©podem existir circunstidncias nas dquais seja
preferencial proporcionar os péptidos separadamente na
forma de um conjunto, ©para administracdo simulténea,

separada, seguencial ou combinada.

O conjunto pode também compreender meios de mistura e/ou
administracédo (por exemplo, um vaporizador para
administracdo intranasal; ou uma seringa e agulha para
dosagem subcutdnea/intradérmica). O conjunto pode também

compreender instrucdes para uso.

A composicdo farmacéutica ou conjunto como descrito aqui

pode ser usado para tratar e/ou prevenir uma doenca.

Em particular, a composicdo/conjunto pode ser usado para

tratar e/ou prevenir a hemofilia A ou hemofilia adgquirida.

Hemofilia A

A  hemofilia A (hemofilia cléssica) é causada pela

deficiéncia do Fator VIII.

A hemofilia A tem uma incidéncia estimada de 1 em 10.000
homens, enquanto se estime que a hemofilia B ocorra num em
40.000 homens. Aproximadamente 1 mulher em 5.000 €& uma
transportadora da hemofilia A, e 1 em 20000 ¢é uma

transportadora da hemofilia B.

A hemofilia é tipicamente dividida em trés classes: grave,
moderada e ligeira, com base no nivel do fator de

coagulacdo no sangue. Na hemofilia grave, existe menos do
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que 1 por cento de fator de coagulacdo normal. O grau de

gravidade tende a ser consistente de geracdo em geracdo.

Contrariamente a crenca popular, cortes e feridas pequenos
ndo constituem usualmente uma ameaca a hemofilicos. Ao
invés, o perigo maior vem de hemorragia espontédnea em
articulacdes e musculos. E mais propenso que isto ocorra
durante anos de réapido crescimento, tipicamente entre as

idades de 5 e 15 anos.

A hemorragia espontdnea repetida nas articulacdes pode
causar artrite, e 0s musculos adjacentes tornam-se
enfraquecidos. A presséo sobre nervos causada pela
acumulacdo de sangue pode resultar em dor, entorpecimento,

e incapacidade tempordria de mover a area afetada.

A hemofilia A é usualmente diagnosticada com um teste ao
sangue para determinar a eficdcia da coagulacdo e para
investigar se o0s niveis de fatores de coagulacdo sé&o

anormais.

0O desenvolvimento de fatores de coagulacdo purificados nos
1970s, isolados de sangue doado, melhorou
significativamente a perspetiva a longo prazo para o0s
hemofilicos. Os hemofilicos ligeiros a moderados podem usar
tratamento com FVIII numa base ad hoc, ao passo que O0S
hemofilicos graves podem requerer tratamento regular,

indefinido.

Previamente foi dado aos pacientes concentrados de fator
VIII agrupados a partir de milhares de doacdes de plasma.
Isto levou a problemas significativos de contaminacdo com
patogénicos virais, particularmente o virus da
imunodeficiéncia humana e os virus da hepatite. Técnicas de

purificacdo de anticorpos monoclonais, inativacdo pelo
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calor, tratamentos com detergentes virucidas tém tornado os

concentrados derivados do plasma relativamente seguros.

A tecnologia de ADN recombinante tem proporcionado agora
uma série de produtos sintéticos, tais como Recombinate™ e
Kogenate™. 0O Kogenate™ ¢é feito usando células do rim de
hamster bebé expressando fator VIII humano. O fator
resultante ¢é altamente purificado, eliminando qualquer

possibilidade de transmissdo de virus do plasma.

O péptido ou composicdo da presente invencdo pode ser
administrado antes da e/ou durante a terapia de

substituicdo do fator VIII.

A hemofilia A é um alvo de doenca ideal para terapia génica
uma vez que i) é causada por uma mutac¢do num Unico gene
identificado, ii) um aumento ligeiro nos niveis do fator de
coagulacdo 1in vivo pode converter a hemofilia grave em
doenca mais ligeira, e 1ii) as terapias de substituicédo
correntes sdo consideradas subdétimas. Igualmente existe uma
ampla gama de seguranca se existir uma “ultrapassagem” do

nivel desejado de atividade de coagulacéo.

Infelizmente, até a data, a promessa de terapia génica como
uma cura para a hemofilia ndo foi cumprida, principalmente
devido as dificuldades na descoberta de um sistema de
distribuicdo de genes que seja suficientemente néo
imunogénico para permitir expressdo a longo prazo do fator

de coagulacéo.

Os péptidos da presente invencdo seriam também adequados
para tolerizacdo de um sujeito antes da terapia génica com
fator VIII e/ou gestdo da formacdo de inibidores do fator

VIII num pacientes apdbds terapia génica.
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Hemofilia adquirida

A hemofilia adgquirida ¢ caracterizada pela presenca de
inibidores de autoanticorpos contra FVIII em individuos com
coagulacdo previamente normal. E uma condicdo rara, com uma
incidéncia estimada de 1-3 por milhdo de populacdo por ano.
A taxa de mortalidade associada a inibidores de
autoanticorpos adquiridos aproxima-se de 25% versus o risco
de morte substancialmente mais baixo naqueles com

aloanticorpos.

Comparada com pacientes com inibidores de alocanticorpos, a

hemofilia adgquirida é caracterizada por: (1) um padrédo de
hemorragia mais grave; (2) 1incidéncia mais elevada na
populacdo mais velha; (3) ocorréncia em conjunto com

doencas autoimunes subjacentes identificéveis, malignidades
linfoproliferativas ou de tumor sdélido, gravidez, e uso de
certos antibidticos tais como penicilina e sulfonamidas em
aproximadamente 50% dos casos; e (4) atividade inibidora in
vitro que segue um padrdo farmacocinético do tipo II com
neutralizacédo incompleta da atividade do fator de
coagulacdo alvo pelo autoanticorpo, resultando tipicamente
em niveis de fator VIII residuais variando entre 2%-18% no

plasma do paciente.

O péptido ou composicdo da presente invencdo pode ser
administrado a um paciente com hemofilia adquirida, ou a um
paciente que se acredita estar em risco de desenvolver

hemofilia adgquirida devido a, por exemplo:

i) tratamento iminente com, por exemplo, penicilina ou

uma sulfonamida

ii) progresso de um tumor ou outra malignidade

iii) gravidez iminente ou inicial.
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A invencdo serd agora adicionalmente descrita a titulo de
Exemplos, gque se destinam a servir para auxiliar um de
pericia vulgar na técnica na realizacdo da invencdo e néo
se destinam de qualquer modo a limitar o éambito da

invencé&o.

Exemplos (Os exemplos 1 a 10 sdo somente para referéncia)

Exemplo 1: Selecdo de péptidos do Fator VIII HLA-DR2

Uma série de péptidos 1bmero do FDVIII foi comparada usando

trés algoritmos de ligacdo HLA-DR:

SYFPEITHI (http://www.syfpeithi.de/home.htm)
ProPred (http://www.imtech.res.in/raghava/propred/) e
IEDB (http://www.immuneepitope.org/home.do).

Foram selecionados péptidos que se previu que eram ligantes
a HLA-DR2 por mais do que um dos programas e foram
designadas sequéncias flangqueantes para 0s residuos

nucleares previstos (tabela 2).
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TABELA 2

No. de § Primeiro AA % Sequéncia em cédigo de Também referido

Péptido § do FVIII % aminoacidos unico aqui como:
i S—— i —— e ——
?5mmmmmmmmmm?a56émmmmmmmmmmgféﬁiﬁggfﬁiggvfﬁ ........................................ féfﬁﬁ ......................................
3 éle4 tSLYISQFIIMYSLDG SLYIS
4 STer T PPTTARYTRLHPTHY PPIIA
ﬁg ................................. 5gIémmmmmmmmmquEii&E?igfﬁﬁéé% .......................................... e
?gmmmmmmmmmgéga ..................................... e e—————
7 5322 LGOFLLFCHISSHQH LGQOFL
8 5478 DTLLIIFKNQASRPY ‘DTLLI
PR S— pr e
?16mmmmmmmmm?g6;mmmmmmmmmmmnEEﬁEéﬁgﬂgﬁﬁgavé ........................................ fﬁﬁfé .......................................
ll 51788 DNIMVTFRNQASRPY DNIMV
122322 RvimmmposwvEOIA | RYLRT

Exemplo 2: Investigacdo da resposta de células restritas a

HLA-DR2 de camundongos imunizados com fator VIII aos

péptidos

Camundongos transgénicos HLA-DR2 foram imunizados com fator

VIII humano em adjuvante. Células de linfonodos drenantes
foram recolhidas e reestimuladas in vitro com diferentes
concentracdes dos 12 péptidos da tabela 2. 0Os resultados

sdo mostrados na Figura 1.

As células restritas a HLA-DR2 dos camundongos imunizados
com fator VIII responderam claramente fortemente ao péptido
DNIMV (1° aminocdcido 1788). Existiram também respostas aos

péptidos PRCLT (545) e PPIIA (2161).
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Exemplo 3: Investigacdo da resposta de células T de

camundongos HLA-DR2 aos péptidos

Camundongos HLA-DR2 foram primeiramente imunizados com
fator VIII em adjuvante. Células do baco de camundongos
imunes foram reestimuladas in vitro com fator VIII e os
linfoblastos resultantes foram fundidos com o timoma BW5147

usando polietileno glicol.

Hibridomas de células T foram selecionados em meio HAT e os
hibridomas clonados e testados quanto a sua resposta ao
fator VIII. Os hibridomas foram depois rastreados guanto a
sua resposta aos 12 péptidos previstos. Dos 27 hibridomas
rastreados, 11 responderam a DNIMV, 3 a PRCLT e 3 a PPIIA,
embora a resposta a PPIIA tivesse sido mais fraca e menos
especifica. A resposta dos dois hibridomas especificos para

DNIMV e PRCLT é mostrada na Figura 2.

Exemplo 4 - Investigacdo da resposta de células de

linfonodos de camundongos FVIII-DR2+ aos péptidos

Camundongos transgénicos HLA-DR2 foram cruzados com
camundongos deficientes em fator VIII para criar um modelo
de hemofilia expressando a molécula de classe II do MHC HLA

humana.

Estes animais FVIII-DR2+ foram imunizados com fator VIII em
adjuvante. Linfonodos drenantes foram isolados e testados
quanto a sua resposta ao painel de péptidos. Como mostrado
na Figura 3, estas células responderam bem a PRCLT e DNIMV.
Existiu uma fraca resposta a GTLMV e resposta significativa

a RYLRI.
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Exemplo 5 - Investigacdo da resposta de células T de

camundongos HLA-DR2 aos péptidos

Camundongos deficientes em fator VIII expressando HLA-DR2
foram imunizados com fator VIII em adjuvante. As células do
baco de camundongos imunizados foram reestimuladas in vitro
com fator VIII e os linfoblastos resultantes foram fundidos
com BW5147, como descrito acima. Os hibridomas de células T
foram rastreados quanto a sua resposta aos 12 péptidos
previstos. Mais uma vez, a maioria dos hibridomas respondeu
aos péptidos DNIMV e PRCLT. Dos 19 hibridomas especificos
para o fator VIII, 10 responderam a DNIMV, 6 a PRCLT, 1 a
PPITA, 1 a SLYIS e 1 a DTLLI. Exemplos de respostas por

estes hibridomas s&do mostrados na Figura 4.

Com base nestas experiéncias, ¢ evidente que dois péptidos
DNIMV (primeiro aminodcido numero 1788) e PRCLT (primeiro
aminodcido 545) constituem os epitopos de células T
imunodominantes na resposta de células T restritas a HLA-

DR2 ao fator VIII humano.

Exemplo 6 - DNIMV e PRCLT comportam-se como apitopos

De modo a ser um apitopo, um péptido tem de ser capaz de se
ligar a wuma molécula de <classe I ou II do MHC sem
processamento de antigénio adicional (i.e. encurtamento) e
ser apresentado a uma célula T. No presente caso, foi
investigada a capacidade dos péptidos em serem apresentados

por APC fixas.

Células Mgar foram ou frescas ou fixas com paraformaldeido
a 1%. 0s clones foram testados quanto a especificidade
antigénica por cultura de 100 upL de células do hibridoma
com 5x10% células Mgar na presenca e auséncia de rhFVIII a
20 npg/mL ou epitopos de péptido durante a noite. Os

sobrenadantes foram depois recolhidos e avaliados quanto a
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producdo de IL-2 por ELISA. O facto de que rhEVIII tem de
ser apresentado por células Mgar vivas demonstra que a
proteina intacta requer processamento de antigénio para ser
apresentada. Os péptidos DNIMV e PRCLT, por outro lado, sé&o
apresentados por células Mgar vivas e fixas indicando que

estes péptidos funcionam como apitopos (Figura 5).

Exemplo 7 - Determinacdo da gama de epitopos de péptido

capazes de funcionar como apitopos

A gama de epitopos de péptido capazes de funcionar como
apitopos nas sequéncias rodeando DNIMV, PRCLT e os outros
péptidos foi identificada por preparacdo de painéis de
péptidos sobrepostos (mostrado nas paginas 41-43) e
rastreio destes usando os hibridomas de células T usando ©

mesmo método como no Exemplo 5 (Figura 7).

Exemplo 8 - DNIMV e PRCLT induzem tolerdncia a proteina do

fator VIII inteira

Camundongos transgénicos HLA-DR2 foram tratados com
qualgquer um dos dois péptidos soluveis, ou PBS como um
controlo, antes de imunizacdo com fator VIII em adjuvante.
Linfonodos drenantes foram isolados e as células
reestimuladas in vitro com proteina do fator VIII de modo a
avaliar o estado imune dos camundongos. Como mostrado na
Figura 6, o tratamento dos camundongos com DNIMV ou PRCLT
levou a uma supressdo substancial da resposta imune ao

fator VIII.

Exemplo 9 - Investigacdo de se DNIMV e PRCLT sdo capazes de

induzir tolerdncia no camundongo nocaute no fator VIII

Sabia-se do Exemplo 8 que estes dois péptidos sdo capazes
de prevenir a resposta imune ao fator VIII em camundongos
expressando fator VIII enddgeno. A experiéncia foi repetida

com animais FVIII-DR2+ para determinar se estes péptidos
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também preveniam a resposta imune ao fator VIII em

camundongos deficientes em fator VIII.

Exemplo 10 — Investigacdo de se DNIMV e PRCLT em combinag¢do

sdo capazes de induzir tolerdncia no camundongo nocaute no

fator VIII

Os péptidos que se mostrou que reduziam individualmente a
resposta imune ao fator VIII no camundongo deficiente em
fator VIII no Exemplo 9 foram combinados. Como mostrado na
Figura 8, o tratamento de camundongos com DNIMV e PRCLT
levou a uma supressdo substancial da resposta imune ao
fator VIII, como mostrado pela diminuicdo na producdo de
IFN-gama. IFN-gama ¢ a principal linfocina de mudanca de
classes requerida para neutralizacdo de anticorpos no
camundongo. O efeito demonstrado foi maior do que aquele

observado usando qualgquer um dos péptidos sozinhos.

Exemplo 11l: A inducdo de tolerdncia usando um péptido

modificado

O péptido DNIMV ¢& parcialmente, mas ndo completamente,
soltuvel. De modo a melhorar a solubilidade do péptido, foi
desenhada uma versdo modificada com a seguinte sequéncia:

EDNIMVTEFRNQASR.

Esta ¢é prolongada no terminal N para se adicionar um
residuo hidrofilico <carregado. E  também truncada no
terminal C para remover o0s residuos prolina e tirosina.
Além do mais, por colocacdo de aminodcidos positivamente e
negativamente carregados em qgualquer uma das extremidades
do péptido, ¢é criado um dipolo elétrico que se diz gue

aumenta a solubilidade.

0O péptido modificado ¢é mais soltivel do gque DNIMV e

suficientemente soltvel para permitir distribuicéao
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intranasal do péptido. De modo a avaliar a inducédo de
tolerancia usando este epitopo de péptido, camundongos
deficientes em FVIII foram tomados e semitratados com o
péptido EDNIMV modificado (referidos como “tolerizados” na
Figura 9). Os camundongos foram depois imunizados com DNIMV
em CFA e, 10 dias mais tarde, os linfonodos drenantes foram
recolhidos e estimulados in vitro com DNIMV ou EDNIMV. A
Figura 9 mostra os resultados para respostas de camundongos
ingénuos ou tolerizados estimulados com DNIMV ou EDNIMV in

vitro.

Os resultados demonstram que EDNIMV é capaz de se recordar
de uma resposta imune de camundongos imunizados com DNIMV.
Além do mais, demonstram muito claramente que camundongos
tolerizados com EDNIMV falham em montar uma resposta imune
a DNIMV in vivo como revelado pela falta de resposta a

DNIMV ou EDNIMV in vitro apds imunizacdo com DNIMV em CFA.

Exemplo 12: EDNIMV induz tolerdncia a proteina do fator

VIII inteira

A experiéncia descrita no Exemplo 8 ¢€ repetida para o
péptido modificado EDNIMV para demonstrar que EDNIMV &
capaz de suprimir a resposta imune a proteina do fator VIII

inteira.

Métodos

(1) Respostas de recordagcdo ©para camundongos DR2+
imunizados com rhFVIII

Camundongos nulos em classe II do MHC de murino HLA-DR2+
foram imunizados com 40 upg de <rhFVIII emulsificado em
Adjuvante de Freund Completo suplementado com 400 upg de
M. tuberculosis H37Ra morta pelo calor, subcutaneamente na
base da <cauda. 10 dias depois, o0s camundongos foram

sacrificados e 0s linfonodos drenantes removidos.
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Suspensdes de célula Unica foram preparadas e os linfécitos
incubados a 4-5x10° células por poco em placas com fundo
redondo com 96 pocos durante 72 horas com as concentracdes
indicadas de péptido ou antigénios de controlo antes de
pulsagem com timidina tritiada a 0,5 upCi/poc¢o durante 16
horas adicionais. As placas foram depois congeladas antes
de as células serem recolhidas em esteiras de filtro de
vidro e a incorporacdo radiocativa medida wusando um (-

contador de cintilacédo liquida.

(ii) Especificidade de péptido FVIII de hibridomas de
células T gerados a partir de camundongos DR2+

Camundongos nulos em classe II do MHC de murino HLA-DR2+
foram imunizados como acima. Ao dia 10, os 1linfonodos
drenantes foram removidos e os linfécitos cultivados a
2,5x10° células/mL, 1 mL/poco em placas com 24 pocos na
presenca de 20 rhFVIII a pg/mL durante 3 dias. Apbds esta
estimulacdo, os linfécitos foram recuperados, lavados e
fundidos com células parceiras de fusdo TCRa B~ BW a uma
razdo de 4 células BW em relacdo a 1 linfdécito, usando
polietileno glicol como descrito por Nelson et al (1980)
PNAS 77(5):2866. As células fundidas foram cuidadosamente
lavadas e depois plaqueadas em placas com fundo redondo com
96 pocos durante 2 dias antes da adicdo de meio HAT para
selecionar hibridomas das células T. As células foram
monitorizadas gquanto ao crescimento e, aproximadamente 10
dias apdés as fusdes terem sido realizadas, clones
individuais foram selecionados e transferidos para placas
com 24 pocos em meio HAT. Os clones foram mantidos em meio
HAT durante pelo menos 2 semanas antes de serem desmamados
em meio HT e depois meio completo. Os clones foram testados
quanto a especificidade antigénica por cultivo de 100 pL de
células de hibridoma com 5x10° células Mgar na presenca e

auséncia de <rhFVIII a 20 pg/mL durante a noite. Os
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sobrenadantes foram depois recolhidos e avaliados gquanto a
producdo de IL-2 por ELISA, com clones produzindo IL-2 em
resposta a rhFVIII sendo considerados positivos quanto a
especificidade de FVIII. Para investigar o repertdrio de
péptidos FVIII previstos, clones especificos para FVIII
foram testados novamente quanto a producdo de IL-2, apbds
incubacdo durante a noite com 20 pg/mL de cada um dos 12

péptidos.

(iii) Respostas de recordagdo para camundongos FVIII-/-
imunizados com rhFVIII

Foi seguido o mesmo método como para (i), exceto gque os
camundongos eram deficientes em FVIII, HLA-DR2+ e nulos em

classe II do MHC de murino.

(iv) Especificidade de péptido FVIII de hibridomas de
células T gerados a partir de camundongos FVIII-/-
Foi seguido o mesmo método como para (ii), exceto que oS

camundongos eram deficientes em FVIII e HLA-DR2+.

(v) Tolerizacdo de respostas especificas para FVIII em
camundongos DR2+ por pré-tratamento com péptidos FVIII

imunodominantes

Camundongos nulos em classe II do MHC de murino HLA-DR2+
foram tratados 3 vezes com 100 ng de DNIMV, PRCLT ou PPIIA
dissolvidos em PBS, ou o volume equivalente de PBS sozinho.
Os péptidos foram administrados intraperitonealmente, com
3-4 dias entre cada dose. Apbdés a administracdo final, os
camundongos foram imunizados com rhFVIII emulsificado em
adjuvante de Freund completo como para (i). 10 dias mais
tarde, os linfonodos drenantes foram recuperados € 0S
linfécitos subsequentemente cultivados in vitro com

rhFVIII, ou cada um dos péptidos tolerizantes bem como
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antigénios de controlo, durante 72 horas antes da adicdo de

timidina tritiada como para (i).

(vi) Tolerizagdo de respostas especificas para FVIII em
camundongos DR2+ por pré-tratamento com uma combinagdo de
péptidos FVIII imunodominantes

Camundongos nulos em classe II do MHC de murino HLA-DR2+
foram tratados 3 vezes com 100 pg de DNIMV, PRCLT ou uma
combinacdo de ambos DNIMV e PRCLT dissolvidos em PBS, ou ©
volume equivalente de PBS sozinho. O0Os péptidos foram
administrados intraperitonealmente, ao longo de 8 dias.
Apds a administracdo final, os camundongos foram imunizados
com rhFVIII emulsificado em adjuvante de Freund completo
como para (i). 10 dias mais tarde, os linfonodos drenantes
foram recuperados e os linfécitos subsequentemente
reestimulados in vitro com rhFVIII. Os sobrenadantes foram

depois recolhidos e a IFN-gama foi medida.



SEQ ID No.1

1 magielstcff Iclirfcfsa trryylgave Iswdymqsdl gelpvdarfp prvpksfpfn
61 tsvvykktif veftdhifni akprppwmgl lgptiqaevy dtvvitiknm ashpvsihav
121 gvsywkaseg aeyddqtsqr ekeddkvfpg gshtyvwagvi kengpmasdp Icltysylsh
181 vdlvkdinsg ligallvcre gslakektqt ihkfilifav fdegkswhse tknsimadrd
241 aasarawpkm htvngyvnrs Ipgligchrk svywhvigmg ttpevhsifl eghtflvinh
301 rgasleispi tfitagtlim digafiifch isshghdgme ayvkvdscpe epgirmknne
361 eaedydddit dsemdvvrfd ddnspsfigi rsvakkhpkt wvhyiaaeee dwdyapivia
421 pddrsyksqy Inngpgrigr kykkvrfmay tdetfktrea ighesgilgp llygevgdtl
481 tliifkngasr pyniyphgit dvrplysrrl pkgvkhikdf pilpgeifky kwtvtvedgp
541 tksdprcltr yyssfvnmer dlasgligp! licykesvdq rgnqimsdkr nvilfsvide
601 nrswylteni gqrilpnpagv gledpefgas nimhsingyv fdslglsvcl hevaywyils
661 igaqtdfisv ffsgytfkhk mvyedtitif pfsgetvfms menpglwilg chnsdfrnrg
721 mtallkvssc dkntgdyyed syedisayll sknnaieprs fsqnsrhpst rgkgfnatti
781 pendiektdp wfahrtpmpk ignvsssdll miirgsptph glsisdigea kyetfsddps
841 pgaidsnnsl semthfrpgl hhisgdmvftp esglglrine kigttaatel kkldfkvsst
901 snniistips dnlaagtdnt ssigppsmpv hydsqlditl fgkkssplte sggpisisee
961 nndskllesg Imnsqesswg knvsstesgr Ifkgkrahgp alltkdnalf kvsislliktn
1021 ktsnnsatnr kthidgpsll ienspsvwan ilesdtefkk vitplihdrm| mdknatalrt
1081 nhmsnktitss knmemvqgkk egpippdaqn pdmsffkmif Ipesarwigr thgknsinsg
1141 qgpspkglvs Igpeksvegq nflseknkvv vgkgeftkdv gikemvipss mifltnidn
1201 Ihennthnge kkigeeiekk etliqenvvl pgihtvtgtk nfmknlfils trgnvegsyd
1261 gayapvlqdf rsindstnrt kkhtahfskk geeenleglg ngtkgiveky actirispnt
1321 sqqnfvtgrs kralkafrip leetelekri ivddtstqws knmkhltpst ltgidyneke
1381 kgaitgspls dcltrshsip qanrsplpia kvssfpsirp iyltrvifqd nsshipaasy
1441 rkkdsgvges shflggakkn nislailtle mtgdqrevgs Igtsatnsvt ykkventvip
1501 kpdipktsgk vellpkvhiy gkdifptets ngspghldlv egsliggteg aikwneanrp
1561 gkvpfirvat essaktpskl Idplawdnhy gtqipkeewk sqekspekta fkkkdtilsl
1621 nacesnhaia aineggnkpe ievtwakagr terlcsqnpp vikrhgreit rttigsdgee
1681 idyddtisve mkkedfdiyd edengsprsf gkktrhyfia averlwdygm sssphvirnr
1741 agsgsvpgfk kvvfqeftdg sftgplyrge Inehlgligp yiraevedni mvtfrngasr
1801 pysfysslis yeedgragae prknfvkpne tktyfwkvgh hmaptkdefd ckawayfsdv
1861 dlekdvhsgl igplivchtn tinpahgrqyv tvgefalfft ifdetkswyf tenmerncra
1921 penigmedpt fkenyrfhai ngyimdtlpg lvmaqdqrir wyllsmgsne nihsihfsgh
1981 vftvrkkeey kmalynlypg vfetvemlps kagiwrvecl igehlhagms tiflvysnkc
2041 qtplgmasgh irdfgitasg qygqwapkia rihysgsina wstkepfswi kvdllapmii
2101 hgiktqgarq kfsslyisqgf iimysldgkk wqtyrgnstg timvffgnvd ssgikhnifn
2161 ppiiaryirl hpthysirst Irmewmgcdl nscsmplgme skaisdagit assyftnmfa
2221 twspskarlh Iggrsnawrp gvnnpkewlq vdfgktmkvt gvttggvksl itsmyvkefl
2281 isssqdghqw tiffgngkvk viagnaqdstt pvvnsldppi itrylrihpg swvhaialrm
2341 evigceaqdl y

Painéis de péptidos sobrepostos preparados no Exemplo 7

Conjunto sobreposto para DTLLIIFKNQASRPY
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473-488 YGEVGDTLLIIFKNQ

474-489 GEVGDTLLIIFKNQA

475-490 EVGDTLLIIFKNQAS

476-491 VGDTLLIIFKNQASR

477-492 GDTLLIFKNQASRP

478-493 DTLLIHFKNQASRPY

479-494 TLLIIFKNQASRPYN

480-495 LLIFKNQASRPYNI

481-496 LIIFKNQASRPYNIY
0. 482-497 IIFKNQASRPYNIYP
1. 483-498 IFKNQASRPYNIYPH

Conjunto sobreposto para PRCLTRYYSSFVNME

el i A Sl

—_ O

540-554 PTKSDPRCLTRYYSS

541-555 TKSDPRCLTRYYSSF

542-556 KSDPRCLTRYYSSFV

543-557 SDPRCLTRYYSSFVN

544-558 DPRCLTRYYSSFVNM
545-559 PRCLTRYYSSFVNME
546-560 RCLTRYYSSFVNMER
547-561 CLTRYYSSFVNMERD
548-562 LTRYYSSFVNMERDL
549-563 TRYYSSFVNMERDLA
550-564 RYYSSFVNMERDLAS

Conjunto sobreposto para DNIMVTEFRNQASRPY

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 IMVTFRNQASRPY SF
9.1791-1805 MVTFRNQASRPYSFY
10. 1792-1806 VTFRNQASRPYSFYS
11. 1793-1807 TFRNQASRPYSFYSS

Conjunto sobreposto para SLYISQFIIMYSLDG

1.2109-2123 RQKFSSLYISQFIIM
2.2110-2124 QKFSSLYISQFIIMY
3.2111-2125 KFSSLYISQFIIMYS

40
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4.2112-2126 FSSLYISQFIIMYSL
5.2113-2127 SSLYISQFIIMYSLD
6.2114-2128 SLYISQFIIMY SLDG
7.2115-2129 LYISQFIIMYSLDGK
8.2116-2130 YISQFIIMYSLDGKK
9.2117-2131 ISQFIIMY SLDGKKW
10.2118-2132 SQFIIMYSLDGKKWQ
11.2119-2133 QFIIMY SLDGKKWQT

Conjunto sobreposto para PPIIARYIRLHPTHY

1.2156-2170 HNIFNPPHARYIRL
2.2157-2171 NIFNPPIIARYIRLH
3.2158-2172 IFNPPIIARYIRLHP
4.2159-2173 FNPPIARYIRLHPT
5.2160-2174 NPPIIARYIRLHPTH
6.2161-2175 PPITARYIRLHPTHY
7.2162-2176 PHARYIRLHPTHYS
8.2163-2177 MARYIRLHPTHYSI
9.2164-2178 IARYIRLHPTHY SIR
10. 2165-2179 ARYIRLHPTHYSIRS
11. 2166-2180 RYIRLHPTITYSIRST

Conjunto sobreposto para RYLRIHPQSWVHQIA

1.2317-2331 PPLLTRYLRIHPQSW

2.2318-2332 PLLTRYLRIHPQSWV

3.2319-2333 LLTRYLRIHPQSWVH
4.2320-2334 LTRYLRIHPQSWVHQ
5.2321-2335 TRYLRIHPQSWVHQI
6.2322-2336 RYLRIHPQSWVHQIA
7.2323-2337 YLRIHPQSWVHQIAL
8.2324-2338 LRIHPQSWVHQIALR
9.2325-2339 RIHPQSWVHQIALRM
10. 2326-2340 IHPQSWVHQIALRME
11.2327-2341 HPQSWVHQIALRMEV
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35

Pro.

Lys

Pro

val

val

115

Ala

vVal

Asn

Glu
Ala
20

Met
Arg
Thr
Arg
Tyr
100
Ser
Glu

Phe

Gly

Leu

Thr

Gln

Vval

Leu

Pro

85

Asp

Leu

Tyrx

Pro

Pro
165

Ser

Arg

Ser

Pro

Phe

70

Pro

Thr

Hisg

Asp

Gly
150

Met

Thr

Arg

Asp

Cys

Tyr

Leu

- 40

Lys

55

Val

Trp

Val

Ala

Asp

135

Gly

Ala

Ser

Glu

Met.

Val
Val
120
Gln
Ser

Ser

Phe
Tyr
25

Gly
Phe
Phe
Gly
Ile
105
Gly
Thx

His

Asp

Phe

10

Leu

Glu

Pro

Thr

Leu

90

Thr

Val

Ser

Thr

Pro
170

Leu

Gly

Leu

Phe

Cys
Ala
Pro

Asn

60

Asp
75

Leu
Leu
Sexr
Gln
Tyr
155

Leu

His
Gly
Lys
Tyr
Arg
140

Val

Cys

Leu
Val
Val
45

Thr
Leu
Pro
Asn
Trp
125
Glu
Trp

Leu

Leu
Glu
30

Asp
Ser
Phe
Thr
Met
110
Lys
Lys

Gln

Thr

Arg
15

Leu
Ala
Val
Asn
Ile
95

Ala
Ala
Glu

val

Tyx
175

Phe

Ser

Arg

Val

Ile .

80

Gln

Ser

Ser

Asp

Leu

160

Ser
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Tyr

Gly

Gln

Lys

225

Ala

Val

Tyr

Phe

Leu

305

Asp

Asp

Gln

Leu

Pro

385

Trp

Leu

Leu

Thr

210

Ser

Ala

Asn

Trp

Leu

290

Glu

Leu

Gly

Leu

Thr
370

Ser

Val

Val

Ser

His

180

Leu
195

Leu

Trp

Ser

Arg

Leu

His

His

Ala

Ser

- 260

His

275

Glu

Ile

Gly

Met

Arg

355

Asp

Phe

His

Leu

Val
Gly
Ser
Gln
Glu
340
Met
Ser
Ile
Tyr

Ala
420

val

val

Lys

Ser

Arg

245

Leu

Ile

His

Pro

Phe

325

Ala

Lys

Glu

Gln

Ile

405

Pro

Asp

Cys

Phe

Glu

230

Ala

Pro

Gly

Thr

Ile

310

Leu

Tyr

Asn

Met

Ile

Leu

Arg

Ile

215

Thr

Trp

Gly

Met

Phe

295

Thr

Leu

val

Asn

Asp

375

Arg

390

Ala

Asp

lAla

Asp

Val '

Glu

200

Leu

Lys

Pro

Leu

Gly

280

Leu

Phe

Phe

Lys

Glu

360

val

Ser

Glu

Arg

Lys
185
Gly
Leu
Asn

Lys

Ile

265

Thr
val
Leu
Cys
Val
345
Glu
Val
Val

Glu

Ser
425

Asp

Ser

Phe

_Ser

Met
250
Gly
Thr
Arg
Thr
His
330

Asp

Ala

Arg

Ala

Glu

410

Tyr

Leu
Leu
Ala
Leu
235
His
Cys

Pro

Asn

Ala-

315

Ile

Ser

Glu

Phe

Lys

395

Asp

Lys

Asn

Ala

Ser Gly
190

Lys Glu

205

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

Txp

Ser

K

Phe Asp

Gln Asp

Val Asn

Arg Lys

Lgu
Lys
Glu
Arg
Gly

255

Ser

270 .

Val His

285

Axg Gln

Thr Leu

Ser His

Pro Glu

Ser

Ala

Leu

Gln

335

Glu

350 -

Tyr Asp
365

Asp Asp
His Pro

Asp TYf

Gln Tyr
430

Asp

Asn

'Lys

Ala
415

Leu

Ile

Thr

Gly

Asp

240

Tyr

Val

Ile

Ser

Met

320

His

Pro

Asp

Ser

Thr

400

Pro

Asn
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Asn
Ala
Ser
465
Leu
His
Gly
Lys
Pro
545

Asp

Ser

Asn
Pro
625
Phe

Tyr

Ser

Gly

Tyr

450

Gly

Ile

Gly

Val

Tyr

530

Arg

Leu

Val

Leu

Ile

610

Glu

Asp

Ile

Gly

Pro

435

Thr

Ile

Ile

Ile

Lys

515

Lys

Cys

Ala

Asp

Phe

595

Gln

Phe

Ser

Leu

Tyr
675

Gln

Asp

‘Leu

Phe
Thr

500

His
Trp
Leu
Ser
Gln
580
Ser
Arg
Gln
Lep
Ser

660

Thr

Glu

Gly

Lys

485

Asp

Leu

Thr

Thr

Gly

565

Arg

Val

Phe

Ala

Gln

645

Ile

Phe

Ile

Thr-

Pro
470
Asn
val
Lys
Val
Arg
550
Leu
Gly
Phe
Leu
Ser
630

Leu

Gly

Lys

Gly

Phe

455

Leu

Gln

Arg

Asp

Thr

535

Tyr

Ile

Asn

Asp

Pro

615

Asn

Ser

Ala

His

Arg
440
Lys
Leu
Ala
Pro
Phe
520
Val
Tyx
Gly
Gln
Glu
600
Asn
Ile
val

Gln

Lys
680

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

665

Met

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

Asp

Val

Lys
Giu
Glu
475
Pro
Ser
Leu
Gly
Phe
55§
Leu
Ser
Ser
Gly
Ser
635
His

Phe

Tyr

Lys

Ala

460

Val

Tyr

Arg

Pro

Pro
540

val

Tle

Asp

Trp

Val

620

Ile

Glu

Leu

Glu

Val
445

Ile

Gly

Asn

Arg

Gly
525

‘Thr

Asn

Cys

Lys

Tyr

605

Gln

Asn

Val

Ser

Asp
685

Arg

Gln

Asp

Ile

Leu

510

Glu

Lys

Met

Tyr

Arg

590

Leu

Leu

Gly

Ala

Val

670

Thx

Phe

His

Thr

Tyr

495

Pro

Ile

Ser

Glu

Lys

575

Asn

Thr

Glu

Tyr

Tyr

655

Phe

Leu

Met

Glu

Leu

480

Pro

Lys

Phe

Asp’

Arg

560

Glu

Val

Glu

Asp

Val

640

Trp

Phe

Thr
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Leu

" Gly

705

Met

Tyr

Asn

Ser

Ile

785

Ile

Pro

Glu

Sex

Asp

865.

Lys

val

Leu

Pro

Phe

690

Leu

Thr

Tyr

Asn

Thr

770

Glu

Gln

Thr

Thr

Leu

850

Met

Leu

Ser

Ala

Val
930

Pro

Trp

Ala

Glu

Ala

7155

Arg

Lys

Asn

Pro

Phe

835

Ser

Val

Gly

Ser

Ala

915

His

Phe

Ile

Leu

Asp

740

Ile

Gln

Thr

Val

His

820

Ser

Glu

Phe

Thr

Thr

200

Gly

Tyr

Ser

Leu

Leu

725

Ser

Glu

Lys

Asp

Ser

805

Gly

Asp

Met

Thr

Thr

885

Ser

Thr

Asp

Gly

Gly
710

Lys

Tyr

Pro

Gln

Pro
790

Ser

Leu

Asp

Thr

Pro

870

Ala

Asn

Asp

Ser

Glu
695

Cys
Val
Glu
Arg
Phe

775

Trp

.Ser

Ser

Pro

His

855

Glu

Ala

Asn

Asn

Gln
935

Thr

His

Ser

Asp

Ser

760

Asn

Ehe

Asp

Leu

Ser

840

Phe

Ser

Thr

Leu

Thr

920

Leu

val

Asn

Ser

Ile

745

Phe

Ala

Ala.

Leu

Ser

825

Pro

Arg

Gly

Glu

Ile
905

Ser

Asp

Phe

Ser

Cys

730

Ser

Ser

Thr

His

Leu

810.

Asp

Gly

Pro

Leu

Leu

890

Ser

Ser

Thr

Met

Asp

715

Asp

Ala

Gln

Thr

Arg

795

Met
Leté
Ala
Gln

Gln
875

Lys

Thr

Leu

Thr

Ser
700
Phe
Lys
Tyr
Asn
Iie
780

Thr

Leu

Gln
Ile
Leu
860
Leu
Lys
Ile

Gly

Leu
240

Met

Arg

Asn

Leu

Ser

765

Pro

Pro

Leu

Glu

Asp
845

‘His

Arg

Leu

Pro

Pro

925

Phe

Glu
Asn
Thr
Leu
750
Arg
Glu
Met
Arg
Ala
830
Ser
His
Leu
Asp
Ser
910

Pro

Gly

Asn

Arg
Gly
735
Ser
His
Asn
Pro
Gln
B15
Lys
Asn
Ser
Asn
Phe
835
Asp

Ser

Lys

Pro
Gly
720
Asp
Lys
Pro
Asp
Lys
800
Sér
Tyr
Asn
Gly

Glu
880

Lys’

Asn

Met

Lys
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Ser

945

Asn

Ser

Lys

Leu

Asn

Leu

Ser

Met

Ser

Lys

Ser

Gln

Ser

Gly

Gly

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

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

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

Gly Lys Arg Ala His Gly Pro Ala Leu Leu Thr Lys Asp Asn Ala
995 1000 ‘ 1005

Phe Lys Val . Ser Ile Ser Leu Leu Lys Thr Asn Lys Thr Ser
1010 1015 | . 1020 ’

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

N

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

Asp Thr Glu Phe Lys Lys Val Thr Pro Leu Ile His Asp Arg
1055 . 1060 - 1065

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

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

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

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

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

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

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

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

Asn

Lys

His

Leu

Ala

Glu

Lys

Ser
1190

Asn
1205

Lys
1220

Thr
1235

Ser
1250

Pro
1265

Thr
1280

Asn
1285

Tyxr

1310

Asn

Leu

Asp

Ser

Ile

Ile

Ser

Phe
1325

Pro
1340

Thr

11355

Thr
1370

Thr
1385

Pro
1400

Phe
1415

Arg
Thr
Glu
Val
Thr
Val
Lys
Leu
Ala
Val
Leu
Ser
Leu
Gln
Gln

Pro

Asn

His

Thr

Thr

Arg

Leu

Lys

Glu

Cys

Thr

Glu

Thr

Thr

Ser

‘Ala

Ser

Leu

Asn

Leu

Gly

Gln

Gln
His
Gly
Thr
Gln
Glu
Gln
61n
Pro
Asn

Ile

‘Phe

Gln

Ile

Thr

Asn

Asp

Thr

Leu

Thr

'Arg

Thr

Trp

Ile

Leu

Arg

Arg

Leu
1195

Glu
1210

Gln
1225

Lys
1240

val
1255

Phe
1270

Ala
1285

Gly
1300

Arg
1315

Ser
1330

Glu
1345

Ser
1360

Asp
1375

Ser
1390

Ser
1405

Pro
1420

Thr
Lys
Glu
Asn
Glu
Arg
his
Asp
I;e
iys
Leu
Lys
Tyr
Asp
Pro

Ile

Asn
Lys
Asn
Phe
Gly
Ser
Phe
Gin
Ser
Arg
Glu
Asn
Asn
Cys
Leu

Tyxr

Leu

Ile

Val

Met

Ser

Leu

Ser

Thr

Prd

Ala,

Lys

Met

Glu'

Leu

Pro

Leu

Asp
Glg
Val
Lys
Tyr
Asn
Lys
Lys
Asn
Leu

Arg

Asn
1200

Glu
1215

Leu
1230

Asn
1245

Asp
1260

Asp
1275

Lys
1290

Gln
1305

Thr
1320

Lys
1335

Ile

1350

Lys

Lys

Thr

Ile

Thr

His
1365

Glu

1380

Arg
1395

Ala
1410

‘Arg

1425

Leu

Glu

Pro

Leu

Gly

Ser

Gly

Ile

Ser

Gln

Ile

Leu

Lys

Ser

Lys

val

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

Leu

Glu

Glu’

Ile

Leu

Tyr

Asn

Glu

Glu

Gln

Arg

Asp

Pro

Ala

Ser

Ser

Phe
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Gln

Asp

Lys

Asp

Val

Leu

Ile

Asp
1430

Ser
1445

Asn
1460

Gln
1475

Thr
1480

Pro
1505

Tyr

. 1520

Pro
Glu
' Pro
Lys
I}e
Thr
Glu
Pro

Leu

Gly
1535

Gly
1550

Phe
1565

Leu
1580

Pro
1595

Ala
1610

Ser
1625

Glu
1640

Cys
1655

Asn

Gly

Asn

Arg

Tyr

Lys

Gln

His

Ala

‘Leu

Leu

Lys

Phe’”

Asn

Ile

Ser

Ser
kN
val
Leu
Glu
Lys
Thr
Lys
Leu
Ile
Arg
Asp
Glu
Lys
His
Glu

Gln

Ser

Gln

Ser

Val

-Lys

Ser

Asp

Asp

Lys

val

Pro

Glu

Lys

Ala

Val

Asn

His

Glu

Leu

Gly

val

Gly

Leu

Leu

Txp

Leu
1435

Ser
1450

Ala
1465

Ser
1480

Glu

1495

Lys
1510

Phe
1525

Val
1540

Asn

1555

Ala
Leu
Trp
Lys
;le

Thx

Pro:

Thr
1570

Ala
1585

Lys
1600

Asp
1615
Ala
1630

Trp
1645

Pro
1660

Pro

Ser

Ile

Leu

Asn

Val

"Pro

Glu

Glu

Glu

Trp

Ser

Thr

Ala

Ala

Val

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

Ile

Lys

Leu

Ala

Phe

Thr

Thr

Val

Leu

Glu

Ser

Asn

Ser

Asn

Glu

Leu

‘Asn

Gln

Lys

Ser

Leu

Leu

Ser

Leu

Leu

Thx

Len

Arg

Ala.

His

Lys

Ser

Glu

Tyr
1440

Gln
1455

Glu
1470

Ala
1485

Pro
1500

Pro
1515

Ser
1530

Leu
1545

Pro
1560

Lys
1575

Tyr
1590

Ser
1605

Leu
1620

Gly

Arg

Gly

Met

Thr

Lys

Lys

Asn

Gln

Gly

Thr

Gly

bPro

Asn

Gln

1635

Gly

Arg

Arg
1650

His
1665

Thx

Gln

Lys Lys

Ala Lys

Thr Gly

Asn Ser

Pro Asp

‘'Val His

Gly Ser

Gly Thr

Lys Val

Pro Ser

Thr Gln

‘Glu Lys

Ala Cys

Asn Lys

Glu Arg

Arg Glu
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Ile

Asp

Tyr

Thr

Gly

Gly

Asp

His

Asn

Phe

Ala

Tyr

Phe

Lys

Thr

Glu

Thr
1670

Asp
1685

Asp
1700

Arg
1715

Met
1730

Ser
1745

Gly
1760

Leu
1775

Ile
1730

Tyr
1805

Glu
1820

Phe

1835

Asp
1850

Asp
1865

Asn
1880

Phe

1895

Arg

Thr

Glu

His

Ser

Val

Ser

Gly

Met

Ser

Pro

Trp

Cys

Val

Thr

Ala

Thr

Ile

Asp

Tyr

Ser

Pro

Phe

Leu

Val

Ser

Arg

Lys

Lys

His

Leu

Leu

Thx

Ser

Glu

Phe

Ser

Gln

Thr

Leu

Thr

Leu

Lys

Val

Ala

Ser

Asn

Phe

Leu

val

Asn

Ile

Pro

Phe

Gln

Gly

Phe

Ile

Asn

Gln

Trp

Gly

Pro

Phe

Gln
1675

Glu
1690

Gln
1705

Ala
1720

His
1735

Lys
1750

Pro
1765

Pro
1780

Arg
1795

Ser
1810

Phe
1825

His
1840

Ala
1855

Leu
1870

Ala
1885

Thr
1900

Ser

Met

Ser

Ala

Val

Lys

Leu

Tyr

Asn

Tyr

val

His

Tyr

Ile

His

Ile

Asp

Lys

Pro

val

Leu

Val

Tyr

Ile

Gln

Glu

Lys

Met

Phe

Gly

Gly

Phe

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

Asp

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

Glu

Glu
1680

Asp
1695

Phe
1710

Leu
1725

Axg
1740

Gln
1755

Glu
1770

Glu
1785

Arg
1800

Gln
1815

Glu

Ile

Phe

Gln

Trp

Ala

Glu

Leu

vVal

Pro

Arg

Thr

1830 .

Thr
1845

Val
1860

Leu
1875

Val
1890

Thr
1905

Lys

Asp

val

Thr

Lys

Asp
Asp
Lys
Asp
Gln
Phe
Asn
Glu
Tyr
Gln
Lys

Asp

Leu

Cys

Val

Ser

Tyr

Ile

Lys

Tyr

Ser

Thr

Glu

Asp

Ser

Gly

Thr

Glu

Glu

His

Gln

Trp
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Tyr Phe
1910

Ile Gin
: 1925

Ala Ile
1940

-Ala Gln
1955

Asn Glu
1970

Val Arg
1985

Pro Gly
2000

Ile Trp
) 2015

‘Met Ser
2030

Leu Gly
: 2045

Ser Gly
2060

Tyr Ser
2075

Trp Ile
2090

Lys Thr
_2105

Gln Phe
2120

Tyr Arg
2135

Thr

Met

Asn

Asp

Asn

Lys

Val

Arg

Thr

Met

Gln-

Gly

Lys

Gln

Ile

Gly

Glu

Glu

Gly

Gln

fle
Lys
Phe
Vél
Leu
Ala
Tyr
Ser
vVal
Gly
Ile

Asn

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

Ser

Met
Pro
Ile
Ile
Ser
Glu
Thr
Cys
Leu
Gly
Gln
Asn
Leu
Arg
Tyr

Thr

Glu
1915

Thr
1930

Met
1945

Arg
1960

Ile
1975
Tyr
1990

Val
2005

Leu
2020

val
2035

His
2050

Txp
2065

Ala
2080

Leu
2095

Gln
2110

Ser
2125

Gly
2140

A{-’g
Phe
Asp
Trp
His
Lys
Glu
Ile
Tyr
Iie
Ala
Trp
Ala
Lys
Leu

Thr

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

Leu

Cys

Glu

Leu

Leu

Ser

Ala

Leu

Glu

Asn

Asp

Lys

Thr

Met

Ser

Gly

Met

Arg

Asn

Pro

Leu

Gly

Leu

Ala
1920

Tyr
1935

Gly
1950

Ser
1865

His

1980

Tyr

1995

Pro

His

Lys

Phe

Leu

Lys

Ile

Ser

Lys

Val

Ser
2010

Leu
2025

Cys

2040

Gln
2055

Ala
2070

Glu
2085

Ile

2100

Len
2115

Lys
2130

Phe
2145

Pro

Arg

Leu

Met

val

Asn

Lys

His

Gln

Ile

Arg

Pro

His

Tyr

Trp

Phe

Cys

Phe

Val

Gly

Phe

Leu

Ala

Thr

Thr

Leu

Phe

Gly

Ile

Gln

Gly

Asn

His

Met

Ser

Thr

Tyr

Gly

Gly

Pro

Ala

His

Ser

Ile

Ser

Thr

Asn
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Val

Ile

Ser

‘Ser

Ile

Pro

Gln
Ser
Sef
Val
Asn
. Pro

Gly

<210> 2

< 211> 15

Asp
2150

Ala
2165

Thr
2180

Met
2195

Thr
2210

Ser
2225

Pro
2240

Lys
2255

Leu
2270

Gln
2285

Lys
2300

Ser
2315

Gln
2330

Cys
2345

< 212> PRT

Ser

Arg

Leu

Pro

Ala

Lys

‘Gln

Thr

Leu

Asp

val

Leu

Ser

Glu

Ser

Tyr

Arg

Leu

Ser

Ala

val

Met

Thr

Gly

Phe

Asp

Trp

Ala

Gly
Ile
Met
Giy
Ser
Arg
Asn
Lys
Ser
His

Gln

‘Pro

Val

Gln

< 213> Homo sapiens

<400> 2

Ile

Arg

Glu

Met

Tyr

Leu

Asn

val

Met

Gln

Gly

Pro

His

Asp

Lys
2155

Leu
2170

Trp
2185

Glu
2200

Phe
2215

His
2230

Pro
2245

Thr
2260

Tyr
2275

Trp
2290

Asn
2305

Leu

His

His

Met

Ser

Thr

Leu

Lys

Gly

val

Thx

Gln

Leu

2320

Gln
2335

Leu
2350

Ile

Tyr

Asn

Pro

Gly

Lys

Asn

Gln

Glu

Val

Lys

Leu

Asp

Thr

Ala-

Ile

Thr

Cys

Ala

Met

Gly

Trp

Thr

Glu

Phe

Ser

Arg_

Leu

Phe

His

Asp

Ile

Phe

Arg

Leu

Thr

Phe

Phe

Phe

Tyr

Arg

Asn
2160

Tyr
2175

Leu
2190

Ser

Pro

Ser

Asn

Asp

2205

Ala
2220

Ser
2235

Gln
2250

Gln
2265

Leu
2280

Gln
2295

Thr
2310

Leu
2325

Met
2340

Thr

Asn

val

Gly

Ile

Asn

Pro

Arg

Glu

Pro

Ile

Ser

Ala

Trp

Ala

Asp

val

Ser

Gly

Val

Ile

Val

Ile
Afg
Cys
Gln
Ser
Trp
Phe
nye
Ser
Lys
Val
His

Leu
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Thr Gln Thr Leu His Lys Phe Ile Leu Leu Phe Ala Val Phe Asp
1 5 10 15

<210> 3

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 3

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

<210> 4

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 4

Pro Pro Ile Ile Ala Arg Tyr Ile Arg Leu His Pro Thr His Tyr
1 S 10 15

<210> 5

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 5

Pro Pro Leu Leu Thr Arg Tyr Leu Arg Ile His Pro Gln Ser Trp
1 S 10 15

<210> 6
< 211> 15

< 212> PRT
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< 213> Homo sapiens
<400> 6

Met His Thr Val Asn Gly Tyr Val Asn Arg Ser Leu Pro Gly Leu
1 5 10 15

<210> 7

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 7

Leu Gly Gln Phe Leu Leu Phe Cys His Ile Ser Ser His Gln His
1 5 10 15

<210> 8

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 8

Asp Thr Leu Leu Ile Ile Phe Lys Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr
1 5 10 15

<210> 9

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 9

Pro Arg Cys Leu Thr Arg Tyr Tyr Ser Ser Phe Val Asn Met Glu
1 5 10 15

<210> 10



< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 10

Thr Glu Asn Ile Gln Arg Phe Leu Pro Asn Pro Ala Gly Val Gln
1 5 10 15

<210> 11

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 11

Asp Asn Ile Met Val Thr Phe Arg Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr
1 5 10 15

<210> 12

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 12

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

<210> 13

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 13
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Gly Thr Leu Met Val Phe Phe Gly Asn Val Asp Ser Ser Gly Ile

1 5 10
<210> 14

< 211> 9

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 14

Leu Tyr Ile Ser Gln Phe Ile Ile Met
1 5

<210> 15

< 211> 9

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 15

Phe Ile Ile Met Tyr Ser Leu Asp Gly
1 5

<210> 16

< 211> 9

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 16

Ile Ala Arg Tyr Ile Arg lLeu His Pro
1 5

<210> 17
< 211> 9

< 212> PRT

15
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< 213> Homo sapiens

<400> 17

Leu Ile Ile Phe Lys Asn Gln Ala Ser
1 5

<210> 18

< 211> 9

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 18

Leu Thr Arg Tyr Tyr Ser Ser Phe Val
1 5

<210> 19

< 211> 9

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 19

Met Val Thr Phe Arg Asn Gln Ala Ser
1 5

<210> 20

< 211> 9

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 20

Leu Arg Ile His Pro Gln Ser Trp Val
1 5

<210> 21
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< 211> 13

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<220>

< 221> CARACTERTSTICA_VAR

< 222> (1) .. (1)

< 223> Xaa é um residuo de aminoédcido hidrofilico carregado

<400> 21

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

<210> 22

< 211> 14

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<220>

< 221> CARACTERTSTICA_VAR
< 222> (1)..(1)

< 223> Xaa é um aminodcido carregado com polaridade reversa

em relacdo a Xaa na posicédo 14
<220>

< 221> CARACTERTSTICA_VAR

< 222> (14).. (14)

< 223> Xaa é um aminodcido carregado com polaridade reversa

em relacdo a Xaa na posicédo 1
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<400> 22

Xaa Asp Asn Ile Met val Thr Phe Arg Asn Gln Ala Ser Xaa
1 5 10

<210> 23

< 211> 14

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 23

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

<210> 24

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 24

Tyr Gly Glu Val Gly Asp Thr Leu Leu Ile Ile Phe Lys Asn Gln
1 5 10 15

<210> 25

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 25

Gly Glu Val Gly Asp Thr Leu Leu Ile Ile Phe Lys Asn Gln Ala
1 5 10 15

<210> 26

< 211> 15



< 212> PRT
< 213> Homo sapiens

<400> 26

Glu Val Gly Asp Thr Leu Leu Ile Ile Phe Lys Asn Gln Ala Ser
1 5 10 15

<210> 27

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 27

Val Gly Asp Thr Leu Leu Ile Ile Phe Lys Asn Gln Ala Ser Arg
1 5 10 15

<210> 28

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 28

Gly Asp Thr Leu Leu Ile Ile Phe Lys Asn Gln Ala Ser Arg Pro
1 5 10 15

<210> 29

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 29

Thr Leu Leu Ile Ile Phe Lys Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr Asn
1 5 10 15
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<210> 30

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 30

Leu Leu Ile Ile Phe Lys Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr Asn Ile
1 S 10 15

<210> 31

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 31

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

<210> 32

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 32

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

<210> 33
< 211> 15
< 212> PRT

< 213> Homo sapiens



<400> 33

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

<210> 34

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 34

Pro Thr Lys Ser Asp Pro Arg Cys Leu Thr Arg Tyr Tyr Ser Ser
1 5 10 15

<210> 35

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 35

Thr Lys Ser Asp Pro Arg Cys Leu Thr Arg Tyr Tyr Ser Ser Phe
1 5 10 15

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

< 213> Homo sapiens

<400> 36
Lys Ser Asp Pro Arg Cys Leu Thr Arg Tyr Tyr Ser Ser Phe Val
1 5 10 15
<210> 37

< 211> 15
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< 212> PRT
< 213> Homo sapiens

<400> 37

Ser Asp Pro Arg Cys Leu Thr Arg Tyr Tyr Ser Ser Phe Val Asn
1 5 10 15

<210> 38

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 38

Asp Pro Arg Cys Leu Thr Arg Tyr Tyr Ser Ser Phe Val Asn Met
1 5 10 15

<210> 39

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 39

Arg Cys Leu Thr Arg Tyr Tyr Ser Ser Phe Val Asn Met Glu Arg
1 5 10 15

<210> 40

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 40

Cys Leu Thr Arg Tyr Tyr Ser Ser Phe Val Asn Met Glu Arg Asp
1 5 10 15
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<210> 41

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 41

Leu Thr Arg Tyr Tyr Ser Ser Phe Val Asn Met Glu Arg Asp Leu
1 5 10 15

<210> 42

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 42

Thr Arg Tyr Tyr Ser Ser Phe Val Asn Met Glu Arg Asp Leu Ala
1 5 10 15

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

< 213> Homo sapiens

<400> 43

Arg Tyr Tyr Ser Ser Phe Val Asn Met Glu Arg Asp Leu Ala Ser
1 5 10 15
<210> 44

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens



<400> 44

Arg Ala Glu Val Glu Asp Asn Ile Met Val Thr Phe Arg Asn Gln
1 5 10 15

<210> 45

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 45

Ala Glu Val Glu Asp Asn Ile Met Val Thr Phe Arg Asn Gln Ala
1 5 10 15

<210> 46

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 46

Glu Val Glu Asp Asn Ile Met Val Thr Phe Arg Asn Gln Ala Ser
1 5 10 15

<210> 47
< 211> 15
< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 47
Val Glu Asp Asn Ile Met Val Thr Phe Arg Asn Gln Ala Ser Arg
1 5 10 15
<210> 48

< 211> 15

64



< 212> PRT
< 213> Homo sapiens
<400> 48

Glu Asp Asn Ile Met Val Thr Phe Arg Asn Gln Ala Ser Arg Pro
1 5 10 15

<210> 49

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 49

Asn Ile Met Val Thr Phe Arg Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr Ser
1 5 10 15

<210> 50

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 50

Ile Met Val Thr Phe Arg Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr Ser Phe
1 5 10 15

<210> 51

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> b1

Met Val Thr Phe Arg Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr Ser Phe Tyr
1 5 10 15
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<210> 52

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 52

Val Thr Phe Arg Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr Ser Phe Tyr Ser
1 5 10 15

<210> 53

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 53

Thr Phe Arg Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr Ser Phe Tyr Ser Ser
1 5 10 15

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

< 213> Homo sapiens

<400> 54

Arg Gln Lys Phe Ser Ser Leu Tyr Ile Ser Gln Phe Ile Ile Met
1 5 10 15
<210> 55

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
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<400> 55

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

<210> 56

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 56

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

<210> b7

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 57

Phe Ser Ser Leu Tyr Ile Ser Gln Phe Ile Ile Met Tyr Ser Leu
1 5 10 15

<210> 58
< 211> 15
< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 58
Ser Ser Leu Tyr Ile Ser Gln Phe Ile Ile Met Tyr Ser Leu Asp
1 5 10 15
<210> 59

< 211> 15



< 212> PRT
< 213> Homo sapiens

<400> 59

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

<210> 60

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 60

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

<210> 61

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> o1

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

<210> 62

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 62

Ser Gln Phe Ile Ile Met Tyr Ser Leu Asp Gly Lys Lys Trp Gln
1 5 10 15
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<210> 63

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 63

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

<210> 64

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 04

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

<210> 65

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 65

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

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

< 213> Homo sapiens
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<400> 66

Ile Phe Asn Pro Pro Ile Ile Ala Arg Tyr Ile Arg Leu His Pro

<210> 67

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 67

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

<210> 68

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 68

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

<210> 69

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 69

Pro Ile Ile Ala Arg Tyr Ile Arg Leu His Pro Thr His Tyr Ser
1 5 10 15
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<210> 70

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 70

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

<210> 71

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 71

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

<210> 72

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 72

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

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

< 213> Homo sapiens
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<400> 73

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

<210> 74

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 74

Pro Pro Leu Leu Thr Arg Tyr Leu Arg lle His Pro Gln Ser Trp
1 5 10 15

<210> 75

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 75

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

<210> 76
< 211> 15
< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 76
Leu Leu Thr Arg Tyr Leu Arg Ile His Pro Gln Ser Trp Val His
1 5 10 15
<210> 77

< 211> 15



< 212> PRT
< 213> Homo sapiens
<400> 77

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

<210> 78

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 78

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

<210> 79

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 79

Tyr Leu Arg Ile His Pro Gln Ser Trp Val His Gln Ile Ala Leu
1 5 . 10 15

<210> 80

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 80

Leu Arg Ile His Pro Gln Ser Trp Val His Gln Ile Ala Leu Arg
1 5 10 15
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<210> 81

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 81

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

<210> 82

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 82

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

<210> 83

< 211> 15

< 212> PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 83

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

Lisboa, 27 de Novembro de 2014



REIVINDICACOES

1. Um péptido gque consiste na sequéncia EDNIMVTEFRNQASR.

2. Uma composicéo compreendendo uma pluralidade de
péptidos, incluindo um péptido de acordo com a

reivindicacédo 1.

3. Um péptido de acordo com a reivindicacdo 1, ou uma
composicdo de acordo com a reivindicacdo 2, para uso no

tratamento de hemofilia num sujeito.

4. Um péptido de acordo <com a reivindicacdo 1 ou
composicdo de acordo com a reivindicacdo 2 para uso no
tratamento de hemofilia num sujeito de acordo com a

reivindicacdo 3, em que o sujeito

(a) tem hemofilia A, e estd a ser submetido, ou esté
prestes a ser submetido, a terapia de substituicéo
do fator VIII; ou

(b) tem, ou estd em risco de contrair, hemofilia

adquirida.

5. Um péptido de acordo <com a reivindicacdo 1 ou
composicdo de acordo com a reivindicacdo 2 para uso no
tratamento de hemofilia num sujeito de acordo com a

reivindicacdo 3, em que o sujeito é HLA-DR2.

Lisboa, 27 de Novembro de 2014
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FIG. 1

Proliferagdo de LNC para péptidos 1-6 do FVIII
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FIG. 1 CONT'D

Proliferacdo de INC para péptidos 1,3 e 11 do FVIIX
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FIG. 2
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FIG. 3

Proliferagdo de LNC de camundongos FVIII-/- imunizados
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C) Proliferagdc de LNC para péptides 1, 3, 11, T e 8
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FIG. 4
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FIG. 4 conrp
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FIG.5

Clones de FVIII-/- especificos para DNIMY
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FIG. 6

Respostas de FVIII em todos os grupos
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FIG. 7a
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FIG. 7¢

Producdoc de IL-2 meédia para
sobrepostos PPIIA, DTLLI, SLYIS & RYLRI

Rastreio de péptido sobreposto PPIIA: F-M36
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FIG. 7 (CONT'D)
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FIG. 8

Froducas de IFNg de INC am resposta a8 FVIII
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