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DESCRIPCION
Método de determinacion de la inmunogenicidad de proteinas que producen una respuesta inmunogénica alterada
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0001] Las proteinas utilizadas en aplicaciones industriales, farmacéuticas y comerciales son de creciente
prevalencia. Como resultado, la exposicion incrementada debido a esta prevalencia ha sido el responsable de
ciertos peligros para la seguridad causados por la sensibilizacién de ciertas personas a estos péptidos, con lo que la
posterior exposicién provoca reacciones alérgicas extremas que pueden ser perjudiciales e incluso fatales. Por
ejemplo, se sabe que las proteasas provocan una hipersensibilidad peligrosa en algunos individuos. Como resultado,
a pesar de la utilidad de proteasas en la industria, por ejemplo, en detergentes de lavanderia, cosméticos,
tratamiento textil, etc, y la amplia investigacion realizada en el campo para proporcionar proteasas mejoradas que
presentan, por ejemplo, una eliminacion de manchas mas eficaz bajo condiciones de detergencia; la utilizacion de
proteasas en la industria ha sido problemética debido a su capacidad para producir una respuesta alergénica
hipersensible en algunos humanos.

[0002] Se ha realizado mucho trabajo para aliviar estos problemas. Entre las estrategias exploradas para reducir el
potencial inmunogénico del uso de proteasas, se han mejorado procesos de produccion que reducen el potencial
contacto controlando y minimizando las concentraciones en el punto de trabajo de las particulas de polvo o
aerosoles que transportan proteasas en al aire, procesos de granulacion mejorados que reducen la cantidad de
polvo o aerosol producidos realmente a partir del producto de proteasa, y procesos de recuperacion mejorados para
reducir el nivel de contaminantes potencialmente alergénicos en el producto final. Sin embargo, los esfuerzos para
reducir la alergenicidad de proteasa, per se, han sido relativamente insatisfactorios. Alternativamente, se han
realizado esfuerzos para enmascarar epitopos en proteasas que son reconocidos por inmunoglobulina E (IgE) en
individuos hipersensibles (Publicacion PCT No WO 92/10755) o para aumentar o cambiar la naturaleza de los
determinantes antigénicos mediante la unién de polimeros o péptidos/proteinas a la proteasa problematica.

[0003] Cuando una respuesta inmune adaptativa aparece en una forma exagerada o inapropiada, se dice que el
individuo que experimenta la reaccion es hipersensible. Las reacciones de hipersensibilidad son el resultado de
respuestas inmunes normalmente beneficiosas que actlan de manera inapropiada y, algunas veces, causan
reacciones inflamatorias y dafio en los tejidos. Pueden estar provocadas por muchos antigenos; y la causa de la
reaccion de hipersensibilidad variara de un individuo a otro. La hipersensibilidad no se manifiesta normalmente tras
un primer contacto con el antigeno, sino que normalmente aparece tras un contacto posterior. Una forma de
hipersensibilidad aparece cuando una respuesta de IgE esta dirigida contra antigenos ambientales inocuos, tales
como el polen, acaros del polvo o caspa animal. La liberacion resultante de mediadores farmacoldgicos por
mastocitos sensibles a IgE produce una reaccién inflamatoria aguda con sintomas, tales como asma o rinitis.

[0004] No obstante, una estrategia que comprende modificar los sitios de IgE no seran en general exitosa en la
prevencioén de la causa de la reaccion de sensibilizacion inicial. Por consiguiente, dichas estrategias, aunque quizas
neutralizan o reducen la gravedad de la reaccion de hipersensibilidad posterior, no reduciran el nimero de personas
realmente sensibles. Por ejemplo, cuando se sabe que una persona es hipersensible a cierto antigeno, la manera
general, y la Unica segura, de tratar dicha situacion es asilar la persona hipersensible del antigeno tanto como sea
posible. De hecho, cualquier otro procedimiento de accion seria peligroso para la salud del individuo hipersensible.
De este modo, aunque es importante reducir el peligro de una proteina especifica para un individuo hipersensible,
para fines industriales, seria mucho mas valioso hacer que la proteina sea incapaz de iniciar la reaccion de
hipersensibilidad en primer lugar.

[0005] Los linfocitos T (células T) juegan un papel clave en la induccién y regulacion de las respuestas inmunes y en
la ejecucion de funciones efectoras inmunolégicas. Se sabe que la inmunidad especifica contra agentes infecciosos
y tumores depende de estas células y se cree que contribuyen a la curacién de lesiones. Por otro lado, el fallo en el
control de estas respuestas puede conducir a la auto-agresién. En general, el antigeno se presenta a las células T
en forma de células presentados de antigeno que, mediante una variedad de mecanismos de la superficie celular,
capturan y expresan el antigeno o antigeno parcial de una manera adecuada para el reconocimiento del antigeno
por la célula T. Tras el reconocimiento de un epitopo especifico por los receptores en la superficies de las células T
(receptores de células T), las células T empiezan una serie de interacciones complejas, incluyendo la proliferacion,
gue dan lugar a la produccion de anticuerpo por células B. Aunque las células T y las células B son activadas ambas
por epitopos antigénicos que existen en una proteina o péptido determinado, los auténticos epitopos reconocidos
por estas células mononucleares en general no son idénticos. De hecho, el epitopo que activa una célula T para
iniciar la creacién de diversidad inmunoldgica es bastante a menudo no el mismo epitopo que es mas tarde
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reconocido por células B en el transcurso de la respuesta inmunoldgica. De este modo, con respecto a la
hipersensibilidad, aunque la interaccion antigénica especifica entre la célula T y el antigeno es un elemento critico
en el inicio de la respuesta inmune a la exposicién antigénica, lo especifico de esta interaccion, es decir el epitopo
reconocido, a menudo no es relevante para el posterior desarrollo de una reaccion alérgica completa.

[0006] La Publicacion PCT No. WO 96/40791 da a conocer un proceso para producir conjugados de oxido de
polialquileno-polipéptido con una alergenicidad reducida utilizando 6éxido de polialquileno como material de partida.

[0007] La Publicacion PCT No. WO 97/30148 da a conocer un conjugado de polipéptido con una alergenicidad
reducida que comprende una molécula portadora polimérica que tiene dos o mas moléculas polipeptidicas
acopladas covalentemente a la misma.

[0008] La Publicacion PCT No. WO 96/17929 da a conocer un proceso para producir polipéptidos con una
alergenicidad reducida que comprende la etapa de conjugar de 1 a 30 polimoléculas a un polipéptido parental.

[0009] La Publicacion PCT No. WO 92/10755 da a conocer un método de producir variantes de proteinas que
provocan una respuesta inmunogénica reducida en animales. En esta solicitud, las proteinas de interés, una serie de
proteasas y variantes de las mismas se utilizaron para inmunizar ratas. A continuacion, el suero de las ratas se
utilizé para medir la reactividad de los anticuerpos policlonales ya producidos y presentes en el suero inmunizado a
la proteina de interés y variantes de la misma. A partir de estos resultados, era posible determinar si los anticuerpos
en la preparacion eran comparativamente mas o menos reactivos con la proteina y sus variantes, permitiendo de
este modo un andlisis de qué cambios en la proteina probablemente neutralizaran o reduciran la capacidad de la Ig
de unirse. A partir de estas pruebas en ratas, la conclusion a la que se lleg6 fue que el cambio de cualquiera de los
309 residuos de subtilisina correspondiente a 127, 128, 129, 130, 131, 151, 138, 151,152,153, 154,161,
162,183,167,168, 169,170, 171, 172, 173,174, 175, 176,186, 193, 94,195,196,197, 247, 251, 261 dara lugar a un
cambio en el potencial inmunolégico.

[0010] La Publicacién PCT No. WO 94/10191 da a conocer proteinas poco alergénicas que comprenden formas
oligoméricas de la proteina monomérica parental, donde el oligémero ha mantenido sustancialmente su actividad.

[0011] WO 00/34317 da a conocer métodos para que las proteinas terapéuticas sean menos inmunogénicas o0 nada
inmunogénicas mediante la extraccion de epitopos de células T previamente identificados mediante, por ejemplo la
modificacién de aminoacidos. También se describen variantes modificadas de las proteinas tratadas de este modo.
El andlisis de la actividad de proteinas terapéuticas de variante modificada se puede realizar utilizando ratones
transgénicos reconstituidos con (partes de) el sistema inmune de la especie elegida para recibir las proteinas
terapéuticas.

[0012] Aunque algunos estudios han proporcionado métodos de reduccién de la alergenicidad de ciertas proteinas y
la identificacién de epitopos que causan reacciones alérgicas en algunos individuos, los ensayos utilizados para
identificar estos epitopos implican generalmente la medicion de anticuerpo IgE e IgG en suero sanguineo expuesto
previamente al antigeno. Sin embargo, una vez se ha iniciado la reaccion de Ig, ya ha tenido lugar la sensibilizacion.
Por consiguiente, existe la necesidad de un método de determinacion de epitopos que provocan la sensibilizacion en
primer lugar, ya que la neutralizacion de estos epitopos dara lugar a una posibilidad significativamente menor de que
ocurra la sensibilizacion, reduciendo de este modo la posibilidad de sensibilizacion inicial. También existe la
necesidad de producir proteinas que producen una respuesta inmunogénica aumentada, y la necesidad de
identificar proteinas naturales que producen una respuesta inmunogénica baja. La presente invencién cumple con
éstas y otras necesidades.

DESCRIPCION RESUMIDA DE LA INVENCION

[0013] La presente invencion proporciona un método para determinar el potencial alergénico de una proteina
modificada, comprendiendo el método las etapas de,

a) inmunizar un primer raton transgénico con una proteina de interés e inmunizar un segundo raton
transgénico con una proteina modificada, en el que dicha proteina modificada es una variante dicha
proteina de interés y dicha proteina de interés incluye un epitopo de células T, en el que la variante difiere
de la proteina de interés por tener un epitopo de células T alterado;

b) recoger suero de dicho primer y segundo ratén transgénico inmunizado;

c) medir el suero por las inmunoglobulinas especificas de antigeno; y

d) comparar la respuesta inmunogénica de dicha variante y dicha proteina de interés;

en el que el primer ratén transgénico y el segundo raton transgénico son HLA DR3/DQ2, y
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en el que la variante y la proteina de interés producen una respuesta inmunogénica diferente en dichos ratones
transgénicos.

[0014] La inmunoglobulina especifica de antigeno puede ser IgG.

[0015] En ciertas realizaciones, los ratones transgénicos HLA DR3/DQ2 se han retrocruzado con ratones que
carecen de la expresion de moléculas enddgenas I-A de clase Il.

[0016] La proteina o polipéptido de interés puede ser cualquier proteina o polipéptido de interés. En un aspecto, el
polipéptido se selecciona del grupo que consiste en enzimas, hormonas, factores, vacunas y citoquinas. Tal como se
indica en la presente invencion, el polipéptido de interés puede ser una enzima. En una realizacién, la enzima se
selecciona del grupo que consiste en lipasa, celulasa, endo-glucosidasa H, proteasa, carbohidrasa, reductasa,
oxidasa, isomerasa, transferasa, quinasa y fosfatasa. En realizaciones preferidas, el polipéptido de interés y la
variante de dicho polipéptido de interés comprenden cada uno por lo menos parte de la misma actividad. Por
ejemplo, si se proporciona una variante de una proteasa, dicha variante producird una respuesta inmunogénica
alterada, pero mantendra una actividad de proteasa detectable y preferiblemente comparable.

[0017] El epitopo de células T se puede alterar de diversas maneras que incluyen por sustitucion, delecion, adicion
de aminoacidos y combinaciones de los mismos. Preferiblemente, el epitopo de células T se altera mediante
sustituciones de aminoacidos. En una realizacién de la presente invencién, las sustituciones de aminoacidos se
realizan a los aminoacidos correspondientes de un homoélogo del polipéptido de interés, donde el homélogo no
comprende el mismo epitopo de células T en la correspondiente posicion que el polipéptido de interés. En un
aspecto, la parte terminal del polipéptido de interés que comprende por lo menos un epitopo de células T es
sustituida por una parte terminal correspondiente del homoélogo del polipéptido de interés, donde la sustitucion
produce dichas diferentes respuestas inmunogénicas.

[0018] EI método de la presente invencion se puede utilizar para alterar la inmunogenicidad de un polipéptido de
interés mediante la determinacion de la inmunogenicidad de dicho polipéptido; la identificacion de un epitopo de
células T en dicho polipéptido; y la alteracion de dicho epitopo de células T para alterar la inmunogenicidad de dicho
polipéptido. Tal como se describe en la presente invencidn, dicha alteracion se puede realizar alterando un Gnico
aminoacido o cambiando una parte del polipéptido de interés por una parte correspondiente de un homdlogo, donde
el cambio produce una respuesta inmunogénica alterada.

[0019] Otros aspectos de la presente invencidon seran comprendidos por los expertos en la materia mediante la
siguiente descripcion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0020]
Las Figuras 1 A, B1, B2 y B3 ilustran las secuencias de ADN (SEC ID: NO 1) y aminoéacidos (SEC ID: NO 2) para la
subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens (BPN’) y un mapa de restriccion parcial de este gen.

La figura 2 ilustra los residuos de aminoéacidos conservados entre subtilisinas de Bacillus amyloliquefaciens (SEC
ID:NO 3) y Bacillus lentus (tipo salvaje) (SEC ID:NO 4).

Las figuras 3A y 3B ilustran la alineacion de secuencias de aminoécidos de proteasas de tipo subtilisina de Bacillus
amyloliquefaciens (BPN’), Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis (SEC ID:NO 5) y Bacillus lentus. El simbolo * indica
la ausencia de residuos de aminoacidos especificos en comparacion con la subtilisina de BPN'.

La figura 4 ilustra la respuesta aditiva de células T de 16 muestras de sangre mononuclear periférica a péptidos
correspondientes a la proteasa de Bacillus lentus (GG36). El péptido EO05 incluye la regidon que comprende los
residuos correspondientes a 170-173 en proteasa de Bacillus amyloliquefaciens.

La figura 5 ilustra la respuesta aditiva de células T de 10 muestras de sangre mononuclear periférica a péptidos
correspondientes a la molécula subtilisina humana. Los péptidos F10, F9, F8 y F7 contienen todos la secuencia de
aminoacidos DQMD correspondiente a la region que comprende residuos correspondientes a 170-173 en proteasa
de Bacillus amyloliquefaciens en la alineacion de secuencias de la figura 3.

Las figuras 6A y 6B/6C ilustran cadenas de aminoacidos correspondientes a péptidos derivados de la secuencia de
la proteasa de Bacillus lentus y una subtilisina humana, respectivamente.
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La figura 7 ilustra la secuencia de aminoécidos de la subtilisina humana (SEC ID:NO 6).

La figura 8 ilustra la alineacién de una secuencia de aminoacidos de proteasa de BPN’ (Bacillus amyloliquefaciens),
proteasa de SAVINASE (Bacillus lentus) y subtilisina humana (S2HSBT).

La figura 9 ilustra la respuesta de células T a péptidos derivados de proteasa de Bacillus lentus en una muestra
tomada de un individuo que se sabe que es hipersensible a la proteasa de Bacillus lentus. El péptido EO5 representa
la regién correspondiente a 170-173 en proteasa de Bacillus amyloliquefaciens.

La figura 10 ilustra la respuesta de células T a varias sustituciones de alanina en el grupo de péptidos EO05 de la
proteasa de Bacillus lentus en una muestra tomada de un individuo que se sabe que es hipersensible a la proteasa
de Bacillus lentus.

La figura 11 ilustra la respuesta de células T a varias sustituciones de alanina en el grupo de péptidos EO5 de la
proteasa (una realizacion del epitopo de células T designaba una secuencia no modificada) en una muestra tomada
de un individuo que se sabe que es hipersensible a la proteasa; también se muestran las secuencias para cada
péptido.

La figura 12 ilustra el porcentaje de respondedores a la molécula de subtilisina humana.

La figura 13A ilustra la respuesta de células T de péptidos derivados de endogluconasa de Humicola insolens
(Numero de acceso A23635). Los péptidos A02 y FO6 representan la region correspondiente a los residuos 70-84 y
37-51, respectivamente, realizaciones del epitopo de células T, de endogluconasa de Humicola insolens, donde la
secuencia de longitud completa se muestra en a figura 13B y A02 y FO6 se muestran subrayados y en negrita.

La figura 14A ilustra la respuesta de células T a péptidos derivados de lipasa de Thermomyces lanuginosa (Niumero
de acceso AAC08588 y numero PID g2997733). Los péptidos B02 y C06 representan las regiones correspondientes
a los residuos 83-100 y 108-121, respectivamente, realizaciones del epitopo de células T, de lipasa de
Thermomyces lanuginosa, donde la secuencia de longitud completa se muestra en a figura 14B y B02 y C06 se
muestran subrayados y en negrita.

La figura 15A ilustra la respuesta de células T a péptidos derivados de endo-beta N-acetilglucosaminidasa de
Streptomyces plicatus (Numero de acceso P04067). El péptido C06 representa la region correspondiente a los
residuos 126-140, una realizacion del epitopo de células T, de endo-beta N-acetilglucosaminidasa de Streptomyces
plicatus, donde la secuencia de longitud completa se muestra en a figura 15B y C06 se muestra subrayado y en
negrita.

La figura 16 ilustra la respuesta de células T a péptidos derivados de BPN’' compilada para 22 individuos, donde se
indican las secuencias de epitopos de células T preferidas.

La figura 17 ilustra la respuesta de células T a péptidos derivados de GC36 compilada para 22 individuos, donde se
indican las secuencias de las realizaciones de epitopos de células T, siendo preferidas GSISYPARYANAMAVGA y
GAGLDIVAPGVNVQS.

La figura 18 es una realizacion de una proteina hibrida dada a conocer en la presente invencién, donde el extremo
N-terminal comprende la secuencia GG36 N-terminal y el extremo C-terminal comprende la secuencia de BPN’ C-
terminal y donde una comparacion de las secuencias con las mostradas en la figura 8 indica que el hibrido formado
omite los epitopos de células T preferidos de cada proteina.

La figura 19 es una comparacion de titulos de ELISA para subtilisina de B. Amyloliquefaciens y la misma subtilisina
pero modificada para contener un epitopo de células T de subtilisina de B. Lentis. La figura 19a representa el titulo a
las 4 semanas; la figura 19b a las 6 semanas, la figura 19c¢ a las 8 semanas y la figura 19d a las 10 semanas.

La figura 20 es un estudio de la evolucion con el tiempo de titulos de ELISA para subtilisina de B. amyloliquefaciens
y la misma subtilisina pero modificada para contener un epitopo de células T de subtilisina de B. Lentis. La figura
20a representa el titulo para una dosis de 1 ug de enzima, figura 20b una dosis de 5 ug y figura 20c una dosis de 20

ug.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0021] Segun la presente invencidn, se proporciona un método para identificar epitopos de células T. Ademas, se
pueden identificar proteinas, incluyendo proteinas naturales que presentan epitopos de células T impotentes o
potentes o sin epitopos de células T, segin los métodos de la presente invencion. De este modo, la presente
invencion permite la identificacion y produccion de proteinas que producen respuestas inmunogénicas segun se
desee, incluyendo proteinas naturales, asi como proteinas que han sido mutadas para producir la respuesta
apropiada. Se entiende que los términos proteina, polipéptido y péptido se utilizan a veces indistintamente en la
presente invencion. Cuando un péptido es una parte de proteina, el experto en la materia puede entender esto
segun el contexto en que se utiliza el término.

[0022] "Célula presentadora de antigeno" tal como se utiliza aqui significa una célula del sistema inmune que
presenta antigenos en su superficie que es reconocible por receptores en la superficie de células T. Entre los
ejemplos de células presentadoras de antigenos se encuentran las células dendriticas, células interdigitales, células
B activadas y macrofagos.

[0023] "Proliferacion de células T" tal como se utiliza aqui significa el nimero de células T producidas durante la
incubacién de células T con las células presentadoras de antigeno, con o sin antigeno.

[0024] "Proliferacién de células T de la linea base" tal como se utiliza aqui significa la proliferacién de células T que
se observa normalmente en un individuo en respuesta a la exposicién a células presentadoras de antigenos en
ausencia de antigeno de péptido o proteina. Para los objetivos de la presente invencion, el nivel de proliferacion de
células T en la linea base se determind en base a una muestra para cada individuo como la proliferacion de células
T en respuesta a células presentadoras de antigeno en ausencia de antigenos.

[0025] "Epitopo de células T" significa una caracteristica de un péptido o proteina que es reconocida por un receptor
de células T en el inicio de una respuesta inmunogénica al péptido que comprende ese antigeno. El reconocimiento
de un epitopo de células T por una célula T se cree en general que es a través de un mecanismo en el que las
células T reconocen fragmentos de péptidos antigénicos que estan unidos a moléculas de histocompatibilidad mayor
(MHC) de clase | o clase Il expresadas en células presentadoras de antigenos (véase, por ejemplo, Moeller, G. ed.,
"Antigenic Requirements for Activation of MHC-Restricted Responses," immunological Review, Vol. 98, p.187
(Copenhagen; Munksgaard) (1987).

[0026] "Muestra" tal como se utiliza aqui comprende células mononucleares que estan intactas, es decir no
sensibilizadas, al antigeno en cuestion.

[0027] "Homologo" tal como se utiliza aqui significa una proteina o enzima que presenta una accion catalitica,
estructura y/o uso que la proteina de interés. Para los objetivos de la invencién, un homélogo y una proteina de
interés no estan necesariamente relacionados de manera evolutiva, por ejemplo, misma proteina funcional de
diferente especie. Es deseable hallar un homoélogo que tenga una estructura terciaria y/o primaria similar a la
proteina de interés, ya que la sustitucion del epitopo en la proteina de interés con un segmento anélogo del
homdlogo reducira la afectacion del cambio. De este modo, enzimas estrechamente homadlogas proporcionaran la
fuente mas deseable de sustituciones de epitopo. Alternativamente, si es posible, es ventajoso buscar analogos
humanos para una proteina determinada. Por ejemplo, sustituir un epitopo especifico en una subtilisina bacteriana
con una secuencia de un analogo humano a subtilisina (es decir, subtilisina humana) deberia dar lugar a una menor
alergenicidad en la proteina bacteriana.

[0028] Se puede determinar una secuencia “analoga” asegurando que los aminoacidos de sustitucion muestran una
funcion similar, la estructura terciaria y/o residuos conservados con los aminoacidos en la proteina de interés en el
epitopo o préximo al mismo. De este modo, cuando la regiéon de epitopo contiene, por ejemplo, una estructura de
hélice alfa o lamina beta, los aminoacidos de sustitucion deberian mantener esa estructura especifica.

[0029] Los epitopos determinados segun el ensayo proporcionado aqui se pueden modificar entonces para reducir o
aumentar el potencial inmunoldgico de la proteina de interés.

[0030] Preferiblemente, el epitopo se modifica de una de las siguientes maneras: (a) la secuencia de aminoacidos
del epitopo se sustituye por una secuencia analoga de un homoélogo humano a la proteina de interés; (b) la
secuencia de aminoacidos del epitopo se sustituye por una secuencia analoga de un homdélogo no humano a la
proteina de interés, cuya secuencia analoga produce una respuesta inmunogénica, por ejemplo alergénica, inferior
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debido al reconocimiento de epitopos de células T que la de la proteina de interés; (c) la secuencia de aminoacidos
del epitopo se sustituye por una secuencia que mimetiza sustancialmente las caracteristicas de la estructura terciaria
principal del epitopo, pero que produce una respuesta una respuesta inmunogénica, por ejemplo alergénica, inferior
debido al reconocimiento de epitopos de células T que la de la proteina de interés; o (d) por cualquier secuencia que
produce una respuesta inmunogénica, por ejemplo alergénica, inferior debido al reconocimiento de epitopos de
células T que la de la proteina de interés.

[0031] Sin embargo, un experto en la material reconocera facilmente que se pueden modificar epitopos de otras
maneras dependiendo del resultado deseado. Por ejemplo, si se desea una vacuna de células T, se contempla que
la secuencia de aminoacidos de un epitopo se sustituira por aminoacidos que incrementan la respuesta
inmunolégica al péptido a través de una mayor unién a MHC y/o reconocimiento de células T. En otro ejemplo, si se
desea alterar una respuesta inmune contra auto-antigenos, se contempla que la secuencia de aminoacidos de un
epitopo se sustituira por aminoacidos que disminuyen o causan un desplazamiento en una respuesta inflamatoria u
otras respuestas inmunes.

[0032] El método de la presente invencion se puede aplicar a todas las proteinas contra las que se desea modular la
respuesta inmunogénica, por ejemplo, péptidos a utilizar como vacunas de células T, o péptidos o proteinas a utilizar
como agentes terapéuticos contra, por ejemplo, el cancer, enfermedades infecciosas y enfermedades autoinmunes.
Un experto en la materia reconocera facilmente que las proteinas y péptidos de la presente invencidon no son
necesariamente proteinas y péptidos nativos. De hecho, en una realizaciéon de la presente invencion, el ensayo
descrito aqui se utiliza para determinar la respuesta inmunoldgica de proteinas de genes barajados (“shuffled”). Para
la descripcion del barajado (“shuffling”) de genes y la expresion de dichos genes, véase, Stemmer, Proc. Nat'l Acad.
Sci. USA 91: 10747 (1994); Patten, et al., Current Opinion in Biotechnol. 8:724 (1997); Kuchner & Arnold, Trends
Biotechnol. 15:523 (1997); Moore, et al., J. Mol, Biol. 272:336 (1997); zhao, at al., Nature Biotechnol. 16:258 (1998);
Giver, et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 95:12809 (1998); Harayama, Trends Biotechnol. 16:76 (1998); Lin, et a/.,
Biotechnol., Prog.15:467 (1999); and Sun, J. Comput Biol 6:77 (1999). El ensayo se utiliza para predecir la respuesta
inmunolégica de proteinas codificadas por genes barajados. Una vez determinada, la proteina se puede alterar para
modular la respuesta inmunoldgica a esa proteina.

[0033] Ademés de las proteinas y péptidos anteriores, la presente invencién se puede utilizar para reducir la
alergenicidad de proteinas. Estas proteinas incluyen, pero sin limitacion, glucanasas, lipasas, celulasas, endo-
glucosidasas H (endo-H), proteasas, carbohidrasas, reductasas, oxidasas, isomerasas, transferasas, quinasas,
fosfatasas, amilasas, etc. Ademas de reducir la alergenicidad a un animal, tal como un humano, de las secuencias
de aminoacidos naturales, la presente invencién comprende reducir la alergenicidad de una proteina humana
mutada, por ejemplo, una proteina que se ha alterado para cambiar la actividad funcional de la proteina. En muchos
casos, la mutacion de proteinas humanas para, por ejemplo, aumentar la actividad, da lugar a la incorporacion de
nuevos epitopos de células T en la proteina mutada. El ensayo de la presente invencion se puede utilizar para
determinar la presencia del nuevo epitopo de células T y determinar aminoacidos sustitutos que reduciran la
alergenicidad de la proteina mutada.

[0034] Aunque el método de la presente invencion se puede aplicar a las proteinas anteriores y muchas otras, por
simplicidad, a continuacion se describira una realizacion particularmente preferida de la invencién, la modificacion de
la proteasa. Las proteasas son carbonil hidrolasas que generalmente actlan para romper enlaces peptidicos de
proteina so péptidos. Tal como se utiliza aqui, “proteasa” significa una proteasa natural o una proteasa
recombinante. Las proteasas naturales incluyen a-aminoacilpeptido hidrolasa, peptidilaminoacido hidrolasa,
acilamino hidrolasa, serin carboxipeptidasa, metalocarboxipeptidasa, tiol proteinasa, carboxilproteinasa y
metaloproteinasa. Se incluyen serin, metalo, tiol y &cido proteasas, asi como endo y exo proteasas.

[0035] En una realizacion de la presente invencion, se proporcionan polipéptidos hibridos. “Polipéptidos hibridos”
son proteinas modificadas de por lo menos dos proteinas diferentes que son preferiblemente homélogas entre si.
Por ejemplo, un polipéptido hibrido preferido podria tener el extremo N-terminal de una proteina y el extremo C-
terminal de un homdlogo de la proteina. En una realizacion preferida, los dos extremos terminales se pueden
combinar para corresponderse a la proteina activa de longitud completa. En una realizacion preferida, los homélogos
comparten una similitud sustancial, pero no presentan epitopos de células T idénticos. Por lo tanto, en una
realizacién, por ejemplo, un polipéptido de interés que tiene uno o mas epitopos de células T en el extremo C
terminal puede tener el extremo C-terminal sustituido por el extremo C-terminal de un homologo que tiene un epitopo
de células T menos potente en el extremo C-terminal, menos epitopos de células T o sin epitopo de células T en el
extremo C-terminal. De este modo, el experto en la materia entiende que al ser capaz de identificar epitopos de
células T entre homdlogos, se pueden formar un conjunto de variantes que producen diferentes respuestas
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inmunogénicas. Ademas, se entiende que se pueden utilizar las partes internas y mas de un homadlogo para producir
las variantes de la presente invencion.

[0036] Mas generalmente, las variantes proporcionadas aqui se pueden derivar de la secuencia de aminoacidos
precursora mediante la sustitucion, delecion, insercién o combinacion de las mismas de uno o mas aminoacidos de
la secuencia de aminoacidos precursora. Dicha modificacion es preferiblemente de la “secuencia de ADN
precursora” que codifica la secuencia de aminoacidos de la enzima precursora, pero puede ser mediante la
manipulacion de la proteina precursora. Los métodos adecuados para dicha manipulacion de la secuencia de ADN
precursora incluyen métodos descritos aqui, asi como métodos conocidos por los expertos en la materia (véase, por
ejemplo, las patentes y solicitudes EP 0 328299, W089/06279 US ya referenciadas en la presente invencion).

[0037] Las subtilisinas son proteasas bacterianas o fangicas que actlan generalmente para romper enlaces
peptidicos de proteinas o péptidos. Tal como se utiliza aqui, “subtilisina” significa una subtilisina natural o una
subtilisina recombinante. Se sabe que un conjunto de subtilisinas naturales son producidas y a menudo secretadas
por varias especies microbianas. Las secuencias de aminoacidos de los miembros de este conjunto no son
completamente homologas. Sin embargo, las subtilisinas de este conjunto muestran el mismo tipo de actividad
proteolitica o similar. Esta clase de serin proteasas comparte una secuencia de aminoacidos en comun que definen
una triada catalitica que las diferencia de la clase relacionada con la quimiotripsina de serin proteasas. Las
subtilisinas y las serin proteasas relacionadas con quimiotripsina presentan ambas una triada catalitica que
comprende aspartato, histidina y serina. En las proteasas relacionadas con subtilisina, el orden relativo de estos
aminoécidos, leyendo desde el extremo amino al extremo carboxilo, es aspartato-histidina-serina. En las proteasas
relacionadas con quimiotripsina, el orden relativo, sin embargo, es histidina-aspartato-serina. De este modo, la
subtilisina de la presente invencidon se refiere a una serin proteasa que tiene la triada catalitica de proteasas
relacionadas con subtilisina. Entre los ejemplos se incluyen, pero sin limitacion, subtilisinas identificadas en la figura
3 de la presente invencion. En general y para los objetivos de la presente invencién, la numeracion de los
aminoé&cidos en proteasas corresponde a los nimeros asignados a la secuencia de subtilisina madura de Bacillus
amyloliquefaciens presentada en la figura 1.

[0038] "Recombinante", "subtilisina recombinante" o "proteasa recombinante" se refieren a una subtilisina o proteasa
en que la secuencia de ADN que codifica la subtilisina o proteasa se modifica para producir una secuencia de ADN
variante (0o mutante) que codifica la sustitucion, delecidn o insercion de uno o mas aminoéacidos en la secuencia de
aminoacidos natural. Entre los métodos adecuados para producir dicha modificacién y que se pueden combinar con
los descritos aqui, se incluyen los descritos en la Patente de Estados Unidos 4.760.025 (RE 34,606), la Patente de
Estados Unidos 5.204.015 y la Patente de Estados Unidos 5.185.258.

[0039] Las "subtilisinas no humanas" y el ADN que las codifica se pueden obtener se pueden obtener de muchos
organismos procariotas y eucariotas. Ejemplos adecuados de organismos procariotas incluyen organismos gram
negativos, tales como E. coli o Pseudomonas y bacterias gram positivas, tales como Micrococcus o Bacillus.
Ejemplos de organismos eucariotas de los que se pueden obtener subtilisina y sus genes incluyen levaduras, tales
como Saccharomyces cerevisiae, hongos, tales como Aspergillus sp.

[0040] "Subtilisina humana" significa proteinas de origen humano que presentan actividad catalitica de tipo
subtilisina, por ejemplo, la familia kexina de proteasas derivadas humanas. Un ejemplo de dicha proteina se
representa por la secuencia de la figura 7. Adicionalmente, los derivados u homadlogos de proteinas proporcionados
aqui, incluyendo los de fuentes no humanas, tales como ratén o conejo, que mantienen la actividad esencial del
péptido, tal como la actividad esencial del péptido, tal como la capacidad de hidrolizar enlaces peptidicos, etc., que
presentan por lo menos un 50%, preferiblemente por lo menos un 65% y los méas preferible por lo menos un 80%,
mas preferiblemente por lo menos un 90% vy, algunas veces, como mucho un 95% 6 98% de homologia con el
polipéptido de interés. En una realizacion, el polipéptido de interés se muestra en las figuras.

[0041] Los numeros de las posiciones de aminoacidos utilizados en la presente invencion se refieren a los asignados
a la secuencia de subtilisina madura de Bacillus amyloliquefaciens presentada en la figura 1. La presente invencion,
sin embargo, no se limita a la mutacion de esta subtilisina particular, sino que se extiende a proteasas precursoras
que contienen residuos de aminoacidos en posiciones que son “equivalentes” a los residuos particulares
identificados en la subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens. En una realizacién preferida de la presente invencion, la
proteasa precursora es la subtilisina de Bacillus lentus y las sustituciones, deleciones o inserciones se realizan en el
residuo de aminoacido equivalente en B. lentus correspondiente a los indicados anteriormente.

[0042] Un residuo (aminoéacido) de una proteasa precursora es equivalente a un residuo de subtilisina de Bacillus
amyloliquefaciens si es homdloga (es decir, correspondiente en posicién en estructura primaria o terciaria) o es
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analoga a un residuo parte especifica de ese residuo en subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens (es decir, que tiene
la misma capacidad funcional o similar para combinarse, reaccionar o0 interaccionar quimicamente).
“Correspondiente”, tal como se utiliza en la presente invencion, se refiere en general a una posicién analoga a lo
largo del péptido.

[0043] Con el fin de establecer homologia con la estructura primaria, se compara directamente la secuencia de
aminoacidos de una proteasa precursora con la secuencia primaria de subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens y
particularmente con un grupo de residuos conocidos por ser invariantes en subtilisinas para las que se conoce la
secuencia. Por ejemplo, la figura 2 de la presente invencion muestra residuos conservados entre subtilisina de B.
amyloliquefaciens y subtilisina de B. lentus. Después de alinear los residuos conservados, permitiendo las
necesarias inserciones y deleciones para mantener el alineamiento (es decir, evitando la eliminacion de residuos
conservados a través de deleciones e inserciones arbitrarias), se definen los residuos equivalentes a aminoacidos
particulares en la secuencia primaria de subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens. El alineamiento de residuos
conservados deberia conservar preferiblemente el 100% de dichos residuos. Sin embargo, el alineamiento de mas
de un 75% o como minimo un 50% de residuos conservados también es adecuado para definir residuos
equivalentes. Para la conservacion de la triada catalitica se deberia mantener Asp32/His64/Ser221.

[0044] Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis,
Bacillus licheniformis (carlsbergensis) y Bacillus lentus se puede alinear para proporcionar la maxima cantidad de
homologia entre las secuencias de aminoacidos. Una comparaciéon de estas consecuencias muestra que existe un
grupo de residuos conservados contenidos en cada secuencia. Los residuos conservados entre BPN' y B. lentus se
identifican en la figura 2.

[0045] De este modo, estos residuos conservados se pueden utilizar para definir los correspondientes residuos de
aminoacidos equivalentes de subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens en otras subtilisinas, tales como subtilisina de
Bacillus lentus (Publicaciéon PCT No. W089/06279 publicada el 13 de Julio de 1989), la enzima precursora de
proteasa preferida de la presente invencién, o la subtilisina referida como PB92 (EP 0 328 299), que es altamente
homéloga con la subtilisina preferida de Bacillus lentus. Las secuencias de aminoacidos de ciertas de estas
subtilisinas se alinean en las figuras 3A y 3B con la secuencia de la subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens para
producir la maxima homologia de residuos conservados. Tal como se puede observar, existe un grupo de deleciones
en la secuencia de Bacillus lentus en comparacion con la subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens. De este modo,
por ejemplo, el aminoacido equivalente para Vall65 en la subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens en las otras
subtilisinas es isoleucina para B. lentus y B. licheniformis.

[0046] De este modo, por ejemplo, el aminoacido en la posicién +179 es lisina (K) en las subtilisinas tanto de B.
amyloliquefaciens y B. licheniformis y arginina (R) en Savinasa. En una realizacion de las variantes de proteasa de la
invencién, sin embargo, el aminoacido equivalente a +170 en la subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens esta
sustituido por acido aspartico (D). Las abreviaturas y codigos de una letra para todos los amino&cidos en la presente
invencion cumplen con el Patentin User Manual (GenBank, Mountain View, CA) 1990, pag.101.

[0047] Las secuencias homologas también se pueden determinar utilizando un “algoritmo de comparacion de
secuencias”. Se puede realizar un alineamiento 6ptimo de secuencias para la comparacion, por ejemplo, mediante el
algoritmo de homologia local de Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), mediante el algoritmo de
alineamento de homologia de Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), mediante la busqueda para el
método de similitud de Pearson & Lipman, Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 85:2444 (1988), mediante implementaciones
informatizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el paquete software de Wisconsin
Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante inspeccion visual.

[0048] Un ejemplo de un algoritmo que es adecuado para determinar la similitud de secuencia es el algoritmo BLAST
gue se describe en Altschul, et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990). El software para realizar los analisis BLAST
estéa disponible publicamente mediante National Center for Biotechnology Information (httpJ//www.ncbi.nlm.nih.gov/).
Este algoritmo implica en primer lugar identificar parejas de secuencias de valoracién elevada (HSP) mediante la
identificacion de palabras cortas de longitud W en la secuencia en cuestion que se emparejan o satisfacen la
valoracién umbral de valor positivo T cuando se alinean con una palabra de la misma longitud en una secuencia de
la base de datos. Estas coincidencias de palabras vecinas iniciales actian como puntos de partida para encontrar
HSP mas largas que las contienen. Estas coincidencias de palabras se expanden en ambas direcciones a lo largo
de cada una de las dos secuencias que se comparan siempre y cuando se pueda aumentar la valoracion acumulada
de alineamiento. La extension de las coincidencias de palabras se detiene cuando: la valoracién acumulada de
alineamiento desciende en una cantidad x desde un valor maximo conseguido; la valoracion acumulada tiende a
cero o inferior; 0 se alcanza el extremo de cualquiera de las secuencias. Los parametros del algoritmo BLAST W, T,
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y X determinan la sensibilidad y velocidad del alineamiento. El programa BLAST utiliza por defecto una longitud de
palabra (W) de 11, alineamientos (B) de la matriz de valoracién BLOSUM62 (véase Henikoff & Henikoff, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89:10915 (1989)) de 50, expectacién (E) de 10, M'5, N’-4, y una comparacion de ambas cadenas.

[0049] EI algoritmo BLAST realiza a continuacién un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias (véase,
por ejemplo, Kariin & Altschul, Proc. Nat'l. Acad. Sci USA 90:5873-5787 (1993)). Una medicion de la similitud
proporcionada por el algoritmo BLAST es la probabilidad de suma mas pequefia (P(N)) que proporciona una
indicacion de la probabilidad por la cual un emparejamiento entre dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos
ocurriria de casualidad. Por ejemplo, una secuencia de amino&cidos se considera similar a una proteina, tal como
una proteasa, si la probabilidad de la suma mas pequefia en comparacién de la secuencia de aminoacidos de
prueba con una proteina, tal como una secuencia de aminoacidos de proteasa, es inferior a aproximadamente 0,1,
mas preferiblemente inferior a aproximadamente 0,01, y lo mas preferible inferior a aproximadamente 0,001.

[0050] "Residuos equivalentes" también se pueden definir determinando la homologia a nivel de estructura terciaria
para una proteina precursora, cuya estructura terciaria se ha determinado mediante cristalografia de rayos X. Los
residuos equivalentes se definen como aquellos para los que las coordenadas atémicas de dos o méas de los atomos
de la cadena principal de un residuo de aminoéacido particular de la proteina precursora, tal como la proteasa y
subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens (N en N, CA en CA, C en Cy O en O) estan en 0,13 nm y preferiblemente
0,1 nm después del alineamiento. El alineamiento se consigue después de orientar el mejor modelo y posicionarlo
para producir el maximo solapamiento de coordenadas atémicas de atomos de proteina que no son hidrégeno de la
proteina, tal como la proteasa en cuestidon con la subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens. El mejor modelo es el
modelo cristalogréafico que produce el factor R méas bajo para los datos de difraccién experimental en la resolucion
mas elevada posible.

[0051] Los residuos equivalentes que son funcionalmente analogos a un residuo especifico de la subtilisina de
Bacillus amyloliquefaciens se definen como aquellos aminoécidos de la proteina precursora, tal como una proteasa,
que pueden adoptar una conformacién de manera que alteran, modifican o contribuyen a la estructura de la proteina,
la unién a sustrato o catalisis de una manera definida y atribuida a un residuo especifico de la subtilisina de Bacillus
amyloliquefaciens. Ademas, son aquellos residuos de la proteina precursora, por ejemplo, proteasa (para la que se
ha obtenido la estructura terciaria mediante cristalografia de rayos X), que ocupan una posicion analoga hasta el
punto de que, aunque los d&tomos de la cadena principal del residuo determinado pueden no satisfacer el criterio de
equivalencia en base a la ocupacion de una posicion homéloga, las coordenadas atomicas de por los menos dos de
los a&tomos de la cadena lateral del residuo se encuentran a 0,13 nm de los aomos de la cadena lateral
correspondiente de la subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens. Las coordenadas de la estructura tridimensional de
subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens se establecen en la publicacion EP No. 0 251 446 (equivalente a la Patente
de Estados Unidos 5.182.204) y se puede utilizar tal como se ha indicado anteriormente para determinar los
residuos equivalentes a nivel de estructura terciaria.

[0052] Algunos de los residuos identificados para la sustitucion, insercion o deleciéon son residuos conservados,
mientras otros que no estan. En el caso de residuos que no son conservados, la sustitucion de uno o mas
aminoacidos se limita a sustituciones que producen una variante que presenta una secuencia de aminoacidos que
no corresponde con la de la naturaleza. En el caso de residuos conservados, dichas sustituciones no deberian dar
lugar a una secuencia natural. Las variantes de la presente invencion incluyen las formas maduras de variantes de
proteinas, asi como las formas pro- y prepro- de dichas variantes de proteinas. Las formas prepro- son la
construccién preferida, ya que esto facilita la expresion, secrecion y maduracion de las variantes de proteinas.

[0053] La "prosecuencia” se refiere a una secuencia de aminoacidos unidos a la parte N-terminal de la forma madura
de una proteina que cuando se elimina da lugar a la aparicion de la forma “madura” de la proteina. Muchas enzimas
proteoliticas se hallan en la naturaleza como productos de proenzimas traduccionales y, en ausencia del proceso
post-traduccional, se expresan de esta manera. Una prosecuencia preferida para la produccion de variantes de
proteina, tal como variantes de proteasa, es la posible prosecuencia de subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens,
aunque se pueden utilizar otras prosecuencias.

[0054] Una “secuencia sefial” o “presecuencia” se refiere a cualquier secuencia de aminoacidos unida a la parte N-
terminal de una proteina o a la parte N-terminal de una proproteina que puede participar en la secrecion de las
formas madura o pro de la proteina. Esta definicion de secuencia sefial es funcional, lo que significa que incluye
todas las secuencias de aminoacido codificadas por la parte N-terminal del gen de proteina que participan en la
realizacién de la secrecion de la proteina en condiciones nativas. La presente invencion utiliza dichas secuencias
para realizar la secrecion de las variantes de proteina tal como se definen aqui. Una posible secuencia sefial
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comprende los primeros siete residuos de aminoacidos de la secuencia sefial de subtilisina de Bacillus subtilis
fusionada al resto de la secuencia sefial de subtilisina de Bacillus lentus (ATCC 21536).

[0055] Una forma "repro" de una variante de proteina consiste en la forma madura de la proteina que tiene una
prosecuencia unida operativamente al extremo amino de la proteina y una secuencia “pre” o “sefial” unida
operativamente al extremo amino de la prosecuencia.

[0056] "Vector de expresion” se refiere a una construccion de ADN que contiene una secuencia de ADN que esta
unida operativamente a una secuencia control adecuada capaz de realizar la expresion de dicho ADN en un
huésped adecuado. Dichas secuencias control incluyen un promotor para realizar la transcripcion, una secuencia
operadora opcional para controlar dicha transcripcién, una secuencia que codifica sitios de unién a ribosomas de
ARNmM adecuados y secuencias que controlan la terminacién de la transcripcién y la traduccion. El vector puede ser
un plasmido, una particula fago o simplemente un inserto genémico potencial. Una vez transformado en un huésped
adecuado, el vector se puede replicar y actuar de manera independiente del genoma huésped, o puede integrarse,
en algunos casos, en el propio genoma. En la presente memoria, “plasmido” y “vector” se utilizan a veces de manera
indistinta, ya que el plasmido es la forma de vector utilizado mas habitualmente en la actualidad. Sin embargo, la
presente invencion pretende incluir dichas otras formas de vectores de expresion que realizan funciones
equivalentes y que son conocidas en la técnica o se conoceran.

[0057] Las “células huésped” utilizadas en la presente invencion son en general huéspedes procariotas o eucariotas
que preferiblemente se han manipulado mediante los métodos descritos en la Patente de Estados Unidos 4.760.025
(RE 34,606) para hacerlos incapaces de secretar endoproteasa enzimaticamente activa. Una célula huésped
preferida para expresar proteina es la cepa BG2036 de Bacillus que es deficiente en proteina neutra
enzimaticamente activa y proteasa alcalina (subtilisina). La construccién de la cepa BG2036 se describe en detalle
en la Patente de Estados Unidos 5.264.366. Otras células huésped para expresar proteinas incluyen Bacillus subtilis
1168 (también descrita en la Patente de Estados Unidos 4.760.025 (RE 34,606) y la Patente de Estados Unidos
5.264.366), asi como cualquier cepa de Bacillus adecuada, tal como B. licheniformis, B. lentus, etc.

[0058] Las células huésped se transforman o transfectan con los vectores construidos utilizando técnicas de ADN
recombinante. Estas técnicas se pueden hallar en cualquier guia practica de biologia molecular, por ejemplo,
Sambrook et al. Molecular Cloning - A Laboratory Manual (2nd ed.) Vol. 1-3, Cold Springs Harbor Publishing (1989)
("Sambrook™); y Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel et al. (eds.), Current Protocols, una empresa
conjunta entre Greene Publishing Associates, Inc. y John Wiley & Sons, Inc., (1997 Supplement) ("Ausubel"). Dichas
células huésped transformadas son capaces de replicar vectores que codifican las variantes de proteinas o expresar
la variante de proteina deseada. En el caso de vectores que codifican la forma pre- o la forma prepro- de la variante
de proteina, dichas variantes, cuando se expresan, se secretan habitualmente de la célula huésped al medio de la
célula huésped.

[0059] "Unida operativamente", cuando se describe la relacion entre dos regiones de ADN significa simplemente que
estan funcionalmente relacionadas entre si. Por ejemplo, una presecuencia esta unida operativamente a un péptido
si funciona como secuencia sefial, participando en la secrecion de la forma madura de la proteina implicando muy
probablemente la separacién de la secuencia sefial. Un promotor estd unido operativamente a una secuencia
codificante si controla la transcripcion de la secuencia; un sitio de union a ribosoma esta unido operativamente a una
secuencia codificante si esta colocado para permitir la traduccion.

[0060] Los genes que codifican la proteina precursora natural se pueden obtener de acuerdo con los métodos
generales conocidos por los expertos en la materia. Los métodos comprenden en general sintetizar sondas
marcadas que tienen potenciales secuencias que codifican regiones de la proteina de interés, preparar bibliotecas
gendmicas de organismos que expresan la proteina, y cribar las bibliotecas para el gen de interés mediante la
hibridacion con las sondas. A continuacion los clones de hibridacion positiva se localizan y se secuencian.

[0061] "Hibridaciéon" se utiliza para analizar si un fragmento de ADN o gen determinado corresponde con una
secuencia de ADN descrita en la presente invencion y, de este modo, se encuentra en el alcance de la presente
invencién. Las muestras a hibridar se pasan por electroforesis a través de un gel de agarosa (por ejemplo, agarosa
al 0,8%), de manera que se puede visualizar la separacion de los fragmentos de ADN por el tamafio. Los fragmentos
de ADN se visualizan normalmente mediante tincion con bromuro de etidio. El gel se pueden enjuagar brevemente
en H,0 destilada y posteriormente se despurina en una solucién apropiada (tal como, por ejemplo, HCI 0,15 M) con
agitacion suave seguido de desnaturalizacion durante 30 minutos (en, por ejemplo, NaOH 0,4 M) con agitacion
suave. SE puede incluir una etapa de renaturalizacion en la que el gel se coloca en NaCl 1,5 M, Tris 1 M, pH 7,0 con
agitacion suave durante 30 minutos.
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[0062] A continuacién, el ADN deberia transferirse a una membrana apropiada cargada positivamente, por ejemplo,
una membrana Maximum Strength Nytran Plus (Schleicher & Schuell, Keene, N.H.), utilizando una solucién de
transferencia (tal como, por ejemplo, 6XSSC (NaCl 900 mM, citrato de trisodio 90 mM). Una vez se completa la
transferencia, generalmente después de aproximadamente 2 horas, la membrana se enjuaga en, por ejemplo, 2X
SSC (2X SSC = NaCl 300 mM, citrato de trisodio 30 mM) y se seca al aire a temperatura ambiente. A continuacion,
la membrana deberia prehibridarse (durante aproximadamente 2 horas 0 mas) en una solucion de prehibridacion
adecuada (tal como, por ejemplo, una solucién acuosa que contiene por cada 100 mL: 20-50 mL de formamida, 25
mL de 20X SSPE (1X SSPE = NaCl 0,18 M, EDTA 1 mM, NaH,PO, 10 mM, pH 7,7), 2,5 mL de SDS al 20%, y 1 mL
de ADN de esperma de salmén o arenque fragmentado 10 mg/mL). Tal como sabria un experto en la materia, la
cantidad de formamida en la solucién de prehibridacién puede variarse dependiendo de la naturaleza de la reaccion
obtenida segun los métodos de rutina. De este modo, una cantidad inferior de formamida puede dar lugar a una
hibridacion mas completa en cuanto a la identificacion de moléculas que se hibridan con respecto al mismo
procedimiento utilizando una mayor cantidad de formamida. Por otro lado, se pueden identificar visualmente mas
facilmente una banda intensa de hibridacion mediante la utilizacion de méas formamida.

[0063] Se marca una sonda de ADN que es complementaria o casi complementaria a la secuencia de ADN de
interés y tiene generalmente entre 100 y 1000 bases de longitud (utilizando, por ejemplo, el sistema de marcaje
Megaprime segln las instrucciones del fabricante) para incorporar *P en el ADN. La sonda marcada se
desnaturaliza mediante calentamiento hasta 95°C durante 5 minutos e inmediatamente se afiade a la membrana y la
solucion de prehibridaciéon. La reaccién de hibridacion deberia proceder durante un tiempo apropiado y bajo
condiciones apropiadas, por ejemplo, durante 18 horas a 37°C con agitacion o rotacion suave. La membrana se
enjuaga (por ejemplo, en 2X SSC/SDS al 0,3%) y, a continuacion, se lava en una solucién de lavado adecuado con
agitacion suave. La rigurosidad deseada sera un reflejo de las condiciones bajo las que se lava la membrana (filtro).

[0064] Especificamente, la rigurosidad de una reaccion determinada (es decir, el grado de homologia necesaria para
una hibridacién satisfactoria) dependera de las condiciones de lavado a las que se somete el filtro después de la
hibridacion. Las condiciones de “rigurosidad baja” tal como se definen aqui comprenderan lavar un filtro con una
solucion de 0,2X SSC/SDS al 0,1 % a 20°C durante 15 minutos. Las condiciones de "alta rigurosidad" comprenden
una etapa de lavado adicional que comprende lavar el filtro una segunda vez con una solucion de 0,2X SSC/SDS al
0,1 % a 37°C durante 30 minutos.

[0065] Después de lavarse, la membrana se seca y se detecta la sonda unida. Si se utiliza **P u otro radioisétopo
como agente marcador, la sonda unida se puede detectar mediante autorradiografia. Otras técnicas para la
visualizacion de otras sondas so conocidas por los expertos en la materia. La deteccion de una sonda unida indica
una secuencia de acidos nucleicos que tiene la homologia deseada y estd comprendida en la invencion.

[0066] La proteina clonada se utiliza a continuacion para transformar una célula huésped con el fin de expresar la
proteina. El gen de la proteina se une a continuacién a un plasmido con un nimero de copias elevado. Este
plasmido se replica en huéspedes en el sentido de que contiene los elementos bien conocidos necesarios para la
replicacion del plasmido: un promotor unido operativamente al gen en cuestion (que se puede suministrar como el
propio promotor homélogo del gen si es reconocido, es decir, transcrito por el huésped), una regiéon de terminacion
de la transcripcion y una region de poliadenilacion (necesaria para la estabilidad del ARNm transcrito por el huésped
del gen de la proteina en ciertas células huésped eucariotas) que es exdgeno o es suministrada por la regién
terminadora enddgena del gen de la proteina y, de manera deseable, un gen de seleccion, tal como un gen de
resistencia a antibidtico que permite el mantenimiento continuo del cultivo de células huésped infectadas de
plasmido mediante el crecimiento en medio que contiene antibiético. Los plasmidos con un nimero de copias
elevado también contienen un origen de replicacion para el huésped, permitiendo asi que se generen grandes
cantidades de plasmidos en el citoplasma sin limitaciones cromos6micas. Sin embargo, se encuentra en el alcance
de la invencion integrar mdltiples copias del gen de proteina en el genoma del huésped. Esto se facilita por los
organismos procariotas y eucariotas que son particularmente susceptibles de recombinacion homéloga.

[0067] En una realizacion, el gen puede ser un gen natural, tal como el de B lentus o B. amyloliquefaciens.
Alternativamente, se puede producir un gen sintético que codifica una proteina precursora natural o mutante. En
dicha estrategia, se determina la secuencia de ADN y/o aminoacidos de la proteina precursora. A continuacion, se
sintetizan miltiples fragmentos de ADN de cadena sencilla sintético solapante, que, a continuacion, tras la
hibridacion y unién producen un ADN sintético que codifica la proteina precursora. Un ejemplo de construccion de
genes sintéticos se establece en el ejemplo 3 de la Patente de Estados 5.204.015.
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[0068] Una vez se ha clonado el gen de la proteina precursora natural o sintética, se realizan un conjunto de
modificaciones para potenciar el uso del gen méas alld de la sintesis de la proteina precursora natural. Dicha
modificacién incluye la produccion de proteinas recombinantes tal como se describe en la Patente de Estados
Unidos 4.760.025 (RE 34,606) y la Publicacion EPO No. 0 251446 y la producciéon de variantes de proteinas
descritas aqui.

[0069] Se puede utilizar el siguiente método de mutagénesis de cassette para facilitar la construccién de las
variantes de proteina de la presente invencion, aunque se pueden utilizar otros métodos. En primer lugar, el gen
natural que codifica la proteina se obtiene y secuencia de manera total o parcial. A continuacion, la secuencia se
rastrea para un punto en el que se desea realizar una mutacién (delecion, insercion o sustitucion) de uno o mas
aminoécidos en la enzima codificada. Las secuencias que flanquean este punto se evallan por la presencia de sitios
de restriccion para sustituir un segmento corto del gen por un conjunto de oligonucle6tidos que cuando se expresan
codificaran varios mutantes. Dichos sitios de restriccion son preferiblemente sitios Gnicos en el gen de proteina para
facilitar la sustitucion del segmento de gen. Sin embargo, se puede utilizar cualquier sitio de restriccion conveniente
gue no sea demasiado redundante en el gen de proteina, siempre que los fragmentos génicos generados por la
digestion por restriccion se pueden reensamblar en la secuencia correcta. Si los sitios de restriccion no estan
presentes en posiciones a una distancia conveniente desde el punto seleccionado (de 10 a 15 nucledtidos), dichos
sitios se generan sustituyendo nucleétidos en el gen de manera que ni el marco de lectura ni los aminoacidos
codificados cambian en la construccion final. La mutacién del gen con el fin de cambiar su secuencia para cumplir
con la secuencia deseada se realiza mediante la extension con el cebador M13 de acuerdo con los métodos
generalmente conocidos. La tarea de localizar regiones flanqueantes adecuadas y evaluar los cambios necesarios
para llegar a dos sitios de restriccion convenientes se realiza por rutina mediante la redundancia del cédigo genético,
un mapa de enzimas de restriccion y una gran cantidad de diferentes enzimas de restriccion. Cabe indicar que si
esta disponible un sitio de restriccion flanqueante conveniente, el método anterior necesita utilizarse sélo en relacion
con la regién flanqueante que no contiene un sitio.

[0070] Una vez se clona el AND natural o el ADN sintético, se digieren los sitios de restriccion que flanquean las
posiciones a mutar con las enzimas de restriccion afines y se unen en el gen un conjunto de cassettes de
oligonucleétidos complementarios en los extremos terminales. La mutagénesis se simplifica mediante este método
porque todos los oligonuclettidos se pueden sintetizar para tener los mismos sitios de restriccion y no son
necesarios enlazadores sintéticos para crear los sitios de restriccion.

[0071] En un aspecto de la invencion, el objetivo es asegurar una variante de proteina que tenga un potencial
alergénico alterado en comparacién con la proteina precursora, ya que disminuir dicho potencial permite un uso mas
seguro de la enzima. Mientras que la presente invencion es util para disminuir el potencial alergénico, las
mutaciones especificadas aqui se pueden utilizar en combinaciéon con mutaciones conocidas en la técnica para dar
lugar a una estabilidad térmica alterada y/o una especificidad de sustrato alterada, actividad modificada o estabilidad
alcalina alterada en comparacion con el precursor.

[0072] Los métodos de la presente invencion se pueden referir a alterar la capacidad del epitopo de células T que
incluye las posiciones de residuos 170-173 en Bacillus lentus para inducir la proliferacion de células T. La
modificacion se puede realizar a cualquiera de R170D, Y171Q y/o N173D o todos ellos. De manera similar, tal como
se describe en detalle anteriormente, se cree que la modificacion de los residuos correspondientes en cualquier
proteina dara lugar a la neutralizacion de un epitopo de células T clave en esa proteina. De este modo, en
combinacidn con las mutaciones descritas aqui en la region correspondiente a los residuos de aminoacidos 170-173,
se pueden utilizar sustituciones en las posiciones correspondientes a N76D/S103A/V1041/G159D opcionalmente en
combinacién con una o0 mas sustituciones seleccionadas del grupo que consiste en las posiciones correspondientes
a V68A, T213R, A232V, Q236H, Q246R, y T260A de subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens. Ademas de disminuir
el potencial alergénico de la variante de proteina de la invencién, para modular la estabilidad global y/o la actividad
proteolitica de la enzima. De manera similar, estas sustituciones se pueden combinar con una mutacién en la
Asparagina (N) en la subtilisina de Bacillus lentus en la posicion equivalente +76 a Aspartato (D) en combinacion con
las mutaciones S103A/V1041/G159D y opcionalmente en combinaciéon con una 0 mas sustituciones seleccionadas
del grupo que consiste en las posiciones correspondientes a V68A, T213R, A232V, Q236H, Q245R, y T260A de
subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens, para producir una mayor estabilidad y/o una mayor actividad de la enzima
mutante resultante.

[0073] Las variantes particulares incluyen las siguientes combinaciones especificas de residuos sustituidos
correspondientes a las posiciones:

N76D/S103A/V1041/G159D/K170D/Y171Q/S173D;

V68A/N76D/S103A/V1041/G159D/K170D/Y1710/S173D/Q236H;
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V68A/N76D/S103A/V1041/G159D/K170D/Y171Q/S173D/Q236H/Q245R,;
V68A/N76D/S103A/V1041/G159D/K170D/Y171Q/S173D/A232VIQ236H/Q245R; y
V68A/N76D//S103A/V1041/G159D/K170D/Y171Q/S173D/T213R/A232V/IQ236H/

Q245R/T260A de subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens. Estas sustituciones se realizan preferiblemente en
subtilisina de Bacillus lentus (recombinante o de tipo nativo), aunque las sustituciones se pueden realizar en
cualquier proteina de Bacillus.

[0074] En base a los resultados de cribado obtenidas con las variantes de proteinas, las mutaciones indicadas
anteriormente en subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens son importantes para la actividad proteolitica, acciéon y/o
estabilidad de estas enzimas y la accidn de limpieza o lavado de dichas enzimas variantes.

[0075] Muchas de las variantes de proteinas son Utiles en la formulacion de varias composiciones de detergentes.
Un conjunto de compuestos conocidos son tensoactivos adecuados Utiles en composiciones que comprenden las
proteinas mutantes. Estos incluyen detergentes no iénicos, aniénicos, catidnicos, aniénicos o zwitteriénicos, tal como
se describen en US 4.404.128 de Barry J. Anderson y US 4.261.868 de Jiri Flora, et al. Una formulacion de
detergente adecuada es la que describe en el ejemplo 7 de la Patente de Estados unidos 5.204.015. La técnica es
familiar con las diferentes formulaciones que se pueden utilizar como composiciones de limpieza. Ademas de las
composiciones de limpieza habituales, se entiende facilmente que se pueden utilizar variantes de proteinas para
cualquier objetivo que utilice proteinas nativas o de tipo salvaje. De este modo, se pueden utilizar estas variantes,
por ejemplo, en aplicaciones de jabén de barra o liquido, formulaciones de lavavajillas, soluciones o productos de
limpieza de lentes de contacto, hidrdlisis peptidica, tratamiento de residuos, aplicaciones textiles, como enzimas de
separacion por fusion en la produccion de proteinas, etc. Las variantes pueden comprender, ademas de una mejor
alergenicidad, una mayor accion en una composicion de detergente (en comparacion con el precursor). Tal como se
utiliza aqui, una mayor acciéon en un detergente se define como el aumento de la limpieza de ciertas manchas
sensibles a enzimas, tales como césped o sangre, tal como se determina mediante evaluacion habitual después de
un ciclo de lavado estandar.

[0076] Las proteinas, particularmente proteasas, se pueden formular en detergentes en polvo y liquidos conocidos,
que tienen un pH ente 6,5y 12,0 a niveles de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 5% (preferentemente 1%
a 5%) en peso. Estas composiciones de limpieza detergentes también pueden incluir otras enzimas, tales como
proteasas, amilasas, celulasas, lipasas o endoglicosidasas conocidas, asi como “builders” y estabilizantes.

[0077] La adicion de proteinas, particularmente proteasas, a composiciones de limpieza convencionales no crean
ninguna limitacién de uso especial. En otras palabras, cualquier temperatura y pH adecuados para el detergente
también son adecuados para las presentes composiciones siempre que el pH esté dentro del intervalo anterior y la
temperatura por debajo de la temperatura desnaturalizante de la proteina descrita. Ademas, se pueden utilizar
proteinas en una composicion de limpieza sin detergentes, de nuevo solas o0 en combinacién con “builders” y
estabilizantes.

[0078] Las variantes de proteinas se pueden incluir en la alimentacion para animales, tales como parte de aditivos
para alimento para animales tal como se describe en, por ejemplo, US 5.612.055; US 5.314.692; y US 5.147.642.

[0079] Las variantes de proteinas se pueden utilizar para tratar, por ejemplo, seda o lana, tal como se describe en
publicaciones, tales como RD 216.034; EP 134.267; US 4.533.359; y EP 344.259.

[0080] Las variantes se pueden cribar por la actividad proteolitica segin métodos conocidos en la técnica. Un
experto en la materia reconocera facilmente que se determinaran los usos de proteinas, en gran parte, sobre las
propiedades inmunoldgicas de las proteinas. Por ejemplo, las enzimas que muestran una alergenicidad reducida se
pueden utilizar en composiciones de limpieza. “Composiciones de limpieza” son composiciones que se pueden
utilizar para eliminar compuestos no deseados de sustratos, tales como tejidos, platos, lentes de contacto, otros
sustratos sélidos, pelo (champu), piel (jabones y cremas), etc. Las proteinas, en particular celulasas,proteasas y
amilasas, con una alergenicidad reducida, también se pueden utilizar en el tratamiento de tejidos. El “tratamiento
textil” comprende un proceso en el que los tejidos, hilos o fibras individuales que se pueden tejer, fieltrar o tricotar en
tejidos o prendas se tratan para realizar una caracteristica deseada. Ejemplos de dichas caracteristicas deseadas
son “lavado a la piedra”, eliminar pelusas, eliminar pelo, “desizing”, suavizar y otros tratamientos textiles conocidos
por los expertos en la materia.

[0081] Los métodos de la presente invencion se pueden aplicar a proteinas terapéuticas contra las que los
individuos preparan una respuesta inmune, en particular, los individuos que carecen de produccién endégena de la
proteina son susceptibles de formar anticuerpos neutralizantes y ser retractil al tratamiento. Asi mismo, las
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modificaciones de una proteina pueden introducir nuevos epitopos que son potencialmente inmunogénicos. Los
métodos de la invencion se pueden utilizar para identificar y modificar epitopos en, por ejemplo, el factor VIII
humano, para evitar respuestas neutralizantes.

[0082] Las composiciones farmacéuticas se pueden preparar de varias formas, tales como granulos, comprimidos,
pastillas, supositorios, cépsulas, suspensiones, balsamos, lociones y similares. Los portadores y/o diluyentes
organicos o inorganicos de grado farmacéutico adecuados para el uso oral y topico se pueden utilizar para
componer composiciones que contienen los compuestos terapéuticamente activos. Entre los diluyentes conocidos
en la técnica se incluyen medio acuoso, aceites y grasas vegetales y animales. Como agentes auxiliares se pueden
utilizar agentes estabilizantes, agentes humectantes y emulsionantes para variar la presién osmaética o tampones
para asegurar un valor de pH adecuado y aumentadores de la penetracion en la piel. Las composiciones
farmacéuticas también pueden incluir uno o0 mas de los siguientes: portador de proteinas, tales como albimina
sérica; tampones; rellenadores, tales como celulosa microcristalina, lactosa, maiz y otros almidones; agentes
aglutinantes, edulcorantes y otros agentes aromatizantes; agentes colorantes; y polietilenglicol. Los aditivos son
conocidos en la técnica y se utilizan en una serie de formulaciones.

[0083] Lo siguiente se presenta a modo de ejemplo y no debe interpretarse como una limitacion en el alcance de las
reivindicaciones.

EJEMPLO

Ejemplo 1

Ensayo para la identificacion de epitopos de células T de péptido utilizando células T humana intactas

[0084] Se recogieron células de sangre periférica humana nueva de humanos “intactos”, es decir personas no
expuestas o sensibles a proteasa de Bacillus lentus, para la determinacion de epitopos antigénicos en proteasa de
Bacillus lentus y subtilisina humana. Por humanos intactos se pretende dar a entender que el individuo no ha sido
expuesto o ha desarrollado una reaccion a proteasa en el pasado. Se prepararon células mononucleares de sangre
periférica (almacenadas a temperatura ambiente, no mas de 24 horas) para uso de la siguiente manera: se llevaron
aproximadamente 30 ml de una solucién de preparacion de una capa leuco-plaquetaria de una unidad de sangre
completa a 50 ml con solucién tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS) y se separaron en dos tubos. Las
muestras se suplementaron con 12,5 ml de un medio de separacién por densidad linfoprep a temperatura ambiente
(densidad Nycomed 1,077 g/ml). Los tubos se centrifugaron durante treinta minutos a 600 G. Se recogio la interfase
de las dos fases, se juntd y se lavé con DPBS. La densidad celular de la solucién resultante se midi6 mediante un
hemocitdmetro. La viabilidad se midi6 mediante exclusion con azul tripano.

[0085] A partir de la solucion resultante, se preparé un cultivo de células dendriticas diferenciadas a partir de la
muestra de células mononucleares de sangre periférica que tenia una densidad de 10® células por 75 ml de matraz
de cultivo en una solucién de la siguiente manera:

(1) se suplementaron 50 ml de medio AIM V libre de suero (Gibco) con una dilucion 1:100 de beta-mercaptoetanol
(Gibco). Los matraces se dejaron planos durante dos horas a 37°C en CO0, al 5% para permitir la adherencia de
monocitos a la pared del matraz.

(2) La diferenciacion de las células monocitos a células dendriticas fue de la siguiente manera: se extrajeron las
células no adherentes y las células adherentes resultantes (monocitos) se combinaron con 30 ml de AIM V, 800
unidades /ml de GM-CSF (Endogen) y 500 unidades/ml de IL-4 (endogen); la mezcla resultante se cultivé durante 5
dias bajo condiciones a 37°C en CO- al 5%. Después de cinco dias, se afadid citoquina TNFa (endogen) hasta 0,2
unidades/ml, y la citoquina IL-1a (endogen) se afiadié hasta una concentracion final de 50 unidades/ml y la mezcla
se incub6 a 37°C en CO; al 5% durante dos dias mas.

(3) En el séptimo dia, se afiadié6 Mitomicina C a una concentraciéon de 50 microgramos/ml para detener el
crecimiento del cultivo de células dendriticas ahora diferenciadas. La solucién se incub6 durante 60 minutos a 37°C
en CO; al 5%. Las células dendriticas se recogieron mediante rascado suave de las células adherentes para
sacarlas del fondo del matraz mediante un rascador celular. A continuacion, se centrifugaron las células adherentes
y no adherentes a 600G durante 5 minutos, se lavaron en DPBS y se contaron.

(4) Las células dendriticas preparadas se colocaron en un array de base redonda de 96 pocillos a 2x104/pocillo en
100 microlitros de volumen total de medio AIM V.

[0086] Se prepararon células T CD4+ a partir de alicuotas congeladas de las muestras de células de sangre
periférica utilizadas para preparar las células dendriticas utilizando el Kit Cellect de CD4+ humanas (Biotex) segun
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las instrucciones del fabricante con la siguiente modificacion: las alicuotas se descongelaron y se lavaron de manera
gque aproximadamente 108 células se aplicaran por columna Cellect; las células se resuspendieron en 4 ml de DPBS
y 1 ml del reactivo Cell del kit Cellect, la solucién se mantuvo a temperatura ambiente durante 20 minutos. La
solucion resultante se centrifugd durante cinco minutos a 600G a temperatura ambiente y el residuo celular se
resuspendio en 2 ml de DPBS y se aplico a las columnas Cellect. El efluente de las columnas se recogié en suero
humano al 2% en DPBS. La solucién de células CD4+ resultante se centrifugd, se resuspendié en medio AIMV y se
conté la densidad.

[0087] La suspension de células T CD4+ se resuspendié hasta un recuento de 2x10°/ml en medio AIM V para
facilitar una manipulacion eficiente de la placa de 96 pocillos.

[0088] Se prepara antigeno peptidico de una solucién madre 1 M en DMSO mediante dilucién en medio AIM V en
una proporcion 1:10. Se colocan 10 microlitros de la solucién madre en cada pocillo de la placa de 96 pocillos que
contienen las células dendriticas diferenciadas. A continuacion se afiaden a cada pocillo 100 microlitros de la
solucion de células T CD4+ diluidas preparada anteriormente. Los controles Utiles incluyen blancos de DMSO
diluidos y controles positivos de toxoide del tétanos.

[0089] Las concentraciones finales en cada pocillo, a un volumen total de 210 microlitros, son las siguientes:
2x10* CD4+

2x10° células dendriticas (R:S de 10:1)

5 mM péptido

Ejemplo 2

Identificaciéon de epitopos de células T en proteasa de subtilisina de Bacillus lentus y humana

[0090] Los péptidos para utilizar en el ensayo descrito en el ejemplo 1 se prepararon en base a la secuencia de
aminoéacidos de la subtilisina de Bacillus lentus y humana. Los antigenos peptidicos se disefiaron de la siguiente
manera. A partir de la secuencia de aminoacidos de longitud completa de subtilisina humana o proteasa de Bacillus
lentus proporcionada en la figura 1, se prepararon sintéticamente grupos de 15 unidades, cada grupo de 15
unidades se solapaba con el anterior y el posterior grupo de 15 unidades a excepcion de tres residuos.

[0091] Los péptidos utilizados corresponden a tramos de residuos de aminoacidos en Bacillus lentus proporcionados
en la figura 8, y péptidos correspondientes con residuos de aminoacidos en subtilisina humana proporciona en la
figura 7. Los péptidos utilizados correspondientes a las proteasas se proporcionan en la figura 6. Todos los analisis
descritos mostraron respuestas robustas de control positivo al toxoide antigeno del tétanos. Las respuestas se
promediaron con cada experimento, a continuacién se normalizaron con respecto a la respuesta en la linea base.
Se registro un suceso positive si la respuesta era por lo menos tres veces la respuesta en la linea base.

[0092] La respuesta inmunogénica (es decir, proliferacion de células T) con respecto a los péptidos preparados a
partir de subtilisina humana y Bacillus lentus coincidian y se proporciona en las figuras 4 y 5, respectivamente. La
proliferacion de células T se midié6 mediante el método de tritio incorporado. Los resultados se muestran en las
figuras 4 y 5 como comparacion de la respuesta aditiva inmunogénica en 10 individuos (figura 4) y 16 individuos
(figura 5) con respecto a diversos péptidos. La respuesta se indica como la respuesta afiadida en la que 1,0 es igual
a la respuesta de la linea base para cada muestra. De este modo, en la figura 4, una lectura de 10,0 o inferior es la
respuesta de la linea base y en la figura5 una lectura de 16,0 o inferior es la respuesta de la linea base. Cuanto
mayor es la respuesta, mas potente se considera el epitopo de células T.

[0093] Tal como se indica en las figures 4 y 5, la respuesta inmunogénica de las muestras de sangre intactas de
individuos no sensibilizados mostré una respuesta alergénica en el fragmento peptidico de Bacillus lentus
correspondiente a los residuos 170-173 de proteasa de Bacillus amyloliquefaciens. Tal como se esperaba, el
fragmento correspondiente en la subtilisina humana provoca Unicamente respuesta de la linea base.

[0094] La figura 9 muestra la respuesta de células T a péptidos derivados de proteasa de Bacillus lentus en una
muestra tomada de un individuo que se sabe que es hipersensible a proteasa de Bacillus lentus. El péptido E05
representa la region correspondiente a 170-173 en proteasa de Bacillus amyloliquefaciens. Tal como se muestra en
la figura 9, el individuo hipersensible era altamente sensible al epitopo de células T representado por el péptido E05.
Esto confirma que, mediante la realizacion del ensayo segun la presente invencion, es posible predecir los epitopos
principales identificados por las células T de un individuo hipersensible.
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[0095] La figuralO muestra la respuesta de células T a varias sustituciones de alanina en el péptido EO5 de proteasa
de Bacillus lentus en una muestra tomada de un individuo que se sabe que es hipersensible a la proteasa de
Bacillus lentus. Se utilizaron sustituciones de alanina como sustituciones con el objetivo de determinar el papel de
cualquier residuo especifico en el epitopo. La leyenda de la figura 10 se refiere a la posicién del péptido en la que se
sustituy6 una alanina, es decir en el péptido E06 (secuencia GSISYPARYANAMAV), Ga A=2,SaA=3,1aA=4,S a
A=5,YaA=6,PaA=7,RaA=8,YaA=9 NaA=10,MaA=11yVaA=12. Tal como se indica en la figura 10,
la sustitucién de cualquiera de los residuos R170A, Y171A y/o N173A en la proteasa de Bacillus lentus da lugar a
una respuesta espectacularmente reducida en la muestra de sangre del individuo hipersensible.

[0096] A partir de estos resultados, es evidente que los residuos 170, 171 y 173 son ampliamente responsables del
inicio de la reaccion alérgica en la proteasa de Bacillus lentus.

Ejemplo 3

Identificacién de epitopos de células T en celulasa de Humicola insolens (Carezyme®)

[0097] El procedimiento descrito anteriormente se realizd en péptidos derivados de una celulasa de Humicola
insolens (Carezyme® de Novo Nordisk). Tal como se puede observar de la figura 13, se descubrieron 2 epitopos de
células T, AO1y FO6.

Ejemplo 4

Identificacién de epitopos de células T en lipasa de Thermomyces Lanuginosa (Lipolase®)

[0098] EIl procedimiento descrito en el ejemplo 2 se realizé sobre péptidos derivados de una lipasa de Thermomyces
lanuginosa (Lipolase ® de Novo Nordisk). Tal como se puede observar a partir de la figura 14, se descubrieron dos
epitopos de células T, A12 y C06. El péptido EO3 produjo una proliferacion de células T ligeramente incrementada
en los donantes intactos, sin embargo, este péptido es consecutivo a Al2 y representan un epitopo. En este
aspecto, el experto en la materia entiende que la longitud de los epitopos puede variarse, y la potencia exacta del
epitopo, natural o mutado, se puede determinar mediante los métodos de la presente invencion.

Ejemplo 5

Identificacidn de epitopos de células T en endoglucanasa H de Streptomyces plicatus

[0099] EI procedimiento descrito en el ejemplo 2 se realizd sobre péptidos derivados de endoglucanasa H de
Streptomyces plicatus. Tal como se puede observar a partir de la figura 15, se descubrié un péptido Unico de células
T, CO6.

Ejemplo 6

Identificacion de epitopos de células T en un hibrido de proteasas (GG36-BPN’)

[0100] Después de determinar la localizacion de un epitopo de células T, se construyé un hibrido de proteasas
utilizando técnicas de modificacion de proteinas establecidas. El hibrido se construyd de manera que se sustituyo
una secuencia de aminoacidos de la proteina altamente alergénica con una secuencia correspondiente de un
homadlogo menos alergénico. En este caso, los primeros 122 aminoacidos de la proteasa se derivaron de GG36 y la
secuencia de aminoacidos restante derivaba de BPN'.

[0101] El hibrido se analiz6é primero de una muestra de 100 ppm de condicién de norteamericana en un ensayo de
24 pocillos en muestras (“swatches”) superfijadas a 0,5 ppm, liquido (Tide KT) a 0,5 en un ensayo de 24 pocillos con
3000 muestras (“swatches”) y en el ensayo de N'N-dimetil caseina, 5 g/l de DMC en detergente NA, método de
deteccién de TNBS.

[0102] Los resultados se muestran en las figuras 16, 17 y 18.
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Ejemplo 7

Identificacién de una proteina natural poco inmunogénica

[0103] Utilizando los métodos de la presente invencién, se identificé la proteinasa K como productora de una
respuesta inmunogénica inferior a otras proteasas comercialmente disponibles. La proteinasa K identificada en la
presente invencion es Tritirachium Album limber. Para una descripcion general de proteasas y metodologias, véase,
Mathew, C.G.P. Isolation of high molecular weight eukaryotic DNA, in Methods in Molecular Biology, vol. 2: Nucleic
Acids (Walker, J.M.,ed.), Humana, Clifton, NJ, (1984) pp. 31-34.

Ejemplo 8:

Epitopo de células T introducido en una proteina no alergénica

[0104] Se ha observado que la subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens es comparativamente no inmunogénica
cuando se analiza en cobayas de de cepa Hartley. Una proteina relacionada de Bacillus lentis es altamente
inmunogénica. Se definieron previamente los epitopos de células T funcionales en la molécula de B. lentis que no se
hallaron en la molécula de B. amyloliquefaciens, aun cuando las secuencias de interés eran altamente homélogas. A
efectos de analizar el principio de que la presencia de un epitopo de células T funcional puede controlar los niveles
relativos de produccion de anticuerpos, se cred un epitopo de células T de tipo B. lentis en la molécula de B.
amyloliquefaciens. Este cambid se llevo a cabo mediante la sustitucion de un Unico aminoacido en la secuencia de
B. amyloliquefaciens. La subtilisina de B. amyloliquefaciens y la variante modificada en el epitopo de células T de la
subtilisina de B. amyloliquefaciens se analizaron en un modelo de cobaya de inmunogenicidad.

[0105] Mapeo de epitopos de células T de subtilisina de B. lentis y B. amyloliquefaciens: las cobayas se inmunizaron
con 20 pg/inmunizacion de subtilisina de B. lentis o B. amyloliquefaciens. Los animales se inmunizaron
subcutdneamente en adyuvante cada dos semanas durante 10 a 12 semanas. Se cred una suspension de células
individuales de esplenocitos de cobaya a partir del bazo de cada animal. Las células se emplacaron a 5 x 10°
esplenocitos por pocillo en placas de 96 pocillos de base redonda. Se sintetizaron mediante Mimotopes péptidos de
15 unidades desplazados en 3 aminoacidos. Los péptidos se resuspendieron hasta 1 mm en DMSO. Se afadieron
los péptidos a las células a una concentracion final de 5 uM. Los cultivos se incubaron durante 5 dias a 37°C, CO: al
5%. Los pocillos se pulsaron con 0,5 uCi de timidina tritiada y se dejaron incubar durante 18 horas adicionales. Se
recogieron los pocillos y se evalué la incorporacién de timidina.

[0106] Se hallaron dos epitopos de células T en subtilisina de B. lentis, y no se hallé ninguno en subtilisina de B.
amyloliquefaciens (>10 animales analizados para estos epitopos). Se observé que los epitopos de células T de B.
lentis comprendian las siguientes secuencias:

IAALNNSIGVLGVAP (SEC ID NO:237) y LEWAGNNGMHVANLSLGS (SEC ID NO:238).

[0107] Para la SEC ID NO:237, la secuencia similar en subtilisina de B. amyloliquefaciens es VAALNNSIGVLGVAP
(SEC ID NO:239). La region similar en la subtilisina de B. amyloliquefaciens para SEC ID NO:238 fue la menos
homologa: IEWAIANNMDVINMSLG (SEc ID NO: 240).

[0108] La SEC ID NO:237 y la region homdloga en la molécula de subtilisina de B. amyloliquefaciens (SEC ID NO:
239) difieren en un aminoécido: en la subtilisina de B. lentis el primer aminoacido es una |, mientras que es una V en
B. amyloliquefaciens. Por lo tanto, se razona que si se cambia la V en la secuencia de B. amyloliquefaciens por una
I, se crearia el epitopo de células T de B. Lentis en la estructura de B. amyloliquefaciens.

[0109] Esta molécula se cre6 mediante técnicas estandar de biologia molecular, y se denominé B. amyloliquefaciens
V72l. También se conocié como GP002.

[0110] Inmunizaciones de cobaya: Se inmunizaron cobayas Hartley hembras adultas con varias dosis de subtilisina
de B. amyloliquefaciens y GP002. Las dosis fueron 1, 5, 10, y 20 ug/dosis. Hubo cuatro animales para cada dosis.
Los animales se inmunizaron subcutdneamente con enzima en Adyuvante Completo de Freund para la primera
inmunizacion. Las posteriores inmunizaciones se realizaron en adyuvante Incompleto de Freund. Los animales se
inmunizaron, y se tomd una muestra de suero, cada dos semanas.

[0111] ELISA: Se realiz6 un ELISA directo. Las placas EIA Costart se recubrieron con 10 pg/ml de la enzima
inmunizante en PBS durante la noche a 4°C. Las placas se lavaron y se bloquearon con BSA al 1% en PBS. Las
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muestras de suero se diluyeron en BSA/PBS al 1% y se incubaron en las placas recubiertas de enzimas durante 1
hora. Las muestras de suero se lavaron y se afiadid IgG de cerdo anti-cobaya biotinilada a una diluciéon de 1:10.000
en BSA/PBS al 1%. El reactivo secundario se incubé durante 1 hora. Los pocillos se lavaron, y se afiadio peroxidasa
de rabano picante conjugada a avidina a los pocillos a una diluciéon de 1:000 en BSA/PBS al 1%. Después de 30
minutos, se afiadio sustrato (ABTS) y se ley6 la DO4gs después de 30 minutos.

[0112] Calculo de titulos: Se resto la linea base de las lecturas de DO vy los resultados se representaron para cada
cobaya individual. Se realiz6é un analisis por regresion lineal en la parte lineal de la curva. El valor del titulo se calculd
a partir de la ecuacion de regresion lineal para una DO = 0,5. A continuacién, se promediaron estos titulos
individuales.

[0113] Dos cobayas en la dosis de 10 ug de GP001 murieron a las 2 semanas en el estudio. Por lo tanto, se
desecharon los datos para la dosis de 10 pg.

[0114] Dos resultados son inmediatamente evidentes: primero, la variante GP002 aumentd los titulos de anticuerpo
especifico de antigeno sobre la evolucién completa en el tiempo para las dosis mas bajas de enzimas; y la variante
GP002 aumento los titulos de anticuerpo especifico de antigeno para todas las dosis de enzimas en los puntos de
tiempo mas iniciales.

[0115] En puntos de tiempo extendidos y para dosis mas elevadas, la diferencia entre subtilisina de B.
amyloliquefaciens y su variante ya no fue evidente. Véanse las figuras 19 y 20.

[0116] A partir de las figures, es evidente que un Unico cambio en la secuencia de aminoacidos de la subtilisina de
B. Amyloliquefaciens alteraba significativamente su inmunogenicidad.

Ejemplo 9

Reduccién de alergenicidad in Vivo

[0117] Dada la posibilidad de identificar epitopos de células T humanas, es posible modificar su secuencia de
aminoéacidos para reducir la activacion de células T y la posterior respuesta inmune a la proteina. Sin embargo, para
evaluar el efecto in vivo de estos cambios, es necesario utilizar un modelo animal que representa la capacidad de
moléculas HLA humana de presentar los epitopos. Por ejemplo, se han identificado epitopos de células T humanas
en la molécula BPN’ en las regiones 70-84 y 109-122 (véase USSN 09/500,135, solicitada el 8 de febrero, 2000;
Figura 16).

[0118] Las sustituciones en la secuencia de aminoacidos de estos motivos condujeron a una proliferacion reducida
de células T in vitro utilizando células humanas que representan un amplio espectro de haplotipos de HLA humana.
Los ensayos de unién in vitro utilizando lineas de células B transformadas con EBV demostraron que los péptidos
70-84 y 109-123 se unieron a moléculas HLA DQ2. Las sustituciones que se hallaron para reducir la proliferacion de
células T se introdujeron en la secuencia codificante para FNA (BPN’ con una sustitucién Y217L) para la produccién
de variantes FNA inmunogénicas reducidas.

[0119] Se utilizaron ratones transgénicos que expresaban genes de HLA humana para estudiar epitopos
presentados al sistema inmune in vivo. Aunque las células inmunes de respuesta son de origen de raton, existe una
fuerte correlacion entre los epitopos reconocidos en humanos y ratones. Sin embargo, un uso nuevo de los ratones
transgénicos con HLA es el andlisis de proteinas variantes para un potencial alergénico reducido como prediccion de
cémo responderan los individuos humanos.

[0120] Para demostrar este efecto, tanto FNA como la variante de FNA que contenian cambios de aminoacidos en
los epitopos 70-84 y 109-123 se utilizaron para inmunizar ratones transgénicos con HLA DR3/DQ2 que se habian
retrocruzado en ratones knockout I-Ab (que carecen de la expresion de moléculas enddgenas I-A de clase II,
referidas como C2D). Se inmunizaron ratones macho adultos HLA-DR3/DQ2/C2D con 50 pg de FNA o variante de
FNA emulsionado en Adyuvante Completo de Freund. La inmunizacién se administré intraperitonealmente. Dos
semanas mas tarde, los ratones recibieron otra inmunizacion intraperitoneal de 50 ug de FNA o la variante
emulsionado en Adyuvante Completo de Freund. Una semana mas tarde, los ratones sangraron a través de la ruta
retro-orbital y se recogi6 el suero. El suero se evalu6 por los anticuerpos IgG especificos de antigeno en un
protocolo ELISA directo. Brevemente, se recubrieron placas EIA de base plana de 96 pocillos durante la noche con
10 ng/ml de FNA desnaturalizado. Las placas se lavaron, se bloguearon con suero de ternera fetal al 1% y el suero
se titulé en diluciones 1:10. El suero se extrajo lavando los pocillos, y se detecté la IG especifica de antigeno con
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IgG anti-ratén conjugada con peroxidasa de rabano picante. Los resultados se presentan como la diluciéon en serie
frente a la densidad 6ptica promedio (x 1000) en la Tabla 1 y la Figura 21.

Tabla 1

Dilucion FNA Variante de FNA
10 2937,5 88

100 2476 120

1000 1695 103

10000 641,5 80

100000 207 85

1000000 129,5 76

10000000 88,5 85

[0121] Los resultados indicaban que los cambios introducidos en las regiones 70-84 y 109-123 reducian
significativamente la capacidad de los ratones transgénicos DQ2 de producir una respuesta humoral a la variante y
proporcionar un método para la caracterizacion in vivo de proteinas modificadas que predicho con los métodos de la
presente invencion mostraban una inmunogenicidad reducida en humanos.
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REIVINDICACIONES
1. Método para determinar el potencial alergénico de una proteina modificada que comprende las etapas de,

a) inmunizar un primer raton transgénico con una proteina de interés e inmunizar un segundo ratén transgénico con
una proteina modificada, en el que dicha proteina modificada es una variante de dicha proteina de interés y dicha
proteina de interés incluye un epitopo de células T en el que la variante difiere de la proteina de interés por tener un
epitopo de células T alterado;

b) recoger suero de dicho primer y dicho segundo ratén transgénico inmunizado;

¢) medir el suero por las inmunoglobulinas especificas de antigeno;
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d) comparar la respuesta inmunogénica de dicha variante y dicha proteina de interés; en el que el primer ratén
transgénico y el segundo ratén transgénico son HLA DR3/DQ2, y en el que la variante y la proteina de interés
producen una respuesta inmunogénica diferente en dichos ratones transgénicos.

2. El método segun la reivindicacion 1, en el que dicha proteina de interés es una enzima.

3. El método segun la reivindicacion 2, en el que dicha enzima es una proteasa.

4. El método segun la reivindicacién 1, en el que la inmunoglobulina especifica de antigeno es IgG.

5. El método segun la reivindicacion 1, en el que los ratones transgénicos HLA DR3/DQ2 se han retrocruzado con
ratones que carecen de la expresion de moléculas enddgenas I-A de clase II.

6. El método segun la reivindicacion 1, en el que dicho epitopo de células T se altera con sustituciones de
aminoacidos.

7. El método segun la reivindicacion 1, en el que dicho epitopo de células T se altera por tener una parte terminal de
dicha proteina de interés que incluye dicho epitopo de células T sustituido por una parte terminal correspondiente de
un homologo de dicha proteina de interés, en el que dicho homologo no comprende un epitopo de células T idéntico
a dicho epitopo de células T sustituido.

8. El método segun la reivindicacion 1, en el que dicha respuesta inmunogénica producida por la variante es inferior
a la respuesta inmunogénica producida por la proteina de interés.

9. El método segun la reivindicacion 1, en el que dicha respuesta inmunogénica producida por la variante es mayor
que la respuesta inmunogénica producida por la proteina de interés.

10. El método segun la reivindicacion 1, en el que dicha respuesta inmunogénica es predictiva de la respuesta
alergénica en humanos.

11. El método segun la reivindicacién 10, en el que dicha proteina de interés es una proteasa.
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COMPARACION DE SECUENCIAS DE SUBTILISINA DE:

FIG._3A
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FIG._10 NGmero de péptido

NUMERO DE PEPTIDO SECUENCIA
1 (Secuencia no modificada) GSISYPARYANAMAV
2 ASISYPARYANAMAV
3 GATSYPARYANAMAV
4 GSASYPARYANAMAV
5 GSIAYPARYANAMAY
FIG. _ 1 1 6 GSISAPARYANAMAV
7 GSISYAARYANAMAV
8 GSISYPAAYAva
9 GSISYPARAANAMAV
10 GSISYPARYAAAMAV
11 GSISYPARYANAAAV
12 GSISYPARYANAMAA
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