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DESCRIPCION
Epitopos de Linfocitos T del Alérgeno Cyn d1 de Polen de Pasto Bermuda
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere generalmente a moléculas tales como péptidos, polipéptidos y proteinas que
interaccionan inmunolégicamente con linfocitos T en sujetos que tienen alergia a pasto Bermuda y secuencias
genéticas que codifican a los mismos. Estas moléculas son preferentemente inmunointeractivas con linfocitos T en
sujetos que tienen alergia al polen de pasto Bermuda. Las moléculas de la presente invencién son utiles en el
desarrollo de agentes de diagnéstico, terapéuticos y profilacticos para afecciones caracterizadas por una respuesta
inmune aberrante, inapropiada o de otro modo no deseada a polen de pasto Bermuda o derivado u homélogo del
mismo.

Antecedentes de la invencion

Los detalles bibliograficos de las publicaciones referidas por autor en la presente memoria descriptiva se recopilan
alfabéticamente al final de la descripcion.

La referencia a cualquier técnica anterior en esta memoria descriptiva no es y no deberia interpretarse como un
reconocimiento o cualquier forma de sugerencia de que la técnica anterior forma parte del conocimiento general
habitual en Australia.

El polen de pasto Bermuda (o pasto diente de perro) (Cynodon dactylon) es un aeroalérgeno de temporada
clinicamente importante en climas subtropicales en todo el mundo y en climas templados en los que el pasto
Bermuda se usa de forma creciente en mezclas de cultivo y para evitar la erosion del suelo. En Australia, el polen de
lolium generalmente se considera la fuente alérgena de temporada mas importante, pero de 736 pacientes en
nuestra base de datos de alergias con asma de temporada y/o rinitis, 627 (85 %) estan sensibilizados tanto a BGP
como a polen de lolium y sélo 100 (14 %) estan sensibilizados solamente para polen de lolium. Los pacientes que
tienen alergia de temporada clinica debido a lolium tienen sintomas en primavera pero con la alergia al polen de
pasto Bermuda los sintomas mayores se prolongan hasta verano tardio en el hemisferio sur.

La farmacoterapia es el pilar del tratamiento para enfermedades alérgicas, pero para sujetos seleccionados de otra
forma apropiada, la inmunoterapia especifica de alérgeno (SIT) ofrece la oportunidad de modificar el transcurso
natural de la enfermedad y se ha mostrado que es altamente eficaz y de larga duracién en alergia al polen de pasto
(Durham S.R., Walker S.M., Varga, E.M., Jacobson, M.R., O’Brien, F., Novel, W., Till S.J., Hamid, Q.A., N. Engl. J.
Med, 341:468 = 475, 1999). Sin embargo, aunque la SIT es una practica clinica aceptada para el tratamiento de
rinitis de temporada, el tratamiento apenas se usa en pacientes asmaticos por miedo a inducir asma grave o incluso
anafilaxis. En nuestra clinica de alergia, el 50 % de los pacientes con alergia a pasto Bermuda experimenta asma y
rinitis. Por lo tanto existe una demanda de regimenes de SIT mas seguros para permitir una mayor aplicacion para el
tratamiento de sensibilidad a polen de pasto Bermuda. Con una creciente apreciacion del papel critico de los
linfocitos T en la induccion y regulacion de la respuesta inmune a alérgenos, se estan explorando nuevas estrategias
dirigidas a linfocitos T para SIT. Las preparaciones que carecen de reactividad de unién a IgE pero contienen
epitopos de linfocitos T dominantes deberian ser seguras y eficaces.

Estudios anteriores han identificado multiples proteinas reactivas a IgE de polen de pasto Bermuda usando sueros
de pacientes alérgicos al polen de pasto Bermuda, con reconocimiento humoral predominante de una proteina, Cyn
d 1 (> 76 %), denominada por lo tanto el alérgeno principal de polen de pasto Bermuda (Orren, A. y Dowdle E.B., S.
Afred. Med. J., 51:586-591, 1977; Ford, S.A. y Baldo, B.A., J. Allergy Clin. Immunol., 79:711-720, 1987; Shen, H.D.,
Wang, S.R., Atang, RB., Chang, Z.N., Han, S.H., Clin. Allergy, 18:401-409, 1988; Matthiesen, F., Schumacher, M.H.,
Lowenstein, H., J. Allergy Clin. Immunol., 83:1124-1134,1989). El ADNc que codifica Cyn d 1 se ha clonado y se ha
deducido la secuencia de aminoacidos primaria a partir de la secuencia de nucleétidos (Smith, P.M. Suphiogl, C.,
Griffith, 1.J., Theriault, K., Knox, R.B., Singh, M.B., J. Allergy Clin. Immunol., 98:331-343, 1996). Previamente se ha
indicado un analisis de reconocimiento de linfocitos T en sangre periférica humana de polen de pasto Bermuda en
sujetos no atépicos y alérgicos al polen de pasto Bermuda atépicos (Blaher, B., McCluskey, J., Puy, R., Czarny, D.,
Rolland, J.M., Immunol. Cell Biol., 73:17-22, 1995). Ambos grupos mostraron respuestas proliferativas de linfocitos T
ante polen de pasto Bermuda pero la magnitud de la respuesta de media fue mayor en los atépicos. Los estudios
con otros alérgenos indican que una respuesta de citocina tipo Th2 predominante para alérgenos distingue ademas
a los individuos con un fenotipo alérgico (Li, Y., Simons, E.R., Jay, F.T., HayGlass, K.T., Int. Immunol., 8:897-904,
1996). Se ha indicado que la eficacia clinica de SIT esta asociada con la reduccién en la produccion de IL-4 e IL-5
por linfocitos T estimulados con alérgenos (Rolland, J. & O’Hehir, R, Curr Opin Immunol., 10:640-645, 1998). Por lo
tanto se requiere un conocimiento exhaustivo de respuestas de linfocitos T especificas de alérgeno para mejorar las
preparaciones de SIT.

El documento US-B-6 214 3581 presenta tales epitopos de linfocitos T como deseables, pero no demuestra ninguno.
Otra técnica anterior ha identificado epitopos de linfocitos B de Cyn d1 (documento WO 9310236 A; HAN S.-H. ET
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AL., JOURNAL OF ALLERGY AND CLINICAL IMMUNOLOGY, vol. 91, N° 5, 1993, paginas. 1035-1041; CHANG Z.-
N. ET AL, INTERNATIONAL ARCHIVES OF ALLERGY AND IMMUNOLOGY vol. 114, N° 3, 1997, paginas. 258-264
y SUPHIOGLU C. ET AL. ADVANCES IN EXPERIMENTAL MEDICINE AND BIOLOGY vol. 409, 1996, paginas. 147-
155).

No se han presentado determinantes reactivos a linfocitos T para polen de pasto Bermuda. Por lo tanto, una
caracterizacion y elucidacién detallada de la respuesta inmune a polen de pasto Bermuda o derivado del mismo tal
como Cyn d 1, es critica para el desarrollo de metodologia inmunoterapéutica y de diagnéstico especifica.

En el trabajo que conduce a la presente invencién los inventores han identificado los epitopos de linfocitos T
humanos del polen de pasto Bermuda, Cyn d 1. Ademas, para elucidar los mecanismos de SIT, se ensayaron
pacientes sensibles a polen de pasto Bermuda antes y después de inmunoterapia convencional usando una
preparacién de depoésito adaptada que contiene polen de pasto Bermuda 50 % y mezcla de 7 pastos 50 %. Esta
preparaciéon se us6 debido a que existen homologos de reactividad cruzada minimos entre la subfamilia Pooideae y
polen de pasto Bermuda (Marsh, D.G., Haddad, Z.H., Campbell, D.M., J. Allergy, 46:107-121, 1970; Martin, B.G.,
Mansfield, L.E., Nelson, H.S., Ann Allergy, 54:99-104, 1985 y Suphioglu, C., Singh, M.B., Knox, RB., Int Arch Allergy
Immunol., 102:144-151, 1993). Por lo tanto, se cree que es poco probable que el extracto de mezcla de 7 pastos
convencional (centeno, dactylis, agrostis, pasto azul de Kentucky, alestas, hierba Timotea y cafiuela de prados)
usadas frecuentemente para inmunoterapia de alergia de polen de pastos alivie los sintomas debido a la
sensibilizacion a polen de pasto Bermuda. Usando blastos de linfocitos T oligoclonales, se mostré que Cyn d 1 era
un alérgeno principal de linfocitos T de polen de pasto Bermuda y se identificaron tres regiones altamente
inmunogénicas de Cyn d 1. Después de SIT exitosa hubo una reduccién notable en la respuesta proliferativa de
linfocitos T especifica de alérgeno acompafada por una reduccion en la relacion de IL-5:IFN-y. La identificacion de
los epitopos de linfocitos T de polen de pasto Bermuda facilita el desarrollo de moléculas y metodologia para el
diagnostico y tratamiento de afecciones caracterizadas por la respuesta inmune aberrante, inapropiada o de otro
modo no deseada a polen de pasto Bermuda o derivado u homélogo del mismo.

Sumario de la invencion

A lo largo de la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones a continuacion, a no ser que el contexto requiera
otra cosa, la palabra “comprende” y variaciones tales como “comprende” y “que comprende”, se entendera que
implica la inclusion de un nimero entero indicado o etapa o grupo de niumeros enteros o etapas pero no la exclusion
de cualquier otro numero entero o etapa o grupo de numeros enteros o etapas.

La memoria descriptiva objeto contiene informacion de secuencia de nucleétidos preparada usando el programa
Patentln Version 3.1, presentada en este documento después de la bibliografia. Cada secuencia de aminoacidos se
identifica en la lista de secuencias por el indicador numérico <201> seguido del identificador de secuencia de
secuencias (por ejemplo, <210> 1, <210> 2, etc.). La longitud, tipo de secuencia (proteina, etc.) y el organismo
fuente para cada secuencia de nucleétidos se indica por informacion proporcionada en los campos indicadores
numeéricos <211>, <212> y <213>, respectivamente. Las secuencias de aminoacidos indicadas en la memoria
descriptiva se identifican por el indicador SEC ID N° seguido del identificador de secuencia (por ejemplo SEC ID N°:
1, SEC ID N°: 2, etc.). El identificador de secuencia indicado en la memoria descriptiva se correlaciona con la
informacién proporcionada en el campo indicador numérico <400> en la lista de secuencias, que esta seguida del
identificador de secuencia (por ejemplo, <400> 1, <400> 2, etc.). Es decir SEC ID N° 1 como se detalla en la
memoria descriptiva se correlaciona con la secuencia indicada como <400> 1 en la lista de secuencias.

Un aspecto de la presente invencion proporciona un péptido aislado de 5 a 100 restos de longitud que comprende un
epitopo de linfocitos T Cyn d 1, para su uso en el tratamiento o profilaxis de una afeccion en un sujeto que se
caracteriza por una respuesta aberrante, no deseada o de otro modo inapropiada a Cyn d 1; en el que dicha
molécula peptidica es capaz de interaccionar con linfocitos T y modificar la funcién de linfocitos T cuando se incuba
con células de sujetos que tienen dicha afeccion; en el que dicho péptido se administra en una cantidad suficiente
para reducir o eliminar la presencia o funcion en el sujeto de linfocitos T y/o anticuerpos dirigidos a Cyn d 1y en el
que dicho péptido:

a) comprende al menos 5 aminoacidos contiguos de una secuencia de aminoacidos derivada o
seleccionada de:

(i) aminoacidos 91-110 (SEC ID N°: 12 como se muestra en la Figura 2).

(ii) aminoacidos 100-119 (SEC ID N°: 13 como se muestra en la Figura 2)

(iii) aminoacidos 109-128 (SEC ID N°: 14 como se muestra en la Figura 2)
(iv) aminoacidos 163-182 (SEC ID N°: 20 como se muestra en la Figura 2)
(v) aminoacidos 172-191 (SEC ID N°: 21, como se muestra en la Figura 2)
(vi) aminoacidos 181-200 (SEC ID N°: 22 como se muestra en la Figura 2)
(vii) aminoacidos 190-209 (SEC ID N°: 23, como se muestra en la Figura 2)
(viii) aminoacidos 217-236 (SEC ID N°: 26 como se muestra en la Figura 2)
(ix) aminoacidos 222-241 (SEC ID N°: 27, como se muestra en la Figura 2); o
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b) es un péptido de (a) que comprende una sustitucion de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos
derivada o seleccionada de (i) a (ix).

En una realizacion particularmente preferida, el péptido anterior comprende una secuencia de al menos 5
aminoacidos derivados de una o mas de las siguientes secuencias de aminoacidos:

SGKAFGAMAKKGQEDKLRKA (SEC ID N°: 14)
PKDSDEFIPMKSSWGAIWRI (SEC ID N°: 22)
MKSSWGAIWRIDPKKPLKGP (SEC ID N°: 23)
EGGAHL VQDDVIPANWKPDT (SEC ID N°: 26)
LVQDDVIPANWKPDTVYTSK (SEC ID N°: 27)

Mas preferiblemente, el péptido comprende una secuencia de al menos 5 aminoacidos derivados de uno o mas de
<400> 14 o <400> 26.

Otro aspecto de la presente invencién proporciona un péptido aislado como se reivindica que comprende cualquier
secuencia de aminoacidos derivada de homélogos a Cyn d 1 en el que dicha molécula peptidica es capaz de
interaccionar con linfocitos T y modificar la funcion de linfocitos T cuando se incuba con células de sujetos que
tienen una afeccion caracterizada por una repuesta inmune aberrante, no deseada o de otro modo inapropiada a
Cyn d 1 o un derivado, homdlogo, analogo, mutante, equivalente quimico o mimético de dicho péptido.

Otro aspecto adicional de la presente invencién proporciona un péptido aislado que comprende una secuencia de
aminoacidos de 5-100 restos derivados de, homologos a o contiguos a los aminoacidos 1-246 inclusive o derivados
de los mismos de Cyn d 1 en el que dicha molécula peptidica es capaz de interaccionar con linfocitos T y modificar
la funcién de linfocitos T cuando se incuba con células de sujetos que tienen una afeccién caracterizada por una
respuesta inmune aberrante, no deseada o de otro modo inapropiada a Cyn d 1 o un derivado, homélogo, analogo,
mutante, equivalente quimico o mimético de dicho péptido.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un método para el tratamiento y/o profilaxis de una afeccién en
un sujeto, caracterizandose dicha afeccién por la respuesta inmune aberrante, no deseada o de otro modo
inapropiada a Cyn d 1, comprendiendo dicho método administrar a dicho sujeto una cantidad eficaz de un péptido
como se ha definido anteriormente en este documento durante un tiempo y en condiciones suficientes para eliminar
o reducir la presencia o funcion en dicho sujeto de linfocitos T dirigidos a dicho Cyn d 1.

Otro aspecto adicional de la presente invencion contempla el uso de un péptido o anticuerpo como se ha definido en
el presente documento en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una afeccién en un mamifero,
caracterizandose dicha afeccidn por una respuesta inmune aberrante, no deseada o de otro modo inapropiada a Cyn
d1.

En otro aspecto adicional mas, la presente invencién contempla una composiciéon farmacéutica que comprende un
péptido o anticuerpo como se ha definido en este documento y uno o mas vehiculos y/o diluyentes
farmacéuticamente aceptables. Dichos agentes se denominan los principios activos.

Otro aspecto mas de la presente invencion se refiere a un péptido o anticuerpo como se ha definido en este
documento, cuando se usa en el método de la presente invencion.

Un aspecto adicional de la presente invencién se dirige a un método para diagnosticar o controlar una afeccién en
un mamifero cuya afeccion se caracteriza por una respuesta aberrante, no deseada o inapropiada a Cyn d 1,
comprendiendo dicho método explorar con respecto a linfocitos T reactivos a Cyn d 1 utilizando los péptidos
definidos en este documento.

En otro aspecto adicional la presente invencion proporciona kits de diagnéstico para su uso en la metodologia de
diagnostico definida en este documento.

Las abreviaturas de una y tres letras usadas a lo largo de la memoria descriptiva se definen en la Tabla 1.
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TABLA 1
Abreviaturas de aminoacidos de una y tres letras

Aminoécido Abreviatura de tres letras Simbolo de una letra
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido aspartico Asp D
Cisteina CyS C
~ Glutamina GIn Q
Acido glutamico Glu E
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle |
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptéfano Trp w
Tirosina Tyr Y
Valina Val \%
Cualquier resto Xaa X

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una representacion grafica de las puntuaciones analogas visuales de pacientes antes y
después de SIT. (A), pacientes tratados con dos ciclos de SIT y (B), pacientes tratados con un ciclo de SIT.

La Figura 2 es una representacion esquematica de las secuencias de aminoacidos de los péptidos
solapantes (SEC ID N°: 2-28) de Cyn d 1 (SEC ID N°: 1). Los restos se indican con el codigo de una letra.

La Figura 3 es una representacion grafica de los cambios en proliferacion de linfocitos T (A) y produccién de
citocinas (B) y (C) después de SIT en un paciente (paciente 2). Se muestra la proliferacion antes de SIT =
(fondo = 2600 cpm), después de 1-SIT (un ciclo) (fondo = 4700 cpm) y después de 2-SIT (dos ciclos) o
(fondo = 8000 cpm). La produccién de IL-5 (B) e IFN-y (C) en sobrenadantes de cultivo se evalu6é por
ELISA. Se midieron los niveles de citocinas para péptidos que indujeron una respuesta proliferativa = 2,5
veces el fondo antes de SIT. Los valores indican las medias de muestras duplicadas.

La Figura 4 es una representacion grafica de los cambios en respuestas proliferativas de linfocitos T a polen
de pasto Bermuda (A) y (B) y Cyn d 1 (C) y (D) en pacientes alérgicos al polen de pasto Bermuda. La
maxima respuesta para cada antigeno se expresa como un indice de estimulacion y se compara antes de
SIT y después de SIT [un ciclo (después de 1), dos ciclos (después de 2)].

La Figura 5 es una representacion grafica del cambio en la frecuencia de reconocimiento de péptidos (S| =
2,5) después de SIT en pacientes alérgicos al polen de pasto Bermuda. Se compara la proliferacién antes
de SIT (A), después de un ciclo de SIT (B) y después se dos ciclos de SIT (C).

La Figura 6 es una representacion grafica de la comparacion de niveles de citocinas antes y después de
SIT (1 6 2 ciclos) en pacientes alérgicos al polen de pasto Bermuda.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se basa, en parte, en la identificacion de regiones epitopicas de linfocitos T de polen de pasto
Bermuda. La identificacion de los epitopos inmunodominantes del polen de pasto Bermuda y en particular Cyn d 1
ha permitido la mejora de la metodologia diagnéstica y el desarrollo de composiciones terapéuticas y profilacticas y
enfoques de tratamiento para afecciones tales como, pero sin limitacion, alergia al polen de pasto Bermuda.

De acuerdo con la presente invencién, los péptidos solapantes se sintetizaron basandose en la secuencia de
aminoacidos de Cyn d 1 desvelada en <400> 1. La inmunorreactividad de linfocitos T de estos péptidos se identifica
de acuerdo con la presente invencion basandose en la interactividad de células de sangre periférica o linfocitos T
obtenidos de la sangre periférica de sujetos con rinitis de temporada grave y/o asma. La identificacion y generacion
de estas moléculas forma por lo tanto la base de una nueva serie de reactivos y procedimientos diagnosticos,
terapéuticos y profilacticos.
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Cyn d 1 es una proteina que se ha identificado en polen de pasto Bermuda (también conocido como pasto diente de
perro o Cynodon dactylon). En consecuencia, la referencia a “Cyn d 1” deberia entenderse como inclusiva de
referencias a todas las formas de Cyn d 1 o derivados, mutantes, homologos, analogos, equivalentes o miméticos
del mismo. Esto incluye, por ejemplo, todas las formas proteicas de Cyn d 1 o su equivalente funcional o derivado
incluyendo, por ejemplo, cualquier isoforma que pueda surgir de corte y empalme alternativo de ARNm de Cyn d 1.
Por ejemplo, deberia entenderse que “Cyn d 1” abarca las 10 isoformas de Cyn d 1 descritas por Chang et al (Clin.
Exp. Allergy, 29:488-496, 1999) y las isoformas descritas por Smith et al (1996, mencionado anteriormente). Incluye
referencia a mutantes, variantes polimérficas u homélogos de Cyn d 1. También incluye referencia a analogos o
equivalentes de Cyn d 1 tales como los que pueden aparecer cuando se genera sintéticamente un producto que
comprende de forma natural Cyn d 1 con el fin de generar un producto. La presente invencién proporciona por lo
tanto epitopos y métodos para su uso en el diagnéstico y tratamiento de cualquier afeccion caracterizada por
hipersensibilidad a una molécula de Cyn d 1 o de tipo Cyn d 1 tales como asma o alergias a polen de pasto
Bermuda. Preferiblemente, dicha Cyn d 1 comprende la secuencia expuesta en SEC ID N° 1 o es un derivado,
homélogo, analogo, equivalente quimico, mutante o mimético de dicha secuencia.

La presente invencion proporciona por lo tanto un péptido aislado de 5 a 100 restos de longitud que comprende un
epitopo de linfocitos T Cyn d | para su uso en el tratamiento o profilaxis de una afeccién en un sujeto que se
caracteriza por una respuesta aberrante, no deseada o de otro modo inapropiada para Cyn d 1; siendo dicha
molécula peptidica capaz de interaccionar con linfocitos T y modificar la funcion de linfocitos T cuando se incuba con
células de sujetos que tienen dicha afeccién; administrandose dicho péptido en una cantidad suficiente para eliminar
o reducir la presencia o funcion en el sujeto de linfocitos T y/o anticuerpos dirigidos a Cyn d 1; y en el que dicho
péptido:

a) comprende al menos 5 aminoacidos contiguos de una secuencia de aminoacidos derivada o seleccionada
de:

(i) aminoacidos 91-110 SEC ID: 12 como se muestra en la Figura 2)

(ii) aminoacidos 100-119 SEC ID: 13 como se muestra en la Figura 2)
(iii) aminoacidos 109-128 SEC ID: 14 como se muestra en la Figura 2
(iv) aminoacidos 163-182 SEC ID: 20 como se muestra en la Figura 2)
(v) aminoacidos 172-191 SEC ID: 21 como se muestra en la Figura 2)
(vi) aminoacidos 181-200 SEC ID: 22 como se muestra en la Figura 2)
(vii) aminoacidos 190-209 SEC ID: 23 como se muestra en la Figura 2)
(viii) aminoéacidos 217-236 SEC ID: 26 como se muestra en la Figura 2)
(ix) aminoacidos 222-241 SEC ID: 27 como se muestra en la Figura 2); o

b) es un péptido de (a) que comprende una sustitucion de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos
derivada o seleccionada de (i) a (ix).

De forma aun mas particular, dicho péptido para dicho uso es cualquier secuencia de aminoacidos de 5 a 100 restos
derivada de, homologa a o contigua a los aminoacidos 91-110, 100-119, 109-128, 163-182, 172-191, 181-200, 190-
209, 217-236 y/o 222-241 inclusive o derivados de los mismos de Cynd 1.

De forma aun mas particular, dicho péptido para dicho uso es cualquier secuencia de aminoacidos de 5 a 100 restos
derivada de, homéloga a o contigua a los aminoacidos 109-128, 181-209 y/o 217-241 inclusive o derivados de los
mismos de Cyn d 1.

De forma mas particular, dicho péptido para dicho uso es cualquier secuencia de aminoacidos de 5 a 100 restos
derivada de, homoéloga a o contigua a los aminoacidos 109-128 inclusive o derivados de los mismos de Cyn d 1.

De forma aun mas particular, dicho péptido para dicho uso es cualquier secuencia de aminoacidos de 5 a 100 restos
derivada de, homéloga a o contigua a los aminoacidos 181-200 y/o 190-209 inclusive o derivados de los mismos de
Cynd1.

De forma aun mas particular, dicho péptido para dicho uso es cualquier secuencia de aminoacidos de 5 a 100 restos
derivada de, homéloga a o contigua a los aminoacidos 217-236 y/o 222-241 inclusive o derivados de los mismos de
Cynd1.

La referencia a “linfocitos T” deberia entenderse como una referencia a cualquier célula que comprende un receptor
de linfocitos T. A este respecto, el receptor de linfocitos T puede comprender una cualquiera o mas de las cadenas
a, B, y 0 8. No se pretende que la presente invencion se limite a ninguna subclase funcional particular de linfocitos T
aunque en una realizacion preferida el linfocito T sujeto es un linfocito T auxiliar y ain mas preferiblemente un
linfocito de tipo Th2, predominantemente. A este respecto, la referencia a “modificar la funcién de linfocitos T”
deberia entenderse como una referencia a modificar una cualquiera o mas funciones que un linfocito T es capaz de
realizar. Por ejemplo, la funcion sujeto puede ser proliferacion, diferenciacion u otra forma de actividad funcional
celular tal como la produccion de citocinas. Preferiblemente, la actividad funcional del sujeto es la proliferacion.
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En términos de modificar la funcion de linfocitos T de sujetos que tienen una afeccién caracterizada por una
respuesta inmune aberrante, no deseada o inapropiada a Cyn d 1, deberia entenderse que esta no es
necesariamente una referencia a modificar la funcion de todos los linfocitos T en una muestra dada sino que es
probable, de hecho, que refleje la modificacion o funcionamiento de solamente alguno de los linfocitos T de la
muestra. Por ejemplo, solamente una parte de los linfocitos T auxiliares en una muestra de linfocitos T dada puede
responder funcionalmente al contacto con el péptido sujeto. Deberia entenderse que una respuesta parcial tal queda
dentro del alcance de la presente invencién. También deberia entenderse que los linfocitos T que derivan del sujeto
pueden ser linfocitos T recién recogidos o pueden haber experimentado alguna forma de manipulacion in vitro o in
vivo antes de los ensayos. Por ejemplo, las lineas de linfocitos T pueden haberse generado a partir de la muestra
celular y son estas lineas de linfocitos T las que forman después la poblacion de linfocitos T derivados del sujeto que
se ensaya de acuerdo con la presente invencion. En tanto que la actividad funcional sujeto es proliferacion de
linfocitos T, el ensayo de proliferaciéon de linfocitos T se realiza preferiblemente como se describe en este
documento. Aun mas preferiblemente, la modificaciéon sujeto de funcién de linfocitos T es la induccién de un indice
de proliferacién de > 2,5.

La referencia a una respuesta inmune “aberrante, no deseada o de otro modo inapropiada” deberia entenderse
como una referencia a cualquier forma de actividad fisiolégica que implique la activacién y/o funcionamiento de una
0 mas células inmunes en las que esa actividad es inapropiada en tanto que es de un tipo inapropiado o sucede en
un grado inapropiado. Puede ser aberrante en tanto que de acuerdo con principios inmunolégicos conocidos no
deberia producirse cuando lo hace o deberia producirse cuando no lo hace. En otro ejemplo, la respuesta inmune
puede ser inapropiada en tanto que es una respuesta fisiologicamente normal pero que es innecesaria y/o no
deseada, tal como se produce con respecto a respuestas de hipersensibilidad de tipo | a alérgenos inocuos.
Preferiblemente dicha respuesta inmune es hipersensibilidad a polen de pasto Bermuda.

La referencia a “hipersensibilidad a polen de pasto Bermuda” deberia entenderse que significa la muestra de
sintomas clinicos de hipersensibilidad a polen de pasto Bermuda mediada por IgE, por ejemplo rinitis y/o asma con
confirmacion de IgE especifica de pasto Bermuda segun se determina mediante ensayos de puntura para extracto
de polen de pasto Bermuda (diametros de granos > 5 mm) y/o usando el sistema Kallestad Allercot EAST (Sanofi-
Pasteur Diagnostics, Estados Unidos) > Clase 1 o Pharmacia UniCAP Clase > 1.

En una realizacion preferida, dicho péptido para dicho uso comprende no menos de aproximadamente 5 y no mas
de aproximadamente 50 restos aminoacidicos, mas preferiblemente no menos de aproximadamente 5 y no mas de
aproximadamente 30 restos aminoacidicos e incluso mas preferiblemente no menos de aproximadamente 5 y no
mas de aproximadamente 20.

En una realizacion particularmente preferida, dicho péptido para dicho uso comprende una secuencia de al menos 5
aminoacidos derivada de una o mas de las siguientes secuencias de aminoacidos:

SGKAFGAMAKKGQEDKLRKA <400> 14
PKDSDEFIPMKSSWGAIWRI <400> 22
MKSSWGAIWRIDPKKPLKGP <400> 23
EGGAHLVQDDVIPANWKPDT <400> 26
LVQDDVIPANWKPDTVYTSK <400> 27

Mas preferiblemente, dicho péptido para dicho uso comprende una secuencia de al menos 5 aminoacidos derivada
de una o mas de <400> 14 o <400> 26.

La referencia a un “péptido” incluye referencia a un péptido, polipéptido o proteina o partes de los mismos. El péptido
puede estar glucosilado o no glucosilado y/o puede contener una serie de otras moléculas fusionadas, ligadas,
unidas o asociadas de otro modo a la proteina tales como aminoacidos, lipidos, carbohidratos u otros péptidos,
polipéptidos o proteinas. La referencia en lo sucesivo en este documento a un “péptido” incluye un péptido que
comprende una secuencia de aminoacidos asi como un péptido asociado con otras moléculas tales como
aminoacidos, lipidos, carbohidratos u otros péptidos, polipéptidos o proteinas.

Las variantes de aminoacidos sustitutivas son en las que se ha eliminado un resto en la secuencia y se ha insertado
un resto diferente en su lugar. Un ejemplo de variantes de aminoacidos sustitutivas son sustituciones de
aminoacidos conservativas. Las sustituciones de aminoacidos conservativas tipicamente incluyen sustituciones
dentro de los siguientes grupos: glicina y alanina; valina, isoleucina y leucina; acido aspartico y acido glutamico;
asparagina y glutamina; serina y treonina; lisina y arginina; y fenilalanina y tirosina. Las adiciones a secuencias de
aminoacidos incluyen fusiones con otros péptidos, polipéptidos o proteinas.

Los equivalentes quimicos y funcionales del péptido sujeto deberian entenderse como moléculas que muestran una
cualquiera o mas de las actividades funcionales de estas moléculas y pueden derivar de cualquier fuente tal como
sintetizarse quimicamente o identificarse mediante procedimientos de exploracién tales como exploracién de
productos naturales.



10

15

20

25

30

35

40

ES 2362 040 T3

Los derivados incluyen fragmentos que tienen epitopos particulares o partes de la proteina completa fusionados con
péptidos, polipéptidos u otras moléculas proteinicas o no proteinicas.

Los analogos contemplados en este documento incluyen, pero sin limitacién, modificacién a cadenas laterales,
incorporacion de aminoacidos no naturales y/o sus derivados durante sintesis de péptidos, polipéptidos o proteinas y
el uso de entrecruzadores y otros métodos que imponen restricciones conformacionales sobre las moléculas
proteinicas o sus analogos.

Los ejemplos de modificaciones de cadenas laterales contemplados por la presente invencion incluyen
modificaciones de grupos amino tales como por alquilacién reductora por reaccién con un aldehido seguido de
reduccion de reduccién con NaBH4; amidacion con metilacetimidato; acilacion con anhidrido acético; carbamilacion
de grupos amino con cianato; trinitrobencilacion de grupos amino con acido 2,4,6-trinitrobencenosulfénico (TNBS);
acilacion de grupos amino con anhidrido succinico y anhidrido tetrahidroftalico; y piridoxilacién de lisina con
piridoxal-5-fosfato seguido de reduccion con NaBHj4.

El grupo guanidina de los restos de arginina puede modificarse por la formacion de productos de condensacion
heterociclica con reactivos tales como 2,3-butanodiona, fenilglioxal y glioxal.

El grupo carboxilo puede modificarse por activacién de carbodiimida mediante formacién de O-acilisourea seguido
de derivacion posterior, por ejemplo, a una amida correspondiente.

Los grupos sulfhidrilo pueden modificarse por métodos tales como carboximetilacién con acido yodoacético o
yodacetamida; oxidacion de acido perférmico a acido cisteico; formacién de un disulfuro mezclado con otros
compuestos de tiol; reaccidn con maleimida, anhidrido maleico u otra maleimida sustituida; formacién de derivados
de mercurio usando 4-cloromercuribenzoato, acido 4-cloromercurifenilsulfénico, cloruro de fenilmercurio, 2-
cloromercuri-4-nitrofenol y otros compuestos de mercurio; carbamilacién con cianato a pH alcalino.

Los resto de triptofano pueden modificarse mediante, por ejemplo, oxidacion con N-bromosuccinimida o alquilacion
del anillo indol con 2-hidroxi-5-nitrobencilbromuro o haluros de sulfenilo. Los restos de tirosina por otro lado, pueden
alterarse por nitracion con tetranitrometano para formar un derivado de 3-nitrotirosina.

La modificacion del anillo de imidazol de un resto de histidina puede conseguirse mediante alquilacién con derivados
de &cido yodoacético o N-carboetoxilacion con dietilpirocarbonato.

Los ejemplos de incorporaciéon de aminoacidos no naturales y derivados durante la sintesis proteica incluyen, pero
sin limitacion, uso de norleucina, acido 4-amino butirico, acido 4-amino-3-hidroxi-5-fenilpentanoico, acido 6-
aminohexanoico, t-butilglicina, norvalina, fenilglicina, ornitina, sarcosina, acido 4-amino-3-hidroxi-6-metilheptanoico,
2-tienil alanina y/o isbmeros D de aminoacidos. Una lista de aminoacidos no naturales contemplados en este
documento se muestra en la Tabla 2.

TABLA 2

Aminoécido Cédigo Aminoécido Cédigo
no-convencional no-convencional

acido a-aminobutirico Abu L-N-metilalanina Nmala
a-amino-a-metilbutirato Mgabu L-N-metilarginina Nmarg
aminociclopropano- Cpro L-N-metilasparagina Nmasn
carboxilato L-N-acido metilaspartico Nmasp
acido aminoisobutirico Aib L-N-metilcisteina Nmcys
aminonorbomil- Norb L-N-metilglutamina Nmgin
carboxilato L-N-acido metilglutamico Nmglu
ciclohexilalanina Chexa L-N-metilhistidina Nmhis
ciclopentilalanina Cpen L-N-metilisoleucina Nmile
D-alanina Dal L-N-metilleucina Nmleu
D-arginina Darg L-N-metil lisina Nmlys
D-acido aspartico Dasp L-N-metilmetionina Nmmet
D-cisteina Dcys L-N-metilnorleucina Nmnle
D-glutamina Dgin L-N-metilnorvalina Nmnva
D-acido glutamico Dglu L-N-metilornitina Nmorn
D-histidina Dhis L-N-metilfenilalanina Nmphe
D-isoleucina Dile L-N-metilprolina Nmpro
D-leucina Dleu L-N-metilserina Nmser
D-lisina Dlys L-N-metiltreonina Nmthr
D-metionina Dmet L-N-metiltriptofano Nmtrp
D-ornitina Dorn L-N-metiltirosina Nmtyr
D-fenilalanina Dphe L-N-metilvalina Nmval
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Aminoacido Cadigo Aminoacido Cadigo
no-convencional no-convencional

D-prolina Dpro L-N-metiletilglicina Nmetg
D-serina Dser L-N-metil-t-butilglicina Nmtbug
D-treonina Dthr L-norleucina Nle
D-triptéfano Dtrp L-norvalina Nva
D-tirosina Dtyr a-metil-aminoisobutiiato Maib
D-valina Dval a-metil-aminobutirato Mgabu
D-a-metilalanina Dmala o-metilciclohexilalanina Mchexa
D-a-metilarginina Dmarg o-metilcilcopentilalanina Mcpen
D-a-metilasparagina Dmasn o-metil-o-naptilalanina Manap
D-a-metilaspartato Dmasp a-metilpenicilamina Mpen
D-a-metilcisteina Dmcys N-(4-aminobutil)glicina Nglu
D-a-metilglutamina Dmgin N-(2-aminoetil)glicina Naeg
D-a-metilhistidina Dmhis N-(3-aminopropil)glicina Nom
D-a-metilisoleucina Dmile N-amino-a-metilbudirato Nmaabu
D-a-metil leucina Dmleu a-naptilalanina Anap
D-a-metil lisina Dmlys N-bencilglicina Nphe
D-a-metilmetionina Dmmet N-(2-carbamiletil)glicina Ngin
D-a-metilornitina Dmorn N-(carbamilmetil)glicina Nasn
D-a-metilfenilalanina Dmphe N-(2-carboxietil)glicina Nglu
D-a-metilprolina Dmpro N-(carboximetil)glicina Nasp
D-a-metilserina Dmser N-ciclobutilglicina Ncbut
D-a-metiltreonina Dmthr N-cicloheptilglicina Nchep
D-a-metiltriptéfano Dmtrp N-ciclohexilglicina Nchex
D-a-metiltirosina Dmty N-ciclodecilglicina Ncdec
D-a-metilvalina Dmval N-cilododecilglicina Ncdod
D-N-metilalanina Dnmala N-ciclooctilglicina Ncoct
D-N-metilarginina Dnmarg N-ciclopropilglicina Ncpro
D-N-metilasparagina Dnmasn N-cicloundecilglicina Ncund
D-N-metilaspartato Dnmasp N-(2,2-difeniletil)glicina Nbhm
D-N-metilcisteina Dnmcys N-(3,3-difenilpropil)glicina Nbhe
D-N-metilglutamina Dnmgin N-(3-guanidinopropil)glicina Narg
D-N-metilglutamato Dnmglu N-(1-hidroxietil)glicina Nthr
D-N-metilhistidina Dnmhis N-(hidroxietil))glicina Nser
D-N-metilisoleucina Dnmile N-(imidazoliletil))glicina Nhis
D-N-metil leucina Dnmleu N-(3-indolilietil)glicina Nhtrp
D-N- Dnmlys N-metil-y-aminobutirato Nmgabu
N-metilciclohexilalanina Nmchexa D-N-metilmetionina Dnmmet
D-N-metilornitina Dnmorn N-metilciclopentilalanina Nmcpen
N-metilglicina Nala D-N-metilfenilalanina Dnmphe
N-metilaminoisobutirato Nmaib D-N-metilprolina Dnmpro
N-(1-metilpropil)glicina Nile D-N-metilserina Dnmser
N-(2-metilpropil)glicina Nleu D-N-metiltreonina Dnmtr
D-N-metiltriptéfano Dmntrp N-(1-metiletil)glicina Nval
D-N-metiltirosina Dnmtyr N-metila-naptilalanina Nmanap
D-N-metilvalina Dnmval N-metilpenicilamina Nmpen
acido y-aminobutirico Gabu N-(p-hidroxifenil)glicina Nhtyr
L-t-butilglicina Tbug N-(tiometil)glicina Ncis
L-etilglicina Etg penicilamina Pen
L-homofenilalanina Hphe L-a-metilalanina Mala
L-o-metilarginina Marg L-o-metilasparagina Masn
L-a-metilaspartato Masp L-a-metil-t-butilglicina Mtbug
L-a-metilcisteina Mcys L-metiletilglicina Metg
L-o-metilglutamina Mgin L-a-metilglutamato Mglu
L-a-metilhistidina Mhis L-a-metilhomofenilalanina Mhphe
L-a-metilisoleucina Mile N-(2-metiltioetil)glicina Nmet
L-o-metil leucina Mieu L-a-metil lisina Mlis
L-o-metilmetionina Mmet L-a-metilnorleucina Mnle
L-a-metilnorvalina Mnva L-a-metilornitina Morn
L-a-metilfenilalanina Mphe L-a-metilprolina Mpro
L-a-metilserina Mser L-a-metiltreonina Mthr
L-o-metiltriptéfano Mtrp L-o-metiltirosina Mtir
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Aminoacido Cadigo Aminoacido Cadigo
no-convencional no-convencional

L-o-metilvalina Mval L-N-metilhomofenilalanina Nmhphe
N-(N-(2,2-difeniletil) Nnbhm N-(N-(3,3-difenilpropil) carbamilmetil)glicina Nnbhe

carbamilmetil)glicina
1-carboxi-1-(2,2-difenil-
Nmbc
etilamino)ciclopropano

Los entrecruzadores pueden usarse, por ejemplo, para estabilizar conformaciones en tres dimensiones, usando
entrecruzadores homobifuncionales tales como los imido ésteres bifuncionales que tienen grupos espaciadores
(CH2)n con n=1 a n=6, glutaraldehido, ésteres de N-hidroxisuccinimida y reactivos hetero-bifuncionales que
habitualmente contienen un resto amino-reactivo tal como N-hidroxisuccinimida y otro resto reactivo especifico de

grupo.

Es posible modificar la estructura de un péptido de acuerdo con la invencion para diversos fines tales como
aumentar la solubilidad, mejorar la eficacia terapéutica o preventiva, mejorar la estabilidad o aumentar la resistencia
a degradacion proteolitica. Se puede producir un péptido modificado en el que la secuencia de aminoacidos se haya
alterado, tal como por sustitucion, delecién o adicién de aminoacidos, para modificar la inmunogenicidad y/o reducir
la alergenicidad. De forma similar pueden afadirse componentes a péptidos a la invencién para producir el mismo
resultado.

Por ejemplo, un péptido puede modificarse de modo que muestre la capacidad de inducir anergia de linfocitos T. En
este caso, los restos de unién criticos para el receptor de linfocitos T puede determinarse usando técnicas conocidas
(por ejemplo sustitucion de cada resto y determinacion de la presencia o ausencia de reactividad de linfocitos T). En
un ejemplo, los restos que se muestra que son esenciales para interaccionar con el receptor de linfocitos T pueden
modificarse reemplazando el aminoacido esencial con otro resto aminoacidico preferiblemente similar (una
sustitucion conservativa) cuya presencia se muestra que altera la reactividad de linfocitos T o el funcionamiento de
linfocitos T. Ademas, los restos aminoacidicos que no son esenciales para la interaccion del receptor de linfocitos T
puede modificarse reemplazandolos con otro aminoacido cuya incorporacion pueda después alterar la reactividad de
linfocitos T o el funcionamiento de linfocitos T pero no, por ejemplo, eliminar la unién a proteinas del CMH
relevantes.

Tales modificaciones da como resultado la produccidon de moléculas que quedan dentro del alcance de los
“‘mutantes” del péptido sujeto como se define en este documento. “Mutantes” deberia entenderse como una
referencia a péptidos que muestran una o mas caracteristicas estructurales o actividades funcionales que son
distintas de las mostradas por el homdlogo peptidico no mutado.

Los péptidos de la invencion también puede modificarse para incorporar uno o mas polimorfismos resultantes de
variacion alélicas natural y aminoacidos D, aminoacidos no naturales o analogos de aminoacidos pueden sustituirse
en los péptidos para producir péptidos modificados que quedan dentro del alcance de la invencidon. Los péptidos
también pueden modificarse por conjugacién con polietilenglicol (PEG) por técnicas conocidas. También puede
afadirse grupos indicadores para facilitar la purificacion y potencialmente aumentar la solubilidad de los péptidos de
acuerdo con la invencion. Otros tipos de modificacion bien conocidos que incluyen insercion de sitios de escision de
endoproteasas especificos, adicién de grupos funcionales o reemplazo de restos hidrofobos con restos menos
hidréfobos asi como mutagénesis dirigida de ADN que codifica los péptidos de la invencion también pueden usarse
para introducir modificaciones que podrian ser Utiles para una amplia serie de fines. Las diversas modificaciones a
péptidos de acuerdo con la invencion que se han mencionado anteriormente se mencionan como ejemplos
solamente y se pretende exclusivamente que sean indicativos de la amplia serie de modificaciones que pueden
efectuarse.

Otro aspecto de la presente invencidon proporciona un péptido aislado de 5 a 20 restos de longitud que comprende
un epitopo de linfocitos T Cyn d 1, en el que dicha molécula peptidica es capaz de interaccionar con linfocitos T y
modificar la funcién de linfocitos T cuando se incuba con células de sujetos que tienen dicha afeccion; y en el que
dicho péptido:

a) Comprende al menos 5 aminoacidos contiguos de una secuencia de aminoacidos derivada o
seleccionada de

(i) aminoacidos 100-119 (SEC ID N°: 13 como se muestra en la figura 2)
(i) aminoacidos 109-128 (SEC ID N°: 14 como se muestra en la figura 2)
(iii) aminoacidos 163-182 (SEC ID N°: 20 como se muestra en la figura 2)
(iv) aminoacidos 172-191 (SEC ID N°: 21 como se muestra en la figura 2)
(v) aminoacidos 181-200 (SEC ID N°: 22 como se muestra en la figura 2); o
(vi) aminoacidos 190-209 (SEC ID N°: 23 como se muestra en la figura 2)
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b) es un péptido de (a) que comprende una sustitucion de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos
derivada o seleccionada (i) a (vii).

En otro aspecto dicha secuencia de aminoacidos comprende una secuencia de al menos 5 aminoacidos derivada de
una o mas de la siguiente secuencias de aminoacidos:

SGKAFGAMAKKGQEDKLRKA <400> 14
PKDSDEFIPMKSSWGAIWRI <400> 22
MKSSWGAIWRIDPKKPLKGP <400> 23
EGGAHLVQDDVIPANWKPDT <400> 26
LVQDDVIPANWKPDTVYTSK <400> 27

De acuerdo con este aspecto, dicha secuencia de aminoacidos preferiblemente comprende una secuencia de al
menos 5 aminoacidos derivados de uno o mas de <400> 14 o <400> 26.

Los péptidos de la presente invencion pueden prepararse por medios sintéticos quimicos o recombinantes. De
acuerdo con un aspecto preferido de la presente invencién, se proporciona un péptido recombinante que es
preferentemente inmunolégicamente reactivo con linfocitos T de individuos con hipersensibilidad a polen de Pasto
Bermuda, que se expresa por la expresién de una célula hospedadora transformada con un vector que codifica la
secuencia peptidica de la presente invencion. El péptido puede fusionarse con otro péptido, polipéptido o proteina.
Como alternativa, el péptido puede prepararse por técnicas sintéticas quimicas, tales como por el procedimiento de
sintesis de fase sélida de Merrifield. Ademas, aunque los péptidos sintéticos de la férmula proporcionada
anteriormente representan una realizacion preferida, la presente invencion también se extiende a preparaciones
biolégicamente puras de los péptidos de origen natural o fragmentos de los mismos. Por “biolégicamente pura” se
entiende una preparacibn que comprende al menos aproximadamente 60 %, preferiblemente al menos
aproximadamente 70 % o preferiblemente al menos aproximadamente 80 % y aun mas preferiblemente al menos
aproximadamente 90 % o mas segun se determina por peso, actividad u otros medios adecuados.

En otro aspecto puede ser particularmente util generar un péptido mutante que comprende regiones epitopicas de
linfocitos T pero careciendo dichos péptidos de epitopos de linfocitos B capaces de interaccionar con IgE. Tales
péptidos pueden generarse por sintesis de péptidos que comprenden solamente epitopos de linfocitos T o por
mutacion de moléculas de origen natural de modo que los epitopos de linfocitos T sigan siendo funcionales mientras
que los epitopos de linfocitos B se alteran para evitar la unién de anticuerpos.

Deberia por lo tanto entenderse que la presente invencion abarca péptidos que comprenden al menos un epitopo de
linfocitos T o B de Cyn d 1 junto con otros aminoacidos (que pueden o no ser de origen natural como analogos de
aminoacidos) u otras especies quimicas. En un aspecto preferido de la invencion tales péptidos pueden comprender
uno o mas epitopos de Cyn d 1, pudiendo dichos epitopos ser epitopos de linfocitos T o B. Los péptidos con uno o
mas epitopos de linfocitos T de Cyn d 1 son deseables para un aumento de la eficacia terapéutica.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia
de nucledtidos que codifica o complementaria a una secuencia que codifica los péptidos como se han definido
anteriormente en este documento o un derivado, homdlogo o analogos de la misma. Deberia entenderse que la
referencia a “péptidos” incluye referencias a péptidos que comprenden uno o mas epitopos de linfocitos T. Una
molécula de acido nucleico que codifica el péptido sujeto es preferiblemente una secuencia de acidos
desoxirribonucleicos tales como ADNc o una secuencia gendémica. Una secuencia gendmica puede comprender
exones e intrones. Una secuencia gendémica también puede incluir una regiébn promotora u otras regiones
reguladoras.

La molécula de acido nucleico puede estar ligada a un vector de expresion capaz de expresarse en una célula
procariota (por ejemplo E. coli) o una célula eucariota (por ejemplo, células de levadura, células fungicas, células de
insecto, células de mamifero o células vegetales). La molécula de acido nucleico puede ligarse o fusionarse o
asociarse de otro modo con una molécula de acido nucleico que codifica otra entidad tal como, por ejemplo, un
péptido sefial. También puede comprender informacion de secuencias de nucleétidos adicionales fusionadas,
ligadas o asociadas de otro modo con las partes 3' o 5' terminales o en ambas partes 3’ y 5’ terminales. La molécula
de acido nucleico puede también ser parte de un vector, tal como un vector de expresion. La ultima realizacion
facilita la produccion de formas recombinantes del péptido sujeto abarcandose dichas formas por la presente
invencion.

Tales acidos nucleicos pueden ser utiles para produccion recombinante de epitopos de linfocitos T de Cynd 1 o
proteinas que los comprenden por insercion en un vector apropiado y transfeccion en una linea celular adecuada.
Tales vectores de expresion y lineas celulares hospedadoras también forman un aspecto de la invencion.

Al producir péptidos por técnicas recombinantes, las células hospedadoras transformadas con un acido nucleico que
tiene una secuencia que codifica un péptido de acuerdo con la invencion o un equivalente funcional de la secuencia
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de acido nucleico se cultivan en un medio adecuado para las células particulares implicadas. Los péptidos pueden
después purificarse a partir de medio de cultivo celular, las células hospedadoras o ambos usando técnicas bien
conocidas en la materia tales como cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de filtracion en gel,
ultrafiltracién, electroforesis o inmunopurificacién con anticuerpos especificos para el péptido.

Los acidos nucleicos que codifican Cyn d 1 o péptidos que comprenden epitopos de linfocitos T y/o B de Cyn d 1
pueden expresarse en células bacterianas tales como E. coli, células de insecto o células de levadura o de mamifero
tales como células de ovario de hamster Chino (CHO). Los vectores de expresion, promotores, potenciadores y otros
elementos de control de la expresién adecuados se indican en Sambruck (Cold Spring Harbour Laboratory Press,
1989). Otros vectores de expresién, promotores, potenciadores y otros elementos de expresion adecuados se
conocen bien por los expertos en la materia. Los ejemplos de vectores de expresién adecuados en levadura incluyen
Yep Sec 1 (Balderi et al.,, 1987, Embo. J., 6:229-234); pMFa (Kurjan y Herskowitz, Cell, 30:933-943, 1982); JRY88
(Schultz et al., Gene, 54:113-123, 1987) y pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, CA). Estos vectores estan
libremente disponibles como lo estan sistemas de expresion de baculovirus y mamiferos. Por ejemplo, un sistema de
baculovirus esta disponible en el mercado (ParMingen, San Diego, CA) para expresion en células de insecto
mientras que el vector pMsg esta disponible en el mercado (Pharmacia, Piscataway, NJ) para expresion en células
de mamifero.

Para expresién en E .coli los vectores de expresion adecuados incluyen entre otros, pTrc (Amann et al, Gene,
69:301-315, 1988) pGex (Amrad Corporation, Melbourne, Australia); pMal (N.E. Biolabs, Beverley, MA); pRit5
(Pharmacia, , Piscataway, NJ); pEt-11d (Novagen, Maddison, WI) (Jameel et al., J. Virol., 64:3963-3966 1990) y
pSem (Knapp et al., Bio Techniques, 8:280-281, 1990). El uso de pTRC y pEt-11d, por ejemplo, conducira a la
expresion de proteina no fusionada. El uso de pMal, pRit5, pSem y pGex conducira a la expresion de alérgeno
fusionado con proteina de unién a maltosa E (pMal), proteina A (pRit5), galactosidasa truncada (PSEM) o glutation
S-transferasa (pGex). Cuando un epitopo de linfocitos T de Cyn d 1 o un péptido que lo comprende se expresa como
una proteina de fusién, es particularmente ventajoso introducir un sitio de escisiébn enzimatica en el punto de fusion
entre la proteina vehiculo y el péptido implicado. El péptido de la invencién puede después recuperarse de la
proteina de fusion a través de escision enzimatica en el sitio enzimatico y purificacion bioquimica usando técnicas
convencionales para la purificacion de proteinas y péptidos. Los ejemplos de sitios de escision enzimatica incluyen
los de factor de coagulacién sanguinea Xa o trombina para los que las enzimas y protocolos apropiados para
escision estan disponibles en el mercado. Los diferentes vectores también tienen diferentes regiones promotoras
que permiten la expresién constitutiva o inducible o induccién por temperatura. Adicionalmente puede ser apropiado
expresar péptidos recombinantes en diferentes hospedadores E. coli que tienen una capacidad alterada para
degradar las proteinas expresadas recombinantemente. Como alternativa, pueden ser ventajoso alterar la secuencia
de acido nucleico para usar codones preferentemente utilizados por E. coli, en los que dicha alteracion de acido
nucleico no afectaria a la secuencia de aminoacidos de las proteinas expresadas.

Las células hospedadoras pueden transformarse para expresar los acidos nucleicos de la invenciéon usando técnicas
convencionales tales como co-precipitacion con fosfato calcico o cloruro calcico, transfeccion mediada por DEAE-
dextrano o electroporacion. Los métodos adecuados para transformar las células hospedadoras pueden encontrarse
en (Sambruck et al., 1989) y otros libros de texto de laboratorio. La secuencia de &cido nucleico de la invencién
también puede sintetizarse quimicamente usando técnicas convencionales.

Ademas de la produccion recombinante de péptidos de acuerdo con la invencion, los acidos nucleicos puede
utilizarse como sondas para fines de purificacion o experimentales.

La identificacion de regiones epitdpicas de linfocitos T facilita la identificacion y/o disefio racional de una serie de
moléculas peptidicas mutantes. Como se ha detallado anteriormente en este documento, estos péptidos mutantes
pueden comprender uno o mas epitopos de linfocitos B mutados. Sin embargo se proporciona alcance para la
generacion de péptidos mutantes que comprenden epitopos de linfocitos B mutados o combinaciones de epitopos
de linfocitos B y T intactos frente a mutados. Las aplicaciones de estas moléculas se describen en mas detalle
posteriormente pero en una realizacién preferida se refieren a modulacion de la respuesta inmune de
hipersensibilidad a Cyn d 1 en términos de un tratamiento profilactico o terapéutico.

La identificacion y sintesis de los epitopos de linfocitos T Cyn d 1 como se describe en este documento facilita ahora
el desarrollo de una serie de protocolos de tratamiento terapéutico/profilactico y de diagnéstico para su uso con
respecto a afecciones inmunes relacionadas con Cyn d 1. También se facilita el desarrollo de reactivos para su uso
en los mismos. En consecuencia, deberia entenderse que la presente invencién se extiende al uso de los péptidos y
anticuerpos monoclonales o derivados, homélogos, analogos, mutantes, equivalentes quimicos o miméticos de los
mismos en el tratamiento terapéutico y/o profilactico de los pacientes. Tales métodos de tratamiento incluyen, pero
sin limitacion:

(i) Administracion de los péptidos sujeto a un paciente como un medio de desensibilizar o inducir tolerancia
inmunolégica a Cyn d 1 o moléculas de tipo Cyn d 1. Esto puede conseguirse, por ejemplo, induciendo anergia
de Th2 dirigida a Cyn d 1 o apoptosis. Dicho resultado puede conseguirse por uno cualquiera de varias técnicas
incluyendo el uso de péptidos que mantiene la reactividad de epitopos de linfocitos T pero que de forma natural
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o como resultado de mutacién son incapaces de experimentar uniéon a IgE. Como alternativa, pueden utilizarse
protocolos de desensibilizacién/tratamiento que estdn basados en la administracion de concentraciones
especificas de un péptido dado de acuerdo con un régimen especifico para inducir tolerancia. Dicha
metodologia puede eliminar hipersensibilidad a Cyn d 1 o puede reducir la gravedad de hipersensibilidad a Cyn
d 1. Preferiblemente tales regimenes de tratamiento son capaces de modificar la respuesta a linfocitos T o la
respuesta tanto a linfocitos B como T del individuo implicado. Como se usa en este documento, la modificacién
de la respuesta alérgica del individuo que padece hipersensibilidad a Cyn d 1 puede definirse como inducir no
respuesta o disminucion en los sintomas ante la molécula de Cyn d 1 segun se determina por procedimientos
clinicos convencionales (Varney et. al., British Medical Journal, 302:265-269, 1990). La disminucién en los
sintomas incluye cualquier reduccién de una respuesta alérgica en un individuo ante Cyn d 1 después de que se
haya completado un régimen de tratamiento. Esta disminucion puede determinarse de forma subjetiva o clinica,
por ejemplo usando ensayos de piel convencionales conocidos en la técnica.

(i)

La exposicion de un individuo a los péptidos de la presente invencion, comprendiendo dichos péptidos al menos
un epitopo de linfocitos T, puede hacer tolerantes o anergizar subpoblaciones de linfocitos T apropiadas de
modo que se vuelvan insensibles a Cyn d 1 y no participen en la estimulacién de una respuesta inmune tras
dicha exposicion. Preferiblemente los péptidos de acuerdo con la invencion conservaran epitopos de linfocitos T
inmunodominantes pero poseen unién a IgE anulada.

La administracion de un péptido de la invencion puede modificar el perfil de secrecion de citocinas en
comparacién con exposicion a alérgeno Cyn d 1 de origen natural. Esta exposicion también puede influir en las
subpoblaciones de linfocitos T que normalmente participan en la respuesta alérgica para migrar lejos del sitio o
sitios de exposicion normal al alérgeno y hacia el sitio o sitios de administracion terapéutica. Esta redistribucion
de subpoblaciones de linfocitos T puede aliviar o reducir la capacidad del sistema inmune de un individuo para
estimular la respuesta inmune habitual en el sitio de exposicion normal al alérgeno, dando como resultado la
disminucion de los sintomas alérgicos. La modificacion de la respuesta de linfocitos B puede conseguirse, por
ejemplo, mediante modulacion del perfil de citocinas producido por linfocitos T, como se ha detallado
anteriormente. Especificamente, reducir la produccién de IL-4 e IL-13 derivado de linfocitos T reduciendo de
este modo la sintesis de IgE.

(i) Los péptidos de la presente invencion pueden usarse en la capacidad de un adsorbente para retirar
linfocitos T dirigidos a Cyn d 1 de una muestra biologica o de un paciente.

En consecuencia, en otro aspecto la presente invencion proporciona un método para el tratamiento y/o profilaxis de
una afeccion en un sujeto, caracterizandose dicha afeccidn por la respuesta inmune aberrante, no deseada o de otro
modo inapropiada a Cyn d 1, comprendiendo dicho método administrar a dicho sujeto una cantidad eficaz de un
péptido como se ha definido anteriormente en este documento para un tiempo y en condiciones suficientes para
retirar o reducir la presencia o funcion de dicho sujeto de linfocitos T dirigidos a dicho Cyn d 1.

Preferiblemente dicha afeccion es hipersensibilidad a polen de pasto Bermuda.

Una “cantidad eficaz” significa una cantidad necesaria al menos parcialmente para conseguir la respuesta inmune
deseada o retardar la aparicion o inhibir la progresion o detener completamente, la aparicion o progresion de una
afeccion particular que se trata. La cantidad varia dependiendo de la condicion de salud vy fisica del individuo a tratar,
el grupo taxonémico del individuo a tratar, el grado de proteccion deseado, la formulacién de la composicion, la
evaluacion de la situacion médica y otros factores relevantes. Se espera que la cantidad quede en un intervalo
relativamente amplio que pueda determinarse a través de ensayos rutinarios.

El sujeto del tratamiento o profilaxis generalmente es un mamifero tal como pero sin limitacién un ser humano,
primate, animal de granja (por ejemplo, oveja, vaca, caballo, asno, cerdo), animal de compaiiia (por ejemplo perro,
gato), animal de ensayo de laboratorio (por ejemplo raton, conejo, rata, cobaya, hamster), animal salvaje capturado
(por ejemplo zorro, ciervo). Preferiblemente el mamifero es un ser humano o primate. Mas preferiblemente el
mamifero es un ser humano.

La referencia en este documento a “tratamiento” y “profilaxis” debe considerarse en su contexto mas amplio. El
término “tratamiento” no implica necesariamente que se trate a un sujeto hasta la recuperacion total. De forma
similar, “profilaxis” no significa necesariamente que el sujeto no contraiga con el tiempo una enfermedad. En
consecuencia, el tratamiento y profilaxis incluyen alivio de los sintomas de una afeccion particular o prevencién o
reduccion de otro modo del riesgo de desarrollar una afeccion particular. El término “profilaxis” debe considerarse
como reducir la gravedad o aparicion de una afeccién particular. “Tratamiento” también puede reducir la gravedad de
una afeccion existente.

Otro aspecto mas de la presente invencion se refiere a anticuerpos para Cyn d 1 incluyendo anticuerpos cataliticos o
derivados, homologos, analogos, mutantes, equivalentes quimicos o miméticos de dichos anticuerpos. Tales
anticuerpos pueden ser monoclonales o policlonales y pueden seleccionarse de anticuerpos de origen natural para
Cyn d 1 o pueden inducirse especificamente para Cyn d 1. El caso de los ultimos, Cyn d 1 puede asociarse primero
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con una molécula vehiculo. Los anticuerpos y/o Cyn d 1 recombinantes de la presente invencidon son particularmente
Utiles como agentes terapéuticos o de diagndstico. Como alternativa, pueden usarse fragmentos de anticuerpos
tales como fragmentos Fab o fragmentos Fab',. Ademas, la presente invencidn se extiende a anticuerpos
recombinantes y sintéticos y a hibridos de anticuerpos. Un “anticuerpo sintético” se considera en este documento
que incluye fragmentos e hibridos de anticuerpos. Cyn d 1 también puede usarse para explorar con respecto a
anticuerpos de origen natural para Cyn d 1.

Los anticuerpos tanto policlonales como monoclonales pueden obtenerse por inmunizacién con Cyn d 1 o derivado,
homologo, analogo, mutante, equivalente quimico o mimético del mismo y ambos tipos son utilizables para
inmunoensayos. Los métodos para obtener ambos tipos de sueros se conocen bien en la técnica. Los sueros
policlonales se prefieren menos pero se preparan de forma relativamente facil por inyeccion a un animal de
laboratorio adecuado de una cantidad eficaz de Cyn d 1 o partes antigénicas del mismo, recoger suero del animal y
aislar sueros especificos por cualquiera de las técnicas inmunoadsorbentes conocidas. Aunque los anticuerpos
producidos por este método pueden utilizarse en practicamente cualquier tipo de inmunoensayo, generalmente se
utilizan menos debido a la heterogeneidad potencial del producto.

El uso de anticuerpos monoclonales en un inmunoensayo se prefiere particularmente debido a la capacidad para
producirlos en grandes cantidades y la homogeneidad del producto. La preparacion de lineas celulares de hibridoma
para produccién de anticuerpo monoclonal derivado por fusién de una linea celular inmortal y linfocitos
sensibilizados frente a la preparacion inmunogénica puede realizarse por técnicas que se conocen bien para los
expertos en la materia. (Véase, por ejemplo Douillard y Hoffman, Basic Facts about Hybridomas, en Compendium of
Immunology Vol Il, ed. por Schwartz, 1981; Kohler y Milstein, Nature 256: 495-499, 1975; European Journal of
Immunology 6: 511-519, 1976).

Preferiblemente, el anticuerpo de la presente invencioén especificamente se une a Cyn d 1 o derivado, homdlogo,
analogo, mutante, equivalente quimico o mimético del mismo. Por “se une especificamente” se entiende uniéon de
alta afinidad y/o alta avidez de un anticuerpo con un antigeno especifico. La unién de anticuerpo a su epitopo en
este antigeno especifico es mas fuerte que la union del mismo anticuerpo a cualquier otro epitopo, particularmente
los que pueden estar presentes en moléculas en asociacion con, o en la misma muestra que, el antigeno especifico
de interés. Los anticuerpos que se unen especificamente a un polipéptido de interés pueden ser capaces de unirse a
otros polipéptidos a un nivel débil, pero detectable, (por ejemplo, 10 % o menos de la unidbn mostrada para el
polipéptido de interés). Dicha union débil, o uniéon de fondo, se puede diferenciar facilmente de la union de
anticuerpo especifica para el polipéptido de interés, por ejemplo mediante el uso de controles apropiados.

La administracion de un péptido o anticuerpo de la presente invencion (denominado en este documento “agente”) en
forma de una composicion farmacéutica, puede realizarse por cualquier medio conveniente. Se contempla que el
agente de la composicion farmacéutica muestra actividad terapéutica cuando se administra en una cantidad que
depende del caso particular. La variacion depende, por ejemplo, del ser humano o animal y el agente seleccionados.
Puede aplicarse una amplia serie de dosis. Considerando a un paciente, por ejemplo, puede administrarse de
aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 1 mg de un agente por kilogramo de peso corporal por dia. Los
regimenes de dosificacion pueden ajustarse para proporcionar la respuesta terapéutica 6ptima. Por ejemplo, pueden
administrarse varias dosis divididas diariamente, semanalmente, mensualmente u otros intervalos de tiempo
adecuados o puede reducirse proporcionalmente la dosis segun se indica por las exigencias de la situacion.

El agente puede administrarse de una manera conveniente tal como por las vias oral, intravenosa (cuando sea
soluble en agua), intraperitoneal, intramuscular, subcutanea, intradérmica, intranasal, sublingual o supositoria o
implantarse (por ejemplo, usando moléculas de liberacion lenta). El agente puede administrarse en forma de sales
farmacéuticamente aceptables no toxicas tales como sales de adicion de acidos o complejos metalicos, por ejemplo
con zinc, hierro o similares (que se consideran como sales para los fines de la presente solicitud). Son ilustrativas de
dichas sales de adicién de acidos clorhidrato, bromhidrato, sulfato, fosfato, maleato, acetato, citrato, benzoato,
succinato, malato, ascorbato, tartrato y similares. Si el principio activo debe administrarse en forma de comprimido,
el comprimido puede contener un aglutinante tal como goma de tragacanto, almidén de maiz o gelatina; un agente
disgregante, tal como acido alginico; y un lubricante, tal como estearato de magnesio.

De acuerdo con estos métodos, el agente definido de acuerdo con la presente invencion puede co-administrarse con
uno o mas compuestos o moléculas distintos. Por “co-administrarse” se entiende administracion simultanea en la
misma formulacion o en dos formulaciones diferentes mediante la misma o diferentes vias o administracion
secuencial por la misma o diferentes vias. Por administracion “secuencial’ se entiende una diferencia temporal de
segundos, minutos, horas o dias entre la administracion de los dos tipos de moléculas. Estas moléculas pueden
administrarse en cualquier orden.

Otro aspecto de la presente invencién contempla el uso de un agente como se ha definido anteriormente en este
documento en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una afeccibn en un mamifero,
caracterizandose dicha afeccion por una respuesta inmune aberrante, no deseada o de otro modo inapropiada a Cyn
d1.
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Preferiblemente dicha afeccion es hipersensibilidad a polen de pasto Bermuda.

En otro aspecto adicional mas, la presente invencion contempla una composiciéon farmacéutica que comprende un
agente como se ha definido anteriormente en este documento y uno o mas vehiculos y/o diluyentes
farmacéuticamente aceptables. Dichos agentes se denominan los principios activos.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones acuosas estériles (cuando sean
solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacién extemporanea de soluciones o dispersiones
inyectables estériles o pueden estar en forma de una crema u otra forma adecuada para aplicacion tépica. Debe ser
estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe conservarse contra la acciéon contaminante de
microorganismos tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un medio disolvente o de dispersion que
contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol propilenglicol y polietilenglicol liquido y similares),
mezclas adecuadas de los mismos y aceites vegetales. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo,
mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina, por el mantenimiento del tamafio de particula requerido en
caso de dispersion y por el uso de tensioactivos. Las prevenciones de la accion de microorganismos pueden
proporcionarse por diversos agentes antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol,
acido sorbico, timerosal y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isotonicos, por ejemplo,
azucares o cloruro sodico. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables puede proporcionarse por el
uso en las composiciones de agentes que retardan la absorcién, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Se preparan soluciones inyectables estériles incorporando los compuestos activos en la cantidad requerida en el
disolvente apropiado con diversos de los otros ingredientes listados anteriormente, segun se requiera, seguido de
esterilizacion por filtrado. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando los diversos principios activos
esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos de
los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables
estériles, los métodos preferidos de preparacion son secado por vacio y la técnica de liofilizado que produce un
polvo del principio activo mas cualquier ingrediente deseado adicional a partir de la solucién esterilizada por filtracion
previamente del mismo.

Cuando los principios activos estan protegidos de forma adecuada pueden administrarse por via oral, por ejemplo,
con un diluyente inerte o con un vehiculo comestible asimilable o puede incluirse en una capsula de gelatina de
cubierta dura o blanda o pueden comprimirse en comprimidos o puede incorporarse directamente con el alimento de
la dieta. Para administracion terapéutica oral, el compuesto activo puede incorporarse con excipientes y usarse en
forma de comprimidos ingeribles, comprimidos bucales, trociscos, capsulas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas y
similares. Tales composiciones y preparaciones deberian contener al menos 1 % en peso de compuesto activo. El
porcentaje de las composiciones y preparaciones puede, por supuesto, variarse y puede estar convenientemente
entre aproximadamente 5 y aproximadamente 80 % del peso de la unidad. La cantidad de compuesto activo en
dichas composiciones terapéuticamente Utiles es tal que se obtendra una dosificacion adecuada. Las composiciones
o preparaciones preferidas de acuerdo con la presente invencién se preparan de modo que una forma de unitaria de
dosificacion oral contiene entre aproximadamente 0,1 ng y 2000 mg de compuestos activos.

Los comprimidos, trociscos, pildoras, capsulas y similares también pueden contener los componentes como se
enumeran posteriormente en este documento: un aglutinante tal como goma, goma arabiga, almidén de maiz o
gelatina; excipientes tales como fosfato dicalcico; un agente disgregante tal como almidéon de maiz, almidén de
patata, acido alginico y similares; un lubricante tal como estearato de magnesio; y puede afadirse un agente
edulcorante tal como sacarosa, lactosa o sacarina o un agente saporifero tal como un saporifero de menta, aceite de
Gaulteria o cereza. Cuando la forma unitaria de dosificacién es una capsula, puede contener, ademas de los
materiales del tipo anterior, un vehiculo liquido. Otros diversos materiales pueden estar presentes como
recubrimientos o para modificar de otro modo la forma fisica de la unidad de dosificacién. Por ejemplo, comprimidos,
pildoras o capsulas pueden recubrirse con goma laca, azicar o ambos. Un jarabe o elixir puede contener el
compuesto activo, sacarosa como un agente edulcorante, metil y propilparabenos como conservantes, un colorante
y saporifero de cereza o naranja. Por supuesto, cualquier material usado en la preparacion de cualquier forma
unitaria de dosificacion deberia ser farmacéuticamente puro y sustancialmente no toxico en las cantidades
empleadas. Ademas, el compuesto o compuestos activos pueden incorporarse en preparaciones y formulaciones de
liberacion prolongada. La composicién farmacéutica también puede comprender moléculas genéticas tales como un
vector capaz de transfectar células diana en las que el vector porta una molécula de acido nucleico que codifica un
agente modulador. El vector puede, por ejemplo, ser un vector viral.

Otro aspecto adicional de la presente invencion se refiere a agentes, como se han definido anteriormente en este
documento, cuando se usan en el método de la presente invencion.

En otro aspecto adicional, deberia entenderse que la presente invencion se extiende al uso de los péptidos de la
presente invencion en aplicaciones de diagnéstico. Dichas aplicaciones de diagnéstico incluyen, pero sin limitacion:

(i) medir la reactividad de las células de un sujeto a Cyn d 1. Esto es util, por ejemplo, con respecto al
diagnostico y/o control de las afecciones caracterizadas por una respuesta inmune aberrante, no deseada o
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de otro modo inapropiada a Cyn d 1. Los péptidos pueden afiadirse en una solucién o unirse a un soporte
sélido junto con células derivadas de sangre periférica o de biopsias tisulares no fraccionadas, fraccionadas
o derivadas como una linea celular continua. La reactividad al péptido su1eto puede medirse después por
ensayos de proliferacién convencionales tales como incorporaciéon de H3-timidina, medicion de moléculas
expresadas o secretadas tales como marcadores de superficie, citocinas u otros ensayos convencionales
de actividad celular que se conocen bien en la técnica.

(i) el uso de péptidos que comprenden epitopos de linfocitos T junto con un ensayo de proliferacion de
linfocitos T que utiliza una muestra de linfocitos T derivada del sujeto facilitara, por ejemplo, la identificacion
de una poblacién sensible a linfocitos T.

Pueden utilizarse métodos de deteccion de Cyn d 1, por ejemplo, para detectar cualitativa o cuantitativamente
niveles de Cyn d 1. Sin embargo, estos métodos también pueden utilizarse para explorar con respecto a mutaciones
o polimorfismos de Cyn d 1 dando como resultado dichas mutaciones, por ejemplo, la pérdida de reactividad de los
linfocitos T a Cyn d 1. Estos métodos pueden utilizarse con el fin de explorar con respecto a moléculas peptidicas
adecuadas para su uso en el tratamiento terapéutico o profilactico de un individuo que padece hipersensibilidad
relacionada con Cyn d 1.

En consecuencia, otro aspecto adicional de la presente invenciéon se refiere a un método para diagnosticar o
controlar una afeccién en un mamifero, caracterizandose dicha afeccion por una respuesta aberrante, no deseada o
inapropiada a Cyn d 1, comprendiendo dicho método la exploracién con respecto a linfocitos T reactivos a Cyn d 1
utilizando los péptidos definidos anteriormente en este documento.

Preferiblemente dicha afeccion es hipersensibilidad a polen de pasto Bermuda.

En otra realizacion la presente invencion proporciona kits de diagnoéstico para su uso en la metodologia de
diagnostico definida anteriormente en este documento.

La presente invencion se describira adicionalmente a continuacién con referencia a los siguientes ejemplos no
limitantes.

Ejemplo 1

ANALISIS OLIGOCLONAL DE LA RESPUESTA DE LINFOCITOS T ATOPICA AL ALERGENO DE GRUPO 1 DE
CYNODON DACTYLON. MATERIALES Y METODOS

Pacientes y protocolo de inmunoterapia

Se estudiaron catorce pacientes (8 F y 6 M de edad media 33,4 afios) de la clinica de asma y alergia, Hospital
Alfred, Melbourne, Australia (Tabla 3). Todos los pacientes padecian rinitis de temporada grave y/o asma con
sintomas que se extendian hasta verano avanzado correspondientes al maximo de la temporada de BPG. IgE
especifica para polen de pasto Bermuda estaba presente en todos los sujetos segun se determind por ensayos de
puntura positivos para extracto de polen de pasto Bermuda (didmetros de grano = 5 mm) asi como ensayo
alergoabsorbente de enzimas positivo (EAST, Kallestad Allercoat Sanofi-Pasteur Diagnostics; Tabla 3).

Se administr6 a los pacientes inmunoterapia de alérgeno subcutanea con dos inyecciones semanales en una
preparacion de liberacion prolongada precipitada con alumbre que contenia 50 % de polen de pasto Bermuda + 50
% de mezcla de 7 pastos (AIIpyraI especificamente preparada y proporcionada generosamente por Bayer Australia
Ltd.) durante veinte semanas fuera de la temporada de polen, de acuerdo con el régimen convencional del Hospital
Alfred (dosis de antigeno acumulativa 15.570 PNU por afio). Se obtuvo sangre periférica heparinizada de todos los
pacientes durante la temporada de polen antes del inicio de la desensibilizacion (n = 14), siguiendo un afio de
tratamiento (n = 14) y después de dos afios de tratamiento (n = 7). Los cambios en sintomatologia clinica se
documentaron usando puntuaciones analogas visuales completadas por los pacientes (100 % equivale a sintomas
mas graves y 0 % equivale a sin sintomas; Figura 1) y por cambio indicado por los pacientes en el uso de la
medicaciéon. Se obtuvo aprobacion del Comité de ética del Hospital Alfred con consentimiento informado escrito de
cada paciente. Los contenidos de polen diario se proporcionaron amablemente por la Escuela de Botanica,
Universidad de Melbourne.

Tipificacion de CMH de clase Il

Se realiz6 la tipificacion de alelos HLA-DRB1, DQB1 y DPB1 usando los métodos convencionales descritos en 11th
International Histocompatibility Workshop (Kimura, A. Sasazula, T., Oxford University Press, 1991). Brevemente, se
determinaron dos polimorfismos de exones usando una serie de sondas oligonucleotidicas biotiniladas que se
hibridaron con ADN amplificado por PCR inmovilizado en membranas de nylon. Se detectaron sondas
complementarias usando un conjugado de fosfatasa alcalina-estreptavidina y el sustrato quimioluminiscente CDP-
Star (Roche Diagnostics Pty Ltd). La hibridacion de DPB1 se precedié por una estimulacion especifica de secuencia
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(SSP) para dividir los alelos de DPB1 en seis grupos basandose en polimorfismo en las posiciones de aminoacidos
8-9 y 84-85 (Varney, M.D., Tait, B.D., Eur. J. Immunogenetics, 25:371-374, 1998). Para cada locus se afiadieron
nuevas sondas y cebadores para cubrir el polimorfismo de secuencia no descrito en el protocolo original.

Antigenos
(i) Polen de pasto Bermuda.

El pasto Bermuda se obtuvo de Greer Laboratories Inc. (Lenoir, N.C., Estados Unidos) como polen seco, no
desgrasado. Se extrajo un gramo de polen en 5 ml de NHsHCO3; 1 mM durante una noche a 4 °C en una rueda
rotatoria. Después de la centrifugacién, el sobrenadante se dializ6 frente a PBS durante una noche. El extracto se
filtré a través de un filtro de 0,2 um. El contenido de proteina del extracto se determin6é usando el microensayo Bio-
Rad (Bio-Rad, Estados Unidos).

(ii) Cynd 1.

Se gener6 Cyn d 1 por el extracto de polen de pasto Bermuda sometiéndolo primero a una precipitaciéon con sulfato
de amonio 80 %. El sobrenadante de la precipitacién se pas6 después a través de una columna de gel de Sephadex
G-75 (Pharmacia, Suecia). Las fracciones que contenian Cyn d 1 se agruparon después del analisis en SDS-PAGE
e inmunotransferencia usando un anticuerpo monoclonal especifico de Cyn d 1 (3A2) (Smith et al., 1994). El
contenido de proteina se determind usando el microensayo Bio-Rad.

(iii) Péptidos.

Se obtuvieron péptidos sintéticos (20-mers solapantes por 11 o, para los dos péptidos N-terminal, 15 restos) que
abarcaban la longitud completa de la molécula Cyn d 1 de Mimotopes (Clayton, Australia; Figura 2) (isoforma CD1,
Smith et al., 1996, mencionado anteriormente).

(iv) Mitogenicidad y Toxicidad.

La mitogenicidad del polen de pasto Bermuda, Cyn d 1 y péptidos de Cyn d 1 se excluyé cultivando con linfocitos T
CD4" reactivos a acaros del polvo oligoclonales en presencia de células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) y se excluyé la toxicidad por co-cultivo de antigenos con las células T reactivas a HDM en presencia de IL-2
(datos no mostrados).

Generacion de lineas de linfocitos T especificos para polen de pasto Bermuda

Se aislaron lineas de linfocitos T especificas para polen de pasto Bermuda con el uso de los métodos de los
inventores bien establecidos para la generacién de poblaciones de linfocitos T especificas de alérgenos (O'Hehir,
RE, Young, D.B., Kay, A.B., Lamb, J.R, Immunology, 62:635-640, 1987; O'Hehir, R.E., Askonas, B.A., Lamb, J.R, Vol
3, Heidelberg: Springer-Verlag, paginas 42-138, 1993). Brevemente, se separaron PBMC de sangre venosa
heparinizada por centrifugacion en un gradiente de densidad sobre Ficolll Paque (Pharmacia, Suecia). Las PBMC se
estimularon inicialmente durante una semana en placas de 24 pocillos (Costar, Estados Unidos; 2,5 x 10°
PBMC/pocillo) con una concentracion éptima determinada previamente de extracto de polen de pasto Bermuda (50
ug/ml) durante 7 dias en medio completo (medio RPMI-1640 Gibco Life Technologies, complementado con L-
glutamina 2 mmol/l, penicilina/estreptomicina 100 Ul/ml y suero AB* humano inactivado por calor explorado al 5 %,
Sigma Chemical Company, Estados Unidos) a 37 °C, CO, al 5 %. Se estableci6 una linea de dos semanas
reestimulando los blastos de linfocitos T con extracto de polen de pasto Bermuda en presencia de PBMC aut6logas
irradiadas (3000 rad) cada 7 dias, con la adicion de interleucina-2 (5 % vol/vol; Lymphocult-TLF, Biotest Folex,
Frankfurt, Alemania) cada 3-4 dias. En todos los experimentos se dejé reposar a los linfocitos T durante 7 dias
después de la ultima adicion de antigeno y las células presentadoras de antigeno (APC) antes de su uso en ensayos
de proliferacion. Los inventores han mostrado previamente que los linfocitos T CD4+ se expanden preferentemente
en estos cultivos.

Ensayos de proliferacién de linfocitos T oligoclonales

Se estimularon blastos de linfocitos T oligoclonales (5 x 104/pocillo) de las lineas de linfocitos T especificas de polen
de pasto Bermuda por triplicado con extracto de polen de pasto Bermuda (25, 50, 100 pg/ml), Cyn d 1 purificado
(2,5, 5, 10 pg/ml) y los péptidos de Cyn d 1 (1,10 ug/ml) en presencia de un numero igual de PBMC aut6logas
irradiadas como APC durante 72 horas en placas de fondo redondo de 96 pocillos (ICN Biomedicals, Estados
Unidos). Se incluyeron cultivos de linfocitos T y APC en ausencia de antigeno o con IL-2 afiadida como controles
negativo y positivo respectivamente. Después de 72 horas, se sometié a pulsos a los cultivos con 1 uCi/pocillo de
metil timidina tritiada ("HTdR; Amersham, Estados Unidos) y se recogieron 16 horas después en filtros de fibra de
vidrio. Se midié la proliferacion correlacionada con incorporaciéon de *HTdR por espectroscopia de centelleo liquida.
Los resultados se expresan como cambio en cuentas medias por minuto por encima del fondo (Acpm) o como un
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indice de estimulacion (SI, cpm de linfocitos T estimulados por antigeno dividido entre cpm de linfocitos T no
estimulados) para permitir una comparacion mas facil entre sujetos con diferente incorporacion de fondo. Los valores
de indice de estimulacion = 2,5 se consideran significativos.

Produccion de IL-5 e IFN-y por linfocitos T oligoclonales especificos de polen de pasto Bermuda

La producciéon de IL-5 e IFN-y por linfocitos T oligoclonales cultivados se evaludé recogiendo sobrenadantes de
ensayos de proliferacion a las 48 horas después de la estimulacion, con reemplazo por un volumen igual de medio
completo y medicion de niveles de citocinas por ELISA de tipo sandwich. Se recubrieron placas de ELISA Maxisorp
de 96 pocillos blancas (Nalgene NUNC, Dinamarca) con IL-5 anti ratbn/humano de rata (PharMingen, Estados
Unidos) o BFN-y antihumano de ratéon (Endogen, Estados Unidos) a 2 ug/ml y se incubaron durante una noche a 4
°C. Las placas se lavaron con PBS/Tween 20 al 0,5 % y se bloquearon con PBS/BSA al 1 % durante 1 hora a
temperatura ambiente. Las placas se lavaron de nuevo y los sobrenadantes del cultivo de ensayos agrupados por
triplicado se afadieron por duplicado a los pocillos. Se establecié una curva patrén usando concentraciones
conocidas de IL-5 (PharMingen, Estados Unidos) e IFN-y (Endogen, Estados Unidos) recombinantes humanos. Las
placas se incubaron con IL-5 antihumana de rata biotinilada 1 pg/ml (PharMingen, Estados Unidos) o IFN-y
antihumano de ratén biotinilado 0,5 pg/ml (Endogen, Estados Unidos) durante 1 hora a temperatura ambiente.
Después, se lavaron las placas, se afiadioé peroxidasa de rabano rusticano biotinilada con estreptavidina (Amersham,
Estados Unidos) a una dilucién de 1:2000, a cada pocillo y se incubd durante 45 minutos a temperatura ambiente.
Las placas se lavaron de nuevo y se afiadieron 100 pl del reactivo de quimioluminiscencia ECL (NEN Life Science
Products, Estados Unidos), compuesto mezclando una parte de reactivo luminol potenciado con una parte de
reactivo oxidante, a cada pocillo. Las placas se leyeron en un luminémetro de brillo de microplacas LumiCount
(Packard Instrument Company, Estados Unidos). Se realizd una construccién de curva patréon y determinacion de
niveles de citocina usando software Packard-Smart. El limite inferior de deteccién de los ensayos de IL-5 e IFN-y fue
de 10 pg/ml.

Estadistica

La significaciéon estadistica de las diferencias entre los resultados obtenidos en diversos puntos temporales de SIT
se analiz6é por un ensayo de Wilcoxon Signed Rank. Los ensayos con p valores menores de 0,05 se consideran
significativos.

Ejemplo 2
EFICACIA CLINICA DE LA INMUNOTERAPIA

Los catorce pacientes demostraron una mejora notable en sus sintomas segun se evalu6 por las puntuaciones de
analogo visual indicadas por los pacientes durante la temporada del polen (Figura 1). Esto se acompafié por un uso
de la medicacion reducido en todos los pacientes. A pesar de la eficacia clinica, segun se anticipa a partir de
estudios publicados (Lichtenstein, L.M., Ishizaka, K., Norman, P.S., Sobotka, A.K., Hill, B.M., J. Clin Invest., 52:472-
482m 1973; Gleich, GJ., Zimmerman, E.M., Henderson L.L. y Yunginger, J.W., J. Allergy Clin. Immunol., 70:261-271,
1982; Creticos, P.S., Van Metre T.E., Mardiney, M.R, J. Allergy Clin ImmunoL, 73:94-104, 1984; Djurup, R, Malling,
H., Sondergaard, |., Weeke, B., J. Allergy. Clin. Immunol., 76:46-55, 1985), las mediciones de IgE especificas de
polen de pasto Bermuda no mostraron cambios consistentes durante el tiempo del estudio (Tabla 2). Las cuentas de
polen de temporada diarias fueron comparables durante las tres temporadas.

Ejemplo 3
RESPUESTAS DE LINFOCITOS T OLIGOCLONALES A ALERGENOS DE POLEN DE PASTO BERMUDA

Las lineas de linfocitos T especificas de polen de pasto Bermuda de 2 semanas a partir de los 14 pacientes
alérgicos a polen de pasto Bermuda mostraron respuestas de linfocitos T proliferativas fuertes a la pre-
inmunoterapia con extracto de polen de pasto Bermuda en bruto respondiendo 13/14 pacientes también a Cyn d 1.
Un ensayo de proliferaciéon representativo expresado como Acpm para un paciente se muestra en detalle en la
Figura 3A. Después de SIT, hubo una reduccion notable en las respuestas proliferativas a polen de pasto Bermuda y
Cyn d 1. La proliferaciéon ante polen de pasto Bermuda después de un afo de SIT se redujo en 12/14 pacientes
(Figura 4A, B). El paciente 5 mostr6 una ligera reduccion en la proliferacion después de un afio de SIT pero resulta
interesante que la reactividad de linfocitos T a polen de pasto Bermuda aumentd después de dos afios. El paciente
11 mostré un aumento similar en el reconocimiento de linfocitos T de polen de pasto Bermuda en un afo. Se
observd una reduccion en la proliferacion ante Cyn d 1 en 11/13 pacientes reactivos a Cyn d 1 después de un afio
de SIT (Figura 4 C, D). Después de dos afos de SIT, sélo se observd una proliferacion de linfocitos T especifica de
antigeno minima. Esto no se debid a la induccién de citolisis, puesto que en los tres puntos temporales se observé
fuerte proliferacion ante IL-2 (Figura 3A).
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Ejemplo 4
MAPEO DE EPITOPOS DE CYN d 1

Para identificar las regiones altamente inmunogénicas de Cyn d 1, se examinaron respuestas proliferativas de
linfocitos T oligoclonales a los péptidos de Cyn d 1 sintéticos antes de la inmunoterapia. La reactividad de los
linfocitos T a uno o mas péptidos de Cyn d 1 se identificé en los 13 pacientes reactivos a Cyn 1 d, pero el patron de
reconocimiento de linfocitos T varid entre individuos. No existi6 reconocimiento de péptidos por el paciente no
reactivo a Cyn d 1. Cuatro péptidos [Cyn d 1(1,0-29), (46-65), (55-74) y (199-218)] no indujeron proliferacién en
ningun sujeto. Se detectaron regiones de alta inmunogenicidad en las que cinco péptidos indujeron proliferacién en 6
0 mas pacientes; los péptidos Cyn d 1(109-128) y (217-236) indujeron cada uno respuestas en 8 pacientes y los
péptidos Cyn d 1 (181-200), (190-209) y (222-241) indujeron cada uno respuestas de linfocitos T en 6 pacientes
(Figura 5A).

Las frecuencias de los alelos HLA DRB1, DQB1 y DPB1 en 13/14 pacientes se compararon con las observadas en
una poblaciéon de control sana y para asociaciones con una respuesta a una o mas secuencias peptidicas
particulares. No se observaron asociaciones de HLA inequivocas.

Como se observd con extracto de polen de pasto Bermuda no fraccionado y Cyn d 1, después de SIT, el
reconocimiento de los péptidos de Cyn d 1 se redujo notablemente (Figura 5), con una expansién determinante
insignificante. Para los 7 pacientes que tuvieron 2 afios de SIT, sélo 2 péptidos indujeron una respuesta proliferativa,
cada uno en dos pacientes (Figura 5 C).

Ejemplo 5
PERFIL DE CITOCINAS DE LINFOCITOS T REACTIVOS

Se secretaron IL-5 e IFN-y por las lineas de linfocitos T especificas de polen de pasto Bermuda en respuesta a
estimulaciéon con polen de pasto Bermuda, Cyn d 1 y péptidos de Cyn d 1 seleccionados que provocaron
proliferacién de linfocitos T (por ejemplo Figura 3). Se produjeron altos niveles de ambas citocinas antes de SIT,
pero después de SIT hubo una reduccién notable en la produccién de IL-5 en 13/14 pacientes después de uno o dos
ciclos de SIT (Figura 3B y datos no mostrados). Los niveles de IFN-y también se redujeron después de SIT en 10/14
pacientes, sin embargo, en un menor grado en comparacion con IL-5 (Figura 3 C y datos no mostrados). La
secrecion de IFN-y se potencié en 4 pacientes (8, 9, 11, 13), cada uno de los cuales sélo se habia sometido a un
ciclo de SIT cuando se estudié. El paciente 13 mostré secrecion de IL-5 aumentada después de 1 afio de SIT pero la
secrecion de IFN-y se potencié en un mayor grado (Figura 6B, D). Después de dos afios de SIT hubo una secrecidon
insignificante de cualquiera de las citocinas por cualquier paciente, coherente con el bajo nivel de proliferacién de
linfocitos T observado en este punto temporal.

Hubo un desplazamiento notable en la relaciéon de IL-5:IFN-y durante SIT. Usando una relacién arbitraria de 1 como
un punto de comparacion, 11/14 pacientes mostraron un desplazamiento en la relacion IL-5:IFN-y de < 1 en 1 afio
después de SIT para linfocitos T estimulados con tanto polen de pasto Bermuda como Cyn d 1 (Figura 6). A pesar
de la respuesta proliferativa de linfocitos T aumentada observada después de estimulacion con polen de pasto
Bermuda después de SIT en los pacientes 5y 11, la relacion IL-5:1FN-y se redujo en ambos de estos pacientes y los
sintomas clinicos también se redujeron. Después de dos afios de SIT, la relaciébn se mantuvo constante a un nivel
bajo o continué reduciéndose.

El perfil de la relacion EL-5:IFN-y inducido por estimulacion de péptidos reflejo la proliferacion de linfocitos T (datos
no mostrados). Después de un afio de SIT, solo siete péptidos indujeron una relacion de = 1 en al menos un
paciente y después de dos afnos de SIT, esta practicamente se anulé incluyendo solamente un péptido una relacion
de > 1 en dos pacientes.
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TABLA 3: Caracteristicas clinicas de los pacientes alérgicos a polen de pasto Bermuda e IgE especifico de polen
de pasto Bermuda antes y después de uno y dos (pacientes 1-7) ciclos de SIT

Paciente Sexo Edad Rinitis de Asma Reactividad de ensayo Puntuacién de EAST de
temporada cutaneo de polen de pasto polen de pasto Bermuda
Bermuda (AEU/mI)
Pre- Después Después Pre- Después Despueés
SIT de 1 ciclo de 2 SIT  de 1 ciclo de 2
de SIT ciclos de de SIT  ciclos de
SIT SIT
3
1 M 22 +++ ++ 12 10 7 NR 3(5,33) (14.54)
2
2 F 47 +++ + 10 8 8 (1.86) 3(10,84) NR
3
3 F 33 +++ + 11 11 11 NR 3(16,08) (16.55)
3
4 F 36 +++ - 7 4 3 (6.44) 3(5,72) NR
5 F 24 - “+ 6 5 8 (4,%4) 3(11,83) NR
1
6 F 45 +++ - 14 11 11 (0,45) 2(0,87) 3(7,12)
2
7 F 30 +++ + NR NR 8 (1.64) NR 2 (2,40)
8 F 22 - ++ 7 6 (2,270) 3(3,823)
3
9 M 22 +++ + 11 5 (7,03) 3 (11,05)
3
10 M 27 +++ - NR 13 (11.82) 3 (13,68)
3
11 M 30 +++ ++ 5 11 (5,15) 4 (> 17,5)
3
12 F 47 +++ - 7 7 (5,29) 3(9,28)
13 M 27 — 10 15 (7’%6) NR
0(<
14 M 55 et ) 10 5 0 1(8) 2(0.78)

NR = No realizado
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Ala Ile Gly Asp Lys Pro Gly Pro Asn Ile Thr Ala Thr Tyr Gly Asn
1 5 10 15

Lys Trp Leu Glu Ala Lys Ala Thr Phe Tyr Gly Ser Asn Pro Arg Gly
20 25 30

Ala Ala Pro Asp Asp His Gly Gly Ala Cys Gly Tyr Lys Asp Val Asp
35 40 45

Lys Pro Pro Phe Asp Gly Met Thr Ala Cys Gly Asn Glu Pro Ile Phe
50 ° 55 60
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195
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210
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Gly

Ser

835

Ile

Ala

Leu

Thr

Val

165

Pro

Ilea

Arg

Cys Gly
70

Gly Glu

Ala Ala

Lys Lys

Gin Phe

135

Phe His

1506

Lys Tyr

Lys Asp

Trp Arg

Ala Cys

Pro Val

Tyr Hi=
105

Gly Gln
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Arg Arg

Ile Glu

Ala Ala

Ser Asp

185

Ile Asp
200

Tyr Glu Ile Lys

Leu

80

Phe

Glu

Val

Lys

Gly

170

Glu

Pro

75

Val Lys Ile

Asp Leu Ser

Asp Lys Leu
125

Lys Cys Lys
149

Gly Ser Asn
155

Asp ‘Gly Asn

fhe Ile Pro

4ys Lys Pro
205

Leu Thr Ser Giu Gly-Gly Ria His

215

23

220

Cys

Thr

Gly

10

Arg

Tyr

Asp

Ile

Mot

190

Leu

Leu

Lys Glu
80

Asp Lys
95

Lys Ala

Lys Ala

Pro Ser

His Tyr

160

Val Ala

175

Lys Ser

Lys GlLy

Val Gln
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Asp Asp Val Ile Pro Ala Asn Trp Lys Pro Asp Thr Val Tyr Thr Ser
225 230 235 240

Lys Leu Gln Phe Gly Ala
245

<210>2
<211>20
<212> PRT
<213> humano

<400> 2

Ala Ile Gly Asp Lys Pro Gly Pro Asn Ile Thr Ala Thr Tyr Gly Asn
1 5 : 10 15

Lys Trp Leu Glu
20

<210> 3
<211> 20
<212> PRT
<213> humano

<400> 3

Ile Thr Ala Thr Tyr Gly Asn Lys Trp Leu Glu Ala Lys Ala Thr Fhe
1 5 10 15

Tyr Gly Ser Asn
20

<210>4
<211>20
<212> PRT
<213> humano

<400>4

Leu Glu Ala Lys Ala Thr Phe Tyr Gly Ser Asn Pro Arg Gly Ala Ala
1 5 10 15

Pro*asp Asp His
20

<210>5

<211> 20

<212> PRT
<213> humano
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<400> 5

Ser Asn Pro Arg Gly Als BAla Pro Asp Asp His Gly Gly Ala Cys Gly
1 s 10 15

Tyr Lys Asp Val
20

<210>6
<211>20
<212> PRT
<213> humano

<400> 6

Asp His Gly Gly Ala Cys Gly Tyr Lys Asp Val Asp Lys Pro Pro Fhe
1 5 10 15

Asp Gly Met Thr
20

<210>7
<211> 20
<212> PRT
<213> humano

<400>7

Asp Val Asp Lys Pro Pro Phe Asp Gly Met Thr Ala Cys Gly Asn Glu
1 5 . 10 15

Pro Ile Phe Lys
20
<210> 8
<211> 20
<212> PRT
<213> humano
<400> 8
Mat Thr Ala Cys Gly Asn Glu Pro Ile Phe Lys Asp Gly Leu Gly Cys
1 5 10 15

Gly Ala Cys Tyr
20

<210>9
<211>20
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<212> PRT
<213> humano

<400> 9

Phe Lys Asp Gly Leu Gly Cys Gly Ala Cys Tyr Glu Ile Lys Cys Lys
1 5 10 15

Glu Pro Val Glu
20

<210>10

<211>20

<212> PRT
<213> humano

<400> 10

Cys Tyr Glu Ile Lys Cys Lys Glu Pro Val Glu Cys Ser Gly Glu Pro
1 5 10 15

Val Leu Val Lys
20

<210> 11

211> 20

<212> PRT
<213> humano

<400> 11

Val Glu Cys Ser Gly Glu Pro Val Leu Val Lys Ile Thr Asp Lys Asn
1 5 10 15

Tyr Glu His Ile

20
<210>12
<211>20

<212> PRT
<213> humano

<400>12

Val Lys Ile Thr Asp Lys Asn Tyr Glu His Ile Ala Ala Tyr His Phe
1 5 ' 10 15

Asp Leu Ser Gly
20
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<210>13
<211>20
<212> PRT
<213> humano

<400>13

His Ile Ala Ala Tyr His Phe Asp Leu Ser Gly Lys Ala Phe Gly Ala
1 § 10 15

Met Ala Lys Lys
) 20

<210> 14
<211>20
<212> PRT
<213> humano

<400>14

Ser Gly Lys Ala Phe Gly Ala Met Ala Lys Lys Gly Gla Glu Asp Lys
1 5 10 15

Leu Arg Lys Ala
20

<210>15
<211>20
<212>PRT
<213> humano

<400>15

Lys Lys Gly Gln Glu Asp Lys Leu Arg Lys Ala Gly Glu Leu Thr Leu
1 5 10 15

Gln Phe Arg Arg
20

<210> 16
<211>20
<212>PRT
<213> humano

<400> 16
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Lys Ala Gly Glu Leu Thr Leu Gln Phe Arg Arg Val Lys Cys Lys Tyr

Pro Ser Gly Thr
20

<210>17

<211>20

<212>PRT
<213> humano

<400> 17

Arg Arg Val Lya Cys Lys Tyr Pro Ser Gly Thr Lys Ile Thr Phe His
1 5 10 15

Yle Glu Lys Gly
20

<210> 18

<211>20

<212>PRT
<213> humano

<400> 18

Gly Thr Lys Ile Thr Phe His Ile Glu Lys Gly Ser Asn Asp His Tyr
1 5 10 15

Leu Ala Leu Leu
20

<210>19
<211>20
<212> PRT
<213> humano

<400> 19
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Lys Gly Ser Asn Asp His Tyr Leu Ala Leu Leu Val Lys Tyr Ala Ala
1 : 5 10 15

Gly Asp Gly Rsn
20

<210> 20

<211>20

<212> PRT
<213> humano

<400> 20
Leu Leu Val Lys Tyr Ala Ala Gly Asp Gly Asn Ile Val Ala Val Asp
1 5 10 15

Ile Lys Pro Lys
20

<210>21

<211>20

<212> PRT

<213> humano

<400>21 . .

Gly Asn Ile Val Ala Val Asp Ile Lys Pro Lys Asp Ser Asp Glu FPhe

i ' 5 10 15

Ile Pro Met Lys
20

<210>22

<211>20

<212> PRT
<213> humano

<400> 22
Pro Lys Asp Ser Asp Glu Phe Ile Pro Met Lys Ser Ser Trp Gly Ala

1 5 10 15

Ile Trp Arg Ile

20
<210>23
<211>20
<212>PRT
<213> humano

<400> 23
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Met Lys Ser Ser Trp Gly Ala Ile Trp Arg Ile Asp Pro Lys Lys Pro
1 5 10 15

Leu Lys Gly Pro
20

<210>24
<211>20
<212>PRT
<213> humano

<400> 24

Arg Ile Asp Pro Lys Lys Pre Leu Lys Gly Pro Phe Ser Ile Arg Leu
1 5 ‘ 10 ' 15

Thr Sexr Glu Gly
20

<210>25

<211>20

<212>PRT
<213> humano

<400> 25

Gly Pro Phe Ser Ile Arg Leu Thr Ser Glu Gly Gly Ala His Leu Val
1 5 10 15

Gin Asp Asp Val
20

<210>26
<211>20
<212> PRT
<213> humano

<400> 26

Glu Gly Gly Ala His Leu Val Gln Asp Asp Val Ile Pro Ala Asn Txp
1 5 10 15

Lys Pro Asp Thr
20

<210>27
<211>20
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<212> PRT
<213> humano

<400> 27

Ieu Val Gln Asp Asp Val Ile Pro Ala Asn Trp Lys Pro Asp Thr Val
1 5 10 15

Tyr Thr Ser Lys
20

<210> 28

<211>20

<212> PRT

<213> humano

<400> 28

Val Ile Pro Ala Asn Trp Lys Pro Asp Thr Val Tyr Thr Ser Lys Deu
1 5 10 15

Gln Phe Gly Ala
20
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Ala Ile Gly Asp Lys Pro Gly Pro Asn Ile Thr Ala Thr Tyr Gly Asn
5

Lys Trp Leu Glu Ala Lys Ala Thr Phe Tyr Gly Ser Asn Pro Arg Gly
20 25 30

Ala Ala Pro Asp Asp His Gly Gly Ala Cys Gly Tyr Lys Asp Val Asp
35 . 40 45

Lys Pro Pro Phe Asp Gly Met Thr Ala Cys Gly Asn Glu Pro Ile Phe
50 55 60

Lys Asp Gly Leu Gly Cys Gly Ala Cys Tyr Glu Ile Lys Cys Lys Glu

Pro Val Glu Cys Ser Gly Glu Pro val Leu Val Lys Ile Thr nggp Lys
8BS 90

Asn Tyr Glu His Ile Ala Ala Tyr His Phe Asp Leu Ser Gly Lys Ala
100 105 110

Phe Gly Ala Met Ala Lys Lys Gly Gln Glu Asp Lys Leu Arg Lys Ala
115 120 125

Gly Glu Leuw Thr Leu GIn Phe Arg Arg Val Lys Cys Lys Tyr Pro Ser

130 135 140

Gly Thr Lys Ile Thr Phe His Ile Glu Lys Gly Ser Asn Asp His Tyr
14 150 155 160

Leu Ala Leuy Leu Val Lys Tyr Ala Ala Gly Asp Gly Asn Ile Val Ala
165 170 175

Val Asp Ile Lys Pro Lys Asp Ser Asp Glu Phe Ile Pro Met Lys Ser
180 18 190

Ser Trp Gly Ala Ile Trp Arg Ile Asp Pro Lys Lys Pro Leu Lys Gly
195 200 205

Pro Phe Ser Ile Arg Leu Thr Ser Glu Gly Gly Ala His Leu Val &ln
210 215 220 .

Asp Asp Val Ile Pro Ala Asn Trp Lys Prol Asg Thr val Tyr Thr Ser
22 230 ¢ 23 240

Lys Leu Gln Phe Glg Ala
24

<210>2
<211>20
<212>PRT
<213> humano

<400> 2

32



ES 2362 040 T3

Ala Ile Gly Asp Lys Pro Gly Pro Asn %%e Thr Ala Thr Tyr fi‘%y Asn
5

Lys Trp Leu Glu
20

<210> 3
<211> 20
<212> PRT
<213> humano
<400> 3
Ile Thr Ala Thr Tyr Gly Asn Lys Trp ggu Glu Ala Lys Ala Elgx: Phe
1 5
Tyr Gly Ser Asn
20
<210> 4
<211> 20
<212> PRT
<213> humano
<400>4
Leu Glu Ala Lys Ala Thr Phe Tyr Gly Sexr Asn Pro Arg GEy Ala Ala
1 5 10 15
Pro Asp Asp His
20
<210>5
<211> 20
<212> PRT

<213> humano

<400> 5

Ser Asn Pro Arg Gly Ala Ala Pro Asp Asp His Gly Gly Ala Cys Gly
5 10 15

Tyr Lys Asp Val

20
<210>6
<211>20
<212> PRT
<213> humano
<400> 6
Asp His Gly Gly Ala Cys Gly Tyr Lys Asp Val Asp Lys Proc Pro Phe
1 ) 5 14 15
Asp Gly Met Thr
20
<210>7
<211> 20
<212> PRT

<213> humano
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<400>7
Asp Val Asp Lys Pro Pro Phe Asp Gly Met Thr Ala Cys Gly Asn Gluy
1 5 16 15
Pro Ile Phe Lys
20
<210> 8
<211> 20
<212> PRT
<213> humano
<400> 8
Met Thr Ala Cys Gly Asn Glu Pro Ile Phe Lys Asp Gly Leu ?%y Cys
1 5 10
Gly Ala Cys Tyr
z20
<210>9
<211> 20
<212>PRT
<213> humano
<400>9
Phe Lys Asp Gly Leu Gly Cys Gly Ala Cys Tyr €lu Ile Lys Cys Lys
1 5 iC 15
Glu Pro Val Glu
20
<210> 10
<211> 20
<212> PRT

<213> humano
<400> 10

Cys Tyr Glu Ile Lys Cys Lys Glu Pro Val Glu Cys Ser Gly %%u Pro
1 5 10

Val Leu Val Lys
20

<210> 11
<211> 20
<212> PRT
<213> humano

<400> 11

Val Glu Cys Ser Gly Glu Pro val Leu Val Lys Ile Thr Asp Lys Asn
5 10 15

Tyr Glu His Ile
20

<210> 12
<211> 20
<212> PRT
<213> humano
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Val
1

Asp

<210> 13
<211> 20
<212>PRT
<213> humano

<400>13

His
1

Met

<210> 14
<211> 20
<212> PRT
<213> humano

<400>14

Ser
1
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Lys Ile Thr Asp Lys Asn Tyr Glu His Ile Ala Ala Tyr His Phe
5 . 10 15

Leu Ser Gly
20

Ile Ala Ala Tyr His Phe Asp Leu Ser Gly Lys Ala Phe Gly Ala
5 10 15

Ala Lys Lys
20

Gly Lys Ala Phe Gly Ala Met Ala Lys Lys Gly Gln Glu Asp Lys
5 10 15

Leu Arg Lys Ala

<210> 15
<211> 20
<212> PRT
<213> humano

<400>15

20

Lys Lys Gly Gln Glu Asp Lys Leu Arg Lys Ala Gly Glu Leu '5‘1'51:: Leu
1 5 io

Gln Phe Arg Arg
20

<210> 16
<211> 20
<212> PRT
<213> humano

<400> 16

Lys Ala Gly Glu Leu Thr Leu Gln Phe }i&ﬁg Arg Val Lys Cys g.«qs/s Tyr
1 5

Pro

<210> 17

Ser Gly Thr
20 -
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<211> 20
<212> PRT
<213> humano
<400> 17

Arg Arg Val Lys Cys Lys Tyr Pro Ser Gly Thr Lys Ile Thr glgez His
1 5 10

Ile Glu Lys Gly
20

<210> 18
<211> 20
<212> PRT
<213> humano
<400> 18

Gly Thr Lys Ile Thr Phe His Ile Glu Lys Gly Ser Asn Asp His Tyx
1 5 10 15

Leu Ala Leu Leu

<210> 19
<211> 20
<212> PRT
<213> humano

<400> 19
Lys Gly Ser Asn Asp His Tyr Leu Ala Leu Leu Val Lys Tyr Ala Ala
1 5 10 1%
Gly Asp Gly Asn
20
<210> 20
<211>20
<212> PRT
<213> humano

<400> 20

Leu Leu Val Lys Tyr Ala Ala Giy Asp Gly Asn Ile Val Ala Vg.l Asp
1 5 13 1

Ile Lys Pro Lys
2

<210> 21
<211> 20
<212> PRT
<213> humano
<400> 21

Gly Asn Ile Val Ala Val Asp Ile Lys Pro Lys Asp Ser Asp Glu Phe
5 10 15

Ile Pro Met Lys
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<210> 22
<211> 20
<212> PRT
<213> humano

<400> 22

Pro Lys Asp Ser Asp Glu Phe Ile Pro Met Lys Ser Ser Trp G%y Ala
1 5 10 1

Ile.Trp Arg lle
20

<210> 23
<211> 20
<212> PRT
<213> humano

<400> 23

Met Lys Ser Ser Trp Gly Ala Ile Trp Arg Ile Asp Pro Lys E%rs Pro
1 5 16 1

Leu Lys Gly FPro
20

<210> 24
<211> 20
<212> PRT
<213> humano

<400> 24

Arg Ile Asp Pro Lys Lys Pro Leu Lys Gly Pro Phe 3er Ile Jikgg Leu
1 5 10

Thr Ser Glu Gly
20

<210> 25
<211> 20
<212> PRT
<213> humano

<400> 25

Gly Pro Phe Ser Ile Arg Leu Thr Ser Glu Gly Gly Ala His Leu Val
1 5 10 15

Gln Asp Asp Val
20

<210> 26
<211>20
<212>PRT
<213> humano

<400> 26
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Glu Gly Gly Ala His Leu Val Gln Asp Asp Val Ile Pro Ala Agn Trp
1 5 10 1

Lys Pro Asp Thr
20

<210> 27
<211> 20

5 <212> PRT
<213> humano

<400> 27

Leu Val Gin Asp Asp Val Ile Pro Ala Asn Trp Lys& Pro Asp '{‘}511: Val
1 5 10

Tyr Thr Ser Lys
20

10
<210> 28
<211> 20
<212> PRT
15 <213> humano
<400> 28
Val Ile Pro Ala Asn Trp Lys Pro Asp Thr Val Tyr Thr Ser Lys Leu
1 5 T 10 15
Gln Phe Gly Ala
20
20
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido aislado de 5 a 100 restos de longitud que comprende un epitopo de linfocitos T de Cyn d 1, para su
uso en el tratamiento de profilaxis de una afeccién en un sujeto que se caracteriza por una respuesta aberrante, no
deseada o de otro modo inapropiada a Cyn d 1; en el que dicha molécula peptidica es capaz de interaccionar con
linfocitos T y modificar la funcion de linfocitos T cuando se incuba con células de sujetos que tienen dicha afeccion;
en el que dicho péptido se administra en una cantidad suficiente para eliminar o reducir la presencia o funcién en el
sujeto de linfocitos T y/o anticuerpos dirigidos a Cyn d 1; y en el que dicho péptido:

a) comprende al menos 5 aminoacidos contiguos de una secuencia de aminoacidos derivada o
seleccionada de:

(i) VKITDKNYEHIAAYHFDLSG (SEC ID N°: 12 como se muestra en la Figura 2);

(il) HIARAYHFDLSGKAFGAMAKK (SEC ID N°: 13 como se muestra en la Figura 2);

(iii) SGKAFGAMAKKGQEDKLRKA (SEC ID N°: 14 como se muestra en la Figura 2);
(iv) LLVKYAAGDGNIVAVDIKPK (SEC ID N°: 20 como se muestra en la Figura 2);

(v) GNIVAVDIKPKDSDEFIPMK (SEC ID N°: 21, como se muestra en la Figura 2);

(vi) PKDSDEFIPMKSSWGAIWRI (SEC ID N°: 22 como se muestra en la Figura 2);
(vii) MKSSWGAIWRIDPKKPLKGP (SEC ID N°: 23, como se muestra en la Figura 2);
(viii) EGGAHLVQDDVIPANWKPDT (SEC ID N°: 26 como se muestra en la Figura 2); o
(ix) LVQDDVIPANWKPDTVYTSK (SEC ID N°: 27, como se muestra en la figura 2); o

b) es un péptido de (a) que comprende una sustitucion de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos
derivada o seleccionada de (i) a (ix).

2. El péptido de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que dicha secuencia de aminoacidos es de 5 a 20 restos en
longitud.

3. El péptido de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha secuencia de aminoacidos es

(i) VKITDKNYEHIAAYHFDLSG (SEC ID N°: 12 como se muestra en la Figura 2);

(i) HIAAYHFDLSGKAFGAMAKK (SEC ID N°: 13 como se muestra en la Figura 2);

(iii) SGKAFGAMAKKGQEDKLRKA (SEC ID N°: 14 como se muestra en la Figura 2);
(iv) LLVKYAAGDGNIVAVDIKPK (SEC ID N°: 20 como se muestra en la Figura 2);

(v) GNIVAVDIKPKDSDEFIPMK (SEC ID N°: 21, como se muestra en la Figura 2);

(vi) PKDSDEFIPMKSSWGAIWRI (SEC ID N°: 22 como se muestra en la Figura 2);
(vii) MKSSWGAIWRIDPKKPLKGP (SEC ID N°: 23, como se muestra en la Figura 2);
(viil) EGGAHLVQDDVIPANWKPDT (SEC ID N°: 26 como se muestra en la Figura 2); o
(ix) LVQDDVIPANWKPDTVYTSK (SEC ID N°: 27, como se muestra en la Figura 2).

4. El péptido de acuerdo con la reivindicacion 2 en el que dicha secuencia de aminoacidos comprende al menos 5
aminoacidos derivados de una o0 mas de las siguientes secuencias de aminoacidos:

SGKAFGAMAKKGQEDKLRKA (SEC ID N°: 14 como se muestra en la Figura 2)
PKDSDEFIPMKSSWGAIWRI (SEC ID N°: 22 como se muestra en la Figura 2)

MKSSWGAIWRIDPKKPLKGP (SEC ID N°: 23, como se muestra en la Figura 2)
EGGAHLVQDDVIPANWKPDT (SEC ID N°: 26 como se muestra en la Figura 2)
LVQDDVIPANWKPDTVYTSK (SEC ID N°: 27, como se muestra en la Figura 2).

5. El péptido de acuerdo con la reivindicacion 4 en el que dicha secuencia de aminoacidos derivada de una o mas de
SEC ID N°: 14 SGKAFGAMAKKGQEDKLRKA o SEC ID N° 26 EGGAHLVQDDVIPANWKPDT como se muestra en
la Figura 2.

6. Un péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 mostrando dicho péptido union a IgE anulada.
7. Uso de un péptido como se ha definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento o profilaxis de una afeccion en un sujeto cuya afeccion se caracteriza por una
respuesta inmune aberrante, no deseada o de otro modo inapropiada a Cyn d 1.

8. Un péptido aislado de 5 a 20 restos de longitud que comprende un epitopo de linfocitos T Cyn d 1, siendo dicha
molécula peptidica capaz de interaccionar con linfocitos T y modificar la funcion de linfocitos T cuando se incuba con
células de sujetos que tienen dicha afeccion; y en el que dicho péptido:

a) comprende al menos 5 aminoacidos contiguos de una secuencia de aminoacidos derivada o
seleccionada de
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(i) HIAAYHFDLSGKAFGAMAKK (SEC ID N°: 13 como se muestra en la Figura 2);

(i) SGKAFGAMAKKGQEDKLRKA (SEC ID N°: 14 como se muestra en la Figura 2);
(iii) LLVKYAAGDGNIVAVDIKPK (SEC ID N°: 20 como se muestra en la Figura 2);
(iv) GNIVAVDIKPKDSDEFIPMK (SEC ID N°: 21, como se muestra en la Figura 2);
(v) PKDSDEFIPMKSSWGAIWRI (SEC ID N°: 22 como se muestra en la Figura 2); o
(vi) MKSSWGAIWRIDPKKPLKGP (SEC ID N°: 23, como se muestra en la Figura 2) o

b) es un péptido de (a) que comprende una sustitucion de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos
derivada o seleccionada de (i) a (vi).

9. El péptido de acuerdo con la reivindicacion 8 en el que dicha secuencia de aminoacidos es

(i) HIAAYHFDLSGKAFGAMAKK (SEC ID N°: 13 como se muestra en la Figura 2);
(i) SGKAFGAMAKKGQEDKLRKA (SEC ID N°: 14 como se muestra en la Figura 2);
(iii) LLVKYAAGDGNIVAVDIKPK (SEC ID N°: 20 como se muestra en la Figura 2);
(iv) GNIVAVDIKPKDSDEFIPMK (SEC ID N°: 21, como se muestra en la Figura 2);
(v) PKDSDEFIPMKSSWGAIWRI (SEC ID N°: 22 como se muestra en la Figura 2); o
(vi) MKSSWGAIWRIDPKKPLKGP (SEC ID N°: 23, como se muestra en la Figura 2).

10. El péptido de acuerdo con la reivindicacion 8 en el que dicha secuencia de aminoacidos comprende al menos 5
aminoacidos derivados de una o mas de las siguientes secuencias de aminoacidos:

SGKAFGAMAKKGQEDKLRKA (SEC ID N°: 14 como se muestra en la Figura 2)
PKDSDEFIPMKSSWGAIWRI (SEC ID N°: 22 como se muestra en la Figura 2)

MKSSWGAIWRIDPKKPLKGP (SEC ID N°: 23, como se muestra en la Figura 2)
EGGAHLVQDDVIPANWKPDT (SEC ID N°: 26 como se muestra en la Figura 2)

11. El péptido de acuerdo con la reivindicacion 8 en el que dicha secuencia de aminoacidos deriva de una o mas de
SEC ID N°: 14 SGKAFGAMAKKGQEDKLRKA o SEC ID N°: 26 EGGAHLVQDDVIPANWKPDT como se muestra en
la Figura 2.

12. El péptido de acuerdo con la reivindicacion 8 mostrando dicho péptido union a IgE anulada.

13. Una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica o
complementaria a una secuencia que codifica un péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12.

14. Un anticuerpo aislado dirigido a un péptido aislado de cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12.
15. El anticuerpo aislado de acuerdo con la reivindicacion 14 siendo dicho anticuerpo un anticuerpo policlonal.
16. El anticuerpo aislado de acuerdo con la reivindicacion 14 siendo dicho anticuerpo un anticuerpo monoclonal.

17. Una composicion farmacéutica que comprende un péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
8 a 12 o un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16 junto con uno o mas vehiculos y/o
diluyentes farmacéuticamente aceptables.

18. Un método in vitro para diagnosticar o controlar una afeccién en un mamifero, cuya afeccién se caracteriza por
una respuesta aberrante, no deseada o inapropiada a Cyn d 1, comprendiendo dicho método explorar una muestra
derivada del mamifero con respecto a anticuerpos y/o linfocitos T reactivos a Cyn d 1 utilizando los péptidos de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12 o los anticuerpos de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 14 a 17.

19. Un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16 para su uso en el tratamiento o
profilaxis de una afecciébn en un sujeto, cuya afeccion se caracteriza por una respuesta inmune aberrante, no
deseada o de otro modo inapropiada a Cynd 1.

20. El péptido para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, el uso de la reivindicacion 7, el método de la
reivindicacion 18 o el anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 19 en el que dicha afeccién es
hipersensibilidad a polen de pasto Bermuda.

21. Un kit de diagnéstico para su uso en el método de la reivindicacion 18 6 20 comprendiendo dicho kit un péptido

de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12 o un anticuerpo de una cualquiera de las
reivindicaciones 14 a 16.
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{SEC ID N°:2) {1-20) AIGDKPGPNITATYGNKWLE

{SEC ID N°:3) (10-298) ITATYGNKWLEAKATFYGSN

(SEC ID N°:4) {19-38) LEAKATFYGSNPRGAAPDDH

{SEC ID N°:5) {28-47) SNPRGAAPDDHGGACGYKDV
{SEC ID N°:8) {37-56) DHGGACGYKDVDKPPEDGMT

{SEC ID N°:7} {46-65) DVDKPPFDGMTACGNEPIFK

(SEC ID N°:8) {55-74) ) MTACGNEPIFKDGLGCGACY

{SEC ID N°:9) {64-83) FKDGLGCGACYEIKCKEPVE

{SEC ID N°:10} (73-92) CYEIKCKEPVECSGEPVLVK

{SEC ID Ne°:11) {82-101) VECSGEPVLYKITDKNYEH!
(SEC ID N°:12) {91-110) VKITDKNYEHIAAYHFDLSQ
(SEC ID N°:13) {100-118} HIAAYHFDLSGKAFGAMAKK

(SEC ID N°:14) (169*128)$GKAFGAMAKKGQEDK£RKA :

(SEC ID N°:15) {118-137) KKGQEDKLRKAGELTLQFRR
{SEC ID Ne°:16) {127-146) KAGELTLQFRRVKCKYPSGT
(SEC ID Ne°:17} {136-155) RRVKCKYPSGTKITFHIEK(

(SEC ID N°:18) {145-164)GTKITFHIEKGSNDHYLALL

(SEC ID Ne:19) (154-173) KGSNDHYLALLVKYAAGDGN

{SEC ID N°:20) {163-182) LLVKYAAGDGNIVAVDIKPK

(SEC ID Ne°:21) {172-191) GNIVAVDIKPKDSDEFIPMK
(SEC ID N°:22) {181-200)PKDSDEFIPMKSSWGAIWRI

(SEC ID N°:23) (190-209) MKSSWGAIWRIDPKKPLKGP

(SEC ID N°:24) (199-218) RIDPKKPLKGPFSIRLTSEG

(SEC ID N°:25) {208-227) GPFSIBLTSEGGAHLVODD\
{SEC ID N°:26) {217-236)EGGAHLVQDDVIPANWKPDT

(SEC ID N°:27) {222-241) LVODDVIPANWKPDTVYTSK

(SEC ID N°:28) {227-246) VIPANWKPDTVYTSKLOFGA

Figura 2
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