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DESCRIPCION
Proteinas hipoalergénicas obtenidas del alérgeno principal de Parietaria judaica

La presente invencién proporciona proteinas hipoalergénicas obtenidas a partir del alérgeno principal de Parietaria
judaica Par j 1, composiciones farmacéuticas que las contienen y su uso en la profilaxis y terapia de enfermedades
alérgicas causadas por el polen de plantas de las especies Parietaria.

Antecedentes de la invenciéon

Las alergias estan causadas por una disfuncién en el sistema inmune, que reacciona produciendo anticuerpos de
clase IgE frente a proteinas contenidas principalmente en el polen, acaros, epitelios y algunos alimentos, proteinas
gue de por si son completamente inocuas.

Estimaciones recientes indican que mas del 10% de la poblacion en los paises occidentales sufre de esta
enfermedad, que puede inducir a un empeoramiento de los sintomas (por ejemplo, aparicion de asma) y una
sensibilizacion a otros alérgenos con el tiempo, haciendo mas complicada de esta manera la eleccion de una terapia
apropiada.

La inmunoterapia especifica (SIT), al contrario de la terapia farmacoldgica, es el Gnico tipo de tratamiento etiolégico
de enfermedades alérgicas capaz de influir favorablemente sobre algunos pardmetros inmunolégicos que son la
base de esta enfermedad.

La SIT consiste en la administracion de dosis crecientes de extractos estandarizados (vacunas) obtenidos a partir de
la misma sustancia que provoca la enfermedad.

De esta manera, una especie de tolerancia inmunolégica a dicha sustancia aumenta gradualmente en el paciente,
gue viene acompafada por la desaparicion de todos los sintomas alérgicos.

Sin embargo, el riesgo de provocar efectos secundarios (1), que pueden ser incluso graves aunque marcadamente
reducidos con el uso de vacunas de liberacion lenta o vacunas administradas a través de vias que son alternativas a
inyecciones, ha limitado el uso de SIT en el tratamiento de enfermedades alérgicas.

En los Ultimos afios, la atencidn se ha enfocado en el desarrollo de vacunas eficaces y mas seguras. En particular,
una diana importante es el desarrollo de vacunas que consisten en proteinas recombinantes mutagenizadas, es
decir, variantes hipoalergénicas capaces de influir favorablemente en la progresién natural de la enfermedad sin
provocar efectos secundarios indeseados (2).

El polen de Parietaria es una de las causas mas importantes de alergia en el area mediterranea. Los dos alérgenos
principales de este polen, Parj 1 (cuya secuencia de nucleétidos corresponde al nimero de acceso de GenBank AC
X77414) y Par j 2 (AC X95865), son proteinas que tienen un peso molecular de aproximadamente 12 kD y son
parcialmente homadlogas en sus secuencias y funciones (3, 4, 5).

Descripcion de la invencion

Ahora se ha encontrado que el efecto alergénico de Par j 1 se puede disminuir modificando su secuencia a través de
la sustitucion o supresion de uno o mas restos de aminoacidos.

De acuerdo con un primer aspecto, la invencién proporciona una proteina hipoalergénica que es una variante de
secuencia del alérgeno principal de Parietaria judaica (Par j 1) y que, en comparacién con Par j 1 de tipo silvestre
(SEC ID Ne: 1), tiene reactividad reducida hacia IgE y contiene una secuencia de aminoacidos que se selecciona
entre SEC ID N°: 6y SEC ID N°: 7.

La reactividad a IgE de las proteinas SEC ID N°: 6-7 a partir de una combinacion de sueros de sujetos alérgicos se
ha ensayado en un ensayo de ELISA (Figura 1). A 5 pg/ml estas variantes redujeron la reactividad a IgE en un
alcance del 50% (SEC ID N°: 6) y el 82% (SEC ID N°: 7) (Figura 2), en comparacion con el alérgeno Par j 1 wt (SEC
ID No: 1).

Ademas, se ha ensayado la reactividad a IgE de variantes de SEC ID N° 6-7 en cada suero de once sujetos
alérgicos a Parietaria en un ensayo de ELISA. También en este caso, todas las variantes mostraron una
alergenicidad reducida en los sueros analizados (Tabla 1 y Figura 3). En promedio, esta fue una reduccién de al
menos el 50%.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a una molécula de acido nucleico que codifica una variante de
alérgeno Par j 1 descrita en el presente documento o un péptido obtenido a partir de la misma.

Las variantes de sustitucién y/o supresion de acuerdo con la invencidon se pueden preparar faciimente mediante
mutagénesis de la secuencia de ADNc de Par j 1 (SEC ID N°: 14) usando técnicas conocidas por los expertos en la
materia.
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Las secuencias de ADNc que codifican las variantes de sustitucion de SEC ID N°: 6-7 se presentan en SEC ID N°:
12-13.

La invencion se refiere ademas a un vector de expresion que comprende una molécula de acido nucleico que
codifica cualquiera de las variantes hipoalergénicas definidas anteriormente. Un vector de este tipo puede ser un
plasmido, virus, fago o cualquier otro vector que se usa comunmente con fines de ingenieria genética y puede
comprender, ademas de la molécula de acido nucleico de la invencién, elementos de control para la expresion en
células eucariotas o procariotas, tales como promotores o potenciadores de la transcripcién, secuencias sefial u
otras secuencias para la regulacién de la transcripcion.

La invencion comprende ademas una célula huésped procariota o eucariota que se transforma o transfecta con el
vector de la invencidn. Las células procariotas tales como Escherichia coli o Bacillus subtilis o las células eucariotas
tales como Saccharomyces cerevisiae se usan generalmente para la clonacién de vector y expresion de ADNc.

Ademas, las variantes hipoalergénicas de acuerdo con la invencién se pueden producir como proteinas de fusion.

Dada la reactividad reducida a IgE, las variantes de Par j 1 de acuerdo con la presente invencion se pueden usar de
forma conveniente para la preparacion de composiciones farmacéuticas para la inmunoterapia de individuos
alérgicos al polen de Parietaria.

En un aspecto adicional la invencién se refiere por lo tanto a una composicién farmacéutica que comprende una
cantidad eficaz de una variante hipoalergénica de Par j 1, combinada opcionalmente con otros alérgenos de
Parietaria, junto con vehiculos o excipientes farmacéuticamente aceptables. En una realizacion preferida, la
composicion farmacéutica es una vacuna para el tratamiento profilactico o terapéutico de enfermedades alérgicas,
tales como asma bronquial, rinitis alérgica, dermatitis alérgica y conjuntivitis alérgica. Los principios y procedimientos
de vacunacion se conocen por los expertos en la materia y se describen, por ejemplo, en (6) y (7).

Descripcion de las figuras

Figura 1: Analisis de reactividad a IgE de alérgeno rPar j 1 y sus variantes hipoalergénicas a través de un
ensayo de ELISA.
Figura 2: Reactividad a IgE de una combinacién de sueros de rPar j 1 y sus variantes hipoalergénicas (5

pg/ml).
Figura 3: Reactividad a IgE de sueros individuales de rPar j 1 y sus variantes hipoalergénicas.

Los siguientes ejemplos describen la invenciéon con mayor detalle.
Ejemplos

A menos que se indique de otra manera, los procedimientos usados en los siguientes ejemplos se describen en
Sambrook, Fritsch ET Maniatis "Molecular Cloning. A Laboratory Manual”, Il ed. vol. 1-2-3, CSH Lab Press, 1989.

Ejemplo 1 — Mutagénesis especifica de sitio del ADNc que codifica Par
Alérgenoi 1

La mutagénesis especifica de sitio de ADNc que codifica el alérgeno Par j 1 (SEC ID N° 14) se llevé a cabo
mediante amplificacion por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) del mismo ADNc que se habia clonado en
un vector procariota (pBlue-script, n® de acceso de GenBank X52327). Los oligonucleétidos usados como cebadores
en la reaccion de PCR (Tabla 1) tenian las sustituciones de base apropiadas. Para cada mutagénesis, se usé un
oligonucledtido complementario que se une a una region correspondiente de la cadena de la molécula de ADN (8). A
continuacion de la amplificacion, el molde original no modificado se degraddé de forma selectiva durante una
digestion enzimatica catalizada por la enzima de restriccion Dpnl. Células de Escherichia coli después se
transformaron con las moléculas mutagenizadas. Los clones obtenidos a partir de colonias bacterianas Unicas se
secuenciaron mediante el procedimiento de Sanger para evaluar la modificacion de base correcta y la ausencia de
mutaciones inespecificas en el ADNc.

Tabla 1. Secuencias de oligonucleétidos usados como cebadores en reacciones de mutagénesis especifica de sitio.
Las bases que tienen la mutaciéon estdn en negritas. Las bases subrayadas corresponden al sitio de restriccion
BamHI, que se us6 para clonacion.

Cadigo de oligonucleétido|Secuencia del oligonucleétido

Pj1 23 cag ggg aaa gag gca gag ccg tca aag
Pj1 23.27 g cag ggg aaa gag gca gag ccg tca gcg ggg tge tge
Pj1 66 gac atc gac ggg gca ctc gtc agc gag g
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(continuacién)

Cadigo de oligonucledtido|Secuencia del oligonucledtido

Pj1 73 agc gag gtc ccc gcg cac tge ggc atc g

Pji141 € ggg gag acg gcg acg ggg ccg

Pj1 41.42.46 g gag acg gcg gcg ggg ccg cag geg gtg cac get tg
Pj1 92 aac atg gactgc gcg acacttggagtg g

Pj1 121 gac ccc gcc cac geca gca cgg ttg gag

Pj1 138 CCC gca ccg gaa gca gcc taa gga tcc

Ejemplo 2 — Produccion de proteina de Parj1ysusva riantes

Par j 1 wt (SEC ID N°: 14) y ADNc mutagenizados (SEC ID N°: 8-13), enlazados a una secuencia codificante que
codifica seis histidinas, se expresaron en células de Escherichia coli de acuerdo con protocolos convencionales (9,
10) después de clonacién en un vector de expresion. Las células se recogieron mediante centrifugacion y se
resuspendieron en un tampon de NaH,PO, 50 mM, NaCl 300 mM, pH 8. Las proteinas recombinantes se aislaron a
continuacién de lisis de células bacterianas mediante sonicacion y eliminacién de sedimentos celulares a través de
centrifugacion. Las proteinas se purificaron a partir del sobrenadante mediante cromatografia de afinidad usando
columnas de agarosa unidas a acido nitrilotriacético que quelan los iones de niquel que interaccionan con la parte de
seis histidinas fusionada al alérgeno.

Ejemplo 3 — Caracteristicas de los sueros de sujetos alérgicos

Los sueros se recogieron a partir de individuos con una historia clinica de alergia estacional a polen de Parietaria y
una reactividad especifica RAST 3+ y 4+ a alérgenos de Parietaria. La combinacion de sueros se obtuvo recogiendo
sueros con un nivel elevado de IgE de clase RAST 4+ especificas para alérgenos de Parietaria.

Ejemplo 4 — Analisis de ELISA de la reactividad de var iantes de Par j 1 a IgE a partir de una combinacién  de
sueros

Partiendo de una concentracién de 10 pg/ml, diluciones dobles en serie de alérgeno normal y sus variantes
mutagenizadas en tampoén carbonato/bicarbonato 50 mM, pH 9,6, se adsorbieron en pocillos de placas de
poliestireno para ensayos de ELISA mediante incubacién a 4 °C durante 16 horas. Cantidades equivalentes de
albumina sérica humana (HSA) se adsorbieron como controles negativos. Después los pocillos se lavaron con
solucion de lavado (tampon fosfato 60 mM, pH 6,5, que contiene Tween-20 al 0,05%) y se bloquearon con solucién
de dilucién (suero de caballo al 25%, EDTA 1 mM, Tween 20 al 0,05%, Thiomersal al 0,01% en tampon fosfato 150
mM, pH 7,4). Alicuotas iguales (100 pl) de una dilucion 1:5 de una combinacién de sueros humanos con reactividad
RAST 4+ se afiadieron a cada muestra y se incubaron a 25 °C durante 2 horas. Después de tres lavados, se afiadio
el antisuero anti-IgE humana conjugado con peroxidasa (diluido 1:1500 en tampodn de dilucién), seguido por
incubacién a 25 °C durante 1,5 horas. Después de tres lavados, se obtuvo desarrollo de la reaccion colorimétrica
afiadiendo 100 pl de reactivo TMB (BioFX Laboratories, Owings Mills, MD) e incubando durante 15 minutos a 25 °C.
La reaccion se detuvo afiadiendo 100 pl de HCI 1 N y se midié en un espectrofotobmetro a 450 nm.

Ejemplo 5 — Analisis de ELISA de reactividad de IgE d e variantes de Par j 1 en sueros individuales

Cantidades equivalentes (0,2 pg) de alérgeno normal, sus variantes mutagenizadas y albumina sérica humana
(HSA), usandose esta ultima como un control negativo, en tampén carbonato/bicarbonato 50 mM, pH 9,6, se
adsorbieron en pocillos de placas de poliestireno para ensayos de ELISA mediante incubacién a 4 °C durante 16
horas. Después los pocillos se lavaron con solucion de lavado (tamp6n fosfato 60 mM, pH 6,5, que contiene Tween-
20 al 0,05%) y se bloguearon con solucién de dilucién (suero de caballo al 25%, EDTA 1 mM, Tween 20 al 0,05%,
Thiomersal al 0,01% en tampén fosfato 150 mM, pH 7,4). Alicuotas iguales (50 ul) de una dilucién 1:5 de suero
humano con reactividad RAST 3+ y 4+ se afiladieron a cada muestra y se incubaron a 25 °C durante 2 horas.
Después de tres lavados, se afiadid el antisuero anti-lgE humana conjugado con peroxidasa (diluido 1:1500 en
tampon de dilucién), seguido por incubacién a 25 °C durante 1,5 horas. Después de tres lavados, la reaccion
colorimétrica se desarroll6 afadiendo 100 ul de reactivo TMB (BioFX Laboratories, Owings Mills, MD) e incubando
durante 15 minutos a 25 °C. La reaccion se detuvo afiadiendo 100 pl de HCI 1 N y se analiz6 en un
espectrofotometro a 450 nm.
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Tabla 2. Reactividad de IgE de sueros individuales a rPar j 1 y sus variantes hipoalergénicas

variante SEC ID N° [SEC ID N° | SEC ID N°: [SEC ID N°:| SEC ID N°:|SEC ID N°: | SEC ID N° |HSA
1 2 3 4 5 6 7
Suero
1 100,0 68,2 61,1 52,8 95,2 71,1 49,1 7,7
2 100,0 48,1 44,6 33,6 59,2 33,6 39,2 13,7
3 100,0 15,7 17,8 13,1 82,8 37,6 11,8 7,1
4 100,0 59,7 47,1 37,9 127,5 62,9 48,7 14,7
5 100,0 59,5 36,9 26,5 52,6 33,3 25,3 6.9
6 100,0 30,7 61,9 47,5 88,8 48,6 27,7 6,8
7 100,0 27,2 44,7 21,4 60,6 20,9 26,8 4,7
8 100,0 43,3 19,0 14,8 54,6 24,9 6,9 12,3
9 100,0 25,0 37,0 27,3 66,3 19,1 34,4 9,4
10 100,0 71,0 35,4 18,3 62,1 81,4 23,2 3,2
11 100,0 35,2 27,8 16,0 57,6 20,4 32,6 11,4
Reactividad de IgE 100,0 45,0 41,8 31,1 74,8 41,9 32,4 12,3
media
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Listado de secuencias

<110> LOFARMA

<120> proteinas hipoalergénicas obtenidas a partir del alérgeno principal de Parietaria judaica
<130> 7474Meur

<160> 14

<170> Patentln version 3.1
<210>1

<211> 139

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Par j 1 de tipo silvestre

<400> 1



Glu Glu Thr Cys

Phe val Gln Gly
20
Ala Lys Arg Leu
35
Ala Cys Glu Cys
50

Gly Lys Leu Val
65

Lys Leu Pro Pro

Gly

Lys

Asp

Ile

Ser

ile

as

Thr

Giu

Gly

Gln

Glu

70

Asp

val

Lys

Glu

Thr

55

val

val
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Val Gly

Glu Pro

25
Thr Lys
40

Ala Met

Pro Lys

Asn Met

Ala Leu
10

Ser Lys
Thr Q4ly
Lys Thr
His Cys
75

Asp Cys

LY

Met Pro

Gly Cys

Pre Gln

45
Tyr Ser
€0

Gly Ile

Lys Thr

Val Pro Arg Gln Pro Gln Leu Pro Val Ser Leu Arg

100

105

Thr Gly Pro Ser Asp Pro Ala His Lys Ala Arg Leu

115

120

Ile Arg Val Pro Pro¢ Pro Ala Pro Glu Lys Ala

130

<210>2

<211> 139

<212> PRT

<213> Desconocido
<220>

<223> Par j 1 mutante

<400> 2

138

Cys

Cys

30

Arxg

Asp

Val

Leu

His

Glu

125

Leu

15

Ser

Val

Ile

Asp

Gly

95

Gly
110

Arg

Pro

Gly

His

Asp

Ser

80

Val

Pro Val

Pro Gln
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Glu Glu Thr Cys Gly Thr val Val Gly Ala Leu Met Pro Cys Leu Pro

Phe Val Gla Gly Lys Glu Ala Glu Pro Ser Lys Gly Cys Cys Sexr Gly
20 25 30
Ala Lys Arg Leu Asp Gly Glu Thr Lys Thr Gly Pro Gln Arg val His
35 40 45
Ala Cys Glu Cys Ile Gln Thr Ala Met Lys Thr Tyr Ser Asp Ile Asp
50 55 50
Gly Lys Leu Val Ser Glu val Pro Lys His Cys Gly Ile val Asp Ser
65 70 75 80
Lys Leu Pro Pro Ile Asp Val Asn Met Asp Cys Lys Thr Leu Gly Val
gs 20 | a5
Val Pro Arg Gln Pro Gln Leu Pro Val Ser Leu Arg His Gly Pro val

100 105 110

Thr Gly Pro Ser Asp Pro Rla His Lys Ala Arg Leu Glu Arg Pro Gln
11% 120 125
Ile Arg Val Pro Pro Pro Ala Pro Glu Lys Ala

130 135

<210>3

<211> 139

<212> PRT

<213> Desconocido
<220>

<223> Par j 1 mutante

<400> 3



Glu Glu Thr

Phe Val Gln

Ala Lys Arg
35
Ala Cys Glu
50
Gly Lys Leu
65

Lys Leu Pro

Val Pro Ary

Thr Gly Pro

115

Cys

Gly

20

Leu

cys

val

Pro

Gln

100

Ser

Gly

Lys

Asp

Ile

Ser

Ile

8s

Pro

Asp

Thr

Glu

Gly

Gln

Glu

70

Asp

Gln

Pro

val

Ala

Glu

Thr

55

Val

val

Leu

Ala
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Val

Glu

Thr

49

Ala

Pro

Asn

Pro

His

120

Gly

Pro

25

Lys

Met

Lye

Met

val

105

Lys

Ala
10

Ser
Thr
Lysa
His
Asp
90

Ser

Ala

Leu

Ala

Gly

Thr

Cys

75

Cvs

Leu

Arg

Met

Gly

Pro

Tyx

60

Gly

Lys

Arxg

Leu

Pro

Cys

Gln

45

Ser

Ile

Thr

His

Glu

125

Cys

Cys

30

Arg

Asp

val

Leu

Gly
110

Arg

Ile Arg Val Pro Pro Pro Ala Pro Glu Lys Ala

<210>4

<211> 139

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

130

<223> Par j 1 mutante

<400> 4

135

Leu

15

Ser

val

Ile

Asp

Gly

95

Pro

Pro

Pro

Gly

Hisg

Asp

Ser

a0

val

Val

Gln



Glu Glu Thr

Phe Val Gln

Ala Lys Arg
3s
Ala Cys Glu
50
Gly Lys Leu
&5

Lys Leu Pro

Val Pro Arg

Thr Gly Pro
115
Ile Arg Vval
130
<210>5
<211> 139
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

Cys

Gly

20

Leu

Cys

val

Pro

Gln

100

Ser

Pro

<223> Par j 1 mutante

<400> 5

Cly

Lys

Asp

Ile

Ser

Ile

85

Pro

Asp

Pro

Thr

Glu

Gly

Gln

Glu

70

Asp

Gln

Pro

Pro

val

Ala

Glu

Thr

55

Val

val

Leu

Ala

Ala

135
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Val

Glu

Thr

40

Ala

Pro

Asn

Pro

His

120

Pro

Gly

Pro

25

Lys

Met

Ala

Met

val

105

Lys

Glu

Ala

10

Ser

Thr

Lys

His

asp

90

Ser

Ala

Lys

10

Leuy

Ala

Gly

Thr

Cys

75

Leu

Arg

Ala

Met

Gly

Pro

1¢]

Gly

Lys

Arg

Leu

Pro

Cys

Gln

45

Ser

Ile

Thr

His

Glu

125

Cys

Cys

30

Arg

Asp

Val

Leu

Gly

110

Arg

Leu

15

Ser

Val

Ile

Asp

Gly

55

Pro

Pro

Pro

Gly

Asp

Ser

B8O

val

val

Gln



31lu Glu Thr Cys

Phe val Gin Gly
'20

Ala Lys Arg Leu

a5
Ala Cys Glu Cys
50
Gly Lys Leu Val
65

Lys Leu Pro Pro

Val Pro Arg Gln

100

Thr CGly Pro Ser
115

Tle Arg Val Pro

130

<210> 6

<211>139

<212> PRT

<213> Desconocido
<220>

<223> Par j 1 mutante

<400> 6

Gly

Lys

Rsp

Ile

Ser

Ile

85 .

Pro

Asp

Pro

Thr

Glu

Gly

Gln

Glu

70

Asp

4ln

Pro

Pro

val

Lys

Glu

Thr

55

val

val

Leu

Ala

Ala

135

ES 2371262713

val

Glu

Thr

40

Ala

Pro

Asn

Pro

His

120

Pro

Gly

Pro

25

Ala

Met

Lys

Met

val

105

Lys

Glu

Ala Len
10

Ser Lys

Ala Gly

Lys Thr

Sis Cys

75
Asp Cys
90

Ser Leu

‘Ala Arg

Lys Ala

11

Met

Gly

Fro

Tyr

&0

Gly

Lys

Arg

Leu

Pro

cys

Gln

45

Sex

Ile

Thr

His

Glu

125

Cys

30

Ala

Asp

val

Leu

Gly

11¢

Arg

Lew

15

Ser

val

Ile

Asp

Gly

85

Pro

Pro

Pro

Gly

His

Asp

Ser

80

val

Val

Gln



ES 2371262713

Glu Glu Thr Cys Gly Thr Val val Gly Ala Leu Met Pro Cys Leu Pro

Phe val Gln Gly Lys Glu Lys Glu Pro Ser Lys Gly Cys Cys Ser Gly
20 25 30
Ala Lys Arg Leu Asp Gly Glu Thr Lys Thr Gly Pro Gln Arg Val His
35 40 45
Ala Cys Glu Cys Ile Glu.Thr Ala Met Lys Thr Tyr Sex Asp Ille Asp
50 55 &0
Gly Lys Leu Val Ser Glu Val Pro Lys His Cys Gly Ile Val Asp Ser
65 ' 70 7 80
Lys Leu Pro Pro Ile'Asp Vval Asn Met Asp Cys Ala Thr Leu Gly Val
85 ' 90 95
Val Pro Arg Gln Pro Gln Leu Pro Val Ser Leu Arg His Gly Pro val
100 105 110
Thr Gly ﬁro Ser Asp Pro Ala His Ala Ala Arg Leu Glu Arg Pro Gln
115 120 125
Ile Arg Val Pro Pro Pro Ala Pro Glu Ala Ala
130 138

<210>7

<211> 139

<212> PRT

<213> Desconocido
<220>

<223> Par j 1 mutante

<400> 7

12
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Glu Glu Thr Cys Gly Thr val val

Phe val Gln Gly Lys Glu Ala Glu
20
Ala Lys Arg Leu Asp Gly Glu Thr
as 40
Ala Cys Glu Cys Ile Gln Thr Ala
‘50 . 55
Gly Ala Leu Val Ser Glu Val Pro
65 70
Lys Leu Pro Pro Ile Asp Val Asn
85
Val Pro Ary Gln Pro Gln Leu Pro
100
Thr Gly Pro Ser Asp Pro Ala His
115 120
Ile Arg Val Pro Pro Pro Ala Pro

130 135

<210>8

<211> 420

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> Par j 1 mutante (secuencia codificante)

<400> 8

Gly

Pro

25

Ala

Met

Lys

Met

val

105

Lys

Glu

Ala

10

Ser

Thr

Lys

His

Asp

90

Ser

Ala

Lys

13

Leu

Ala

Gly

Thr

Cys

75

cys

Leu

Arg

Ala

Met

Gly

Pro

Tyr

60

Gly

Lys

Arg

Leu

Pro

Cys
Gln
45

Ser
Ile
Thx
His

Glu

125

Cys

30

Arg

ASp

vVal

Leu

Gly
110

Arg

Leu

i5

Ser

val

Ile

Asp

Gly

95

Pro

Pro

Pro

Gly

Hisg

Asp

Ser

ac

val

val

Gln



10

15

gaagaaacct

aaagaggcag

dagacgygggce

tecgacatey

aagctocege

ccceaactte

aaagcacggt

<210>9
<211> 420

<212> AND

gegggactgt
agccgtcaaa
cgcagaéggt
acgggaaact
ccattygacgt
cagtototet

tggagagace

<213> Desconocido

<220>

ES 2371262713

agtgggagcyg
ggagtgctge
gcacgettgt
cgtcagegayg
caacatggac
ccgteatggt

ccagattaga

<223> Par j 1 mutante (secuencia codificante)

<400> 9

gaagaaacct
aaagaggcag
aagacggggc
tocgacateyg
aagetocoge
cogeaactte
aaagcacggt

<210> 10
<211> 420

<212> AND

gcgggactgt
agecgteage
cgcagagggt
acgggaaact
ccattgacgt

cagtctcotet

tggagagace

<213> Desconocido

<220>

agtgggagceg
ggggtgetge
gcacgottgt
cgtcagegay
caacatggac
ccgtecatggt

ccagattaga

<223> Par j 1 mutante (secuencia codificante)

<400> 10

ctgatgecgt
agoggogeca
gagtgcatce
gtccccaage
tgcaagacac
cccgtcacgg

gttecgooce

gectgeegtt
aaagattgga
agaccgeeat
actgeggeat
trggagtagt
gcccaag;ga

cegracegga

cgtgcagggy
cggggagacy
gaagacctat
cgttgacage
acctocggoaa
ccoogoecac

aaaagcectaa

ctgatgecgt
agceggcgeca
gagtgcatcee
gtooecaage
tgcaagacac
ccecgtecacygg

gtteegooce

14

gectgecogtte
aaagattgga
agaccgcecat
actgeggeat
ttggagtgyt
gccecaagtga

cecgcaccgga

cgltgcagggg
cggggagacy
gaagacctat
cgttgacage
agoteggeaa
cceogoocac

aaaageotaa

60

120

180

240

300

360

420

69

120

180

240

300

380

420
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15

gaagaaacct
aaagaggcag
aagacgggac
tccgacatcg
aagctcooge
cococaactto

aaagcacggt

<210>11
<211> 420

<212> AND

gcgggactgt
agocgtcage
cgcagagggt
acgggaaact
ccattgacgt
cagtctctct

tggagagacc

<213> Desconocido

<220>

ES 2371262713

agtgagageg
ggggtgctac
geacgettgr
cgtecagcgag
taacatggac
ccgtcagggt

cragattaga

<223> Par j 1 mutante (secuencia codificante)

<400> 11

gaagaaacct
aaagagaaag
gcggcgggac
tecgacateg
aagetceeqge
ccocaactte

aaagcacggt

<210>12
<211> 420

<212> AND

gcgggactgt
agccgtceaaa
cgecaggeggt
acgggaaact
ccattgacgt
cagtotetet

tggagagacc

<213> Desconocido

<220>

agtgggagcyg
QQQQCQCtéC
geacgcttgt
cgtcagcgag
caacatggac
cocgteatgge

ccagattaga

<223> Par j 1 mutante (secuencia codificante)

<400> 12

ctgatgeocogt
ageggogeea
gagtgcatce
gticcecgeoge
tgcaagacac
ccogtoacgg

gttecogeoece

ctgatgcegt
agcggecgeca
gagtgcatcce
gtecccaage
tgcaagacac
ccegteacyg

gtteccgeece

15

geetgecgtt
aaagattgga
agaccgocat
actgcggcat
ttggagtggt
qoecaagtga

cegeaccgga

geotgoogtt
aaagattgga
agaccgcc;t
actgcoggcat
ttggagtggt

goecaagtga

ceogeaceogga

cgtgcaggag
cggggagacyg
gaagacctat
cgttgacage
accteggeaa
coocgoecac

aaaageccetaa

cgtgeagggg
cggggagacyg
gaagacctat
cgttgacage
aéctcggcaa
coocgcaoac

aaaagectaa

&0

1290

180

240

390

360

429

60

120

1890

249

300

360

420
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15

gaagaaacct gcgggactgt agtgggagceg ctgatgcoccgt gecectgecegbt cgtgcagggg
aaagagaaag agcoegtcaaa ggggtdctge agoggegeca aaagattgga cggggagacyg
aagacggagce cgcagagggt gocacgettgt gagtgeatec agaccgocat gaagacctat
tccgacatcg acgggaaact cgtoagegag gtecoccaage actgeggeat cgtrtgacage
aagcteococge ccattgacgt caacatggac tgogegacac ttggagtggt acctecggeaa
ccocaacttc cagtetotoet cegteatggt cecgtcacgg geecaagtga cocegeccad
geagracgygt tyggagagace ccagattaga gttoeegeoee cogeacegga agoagectaa

<210> 13

<211> 420

<212> AND

<213> Desconocido

<220>

<223> Par j 1 mutante (secuencia codificante)

<400> 13

gaagaaacct gcgggactgt agtgggageg ctgatgecegt gectgocogtt cgtgcagggg
aaagaggeag agocgtcage ggggtyctge agoggegceca aaagattgga cggggagacg
gegacgggae cgeagagggt geacgcettgt gagtgeatee agaccgocat gaagaccetat
tcecgacateg acggggeact cgtcagcgag gtocccaage actgoggeat cgttgacage
aageteccge ceattgacgt caacatggac tgoaagacac ttggagtggt acetoggeaa
ccocaacttc cagtcteotot cocgtocatggt cocegteacgyg gogcaaghga CCCCOTCCac
aaagcacggt tggagagacc ccagattaga gticrogcocc cogcacogga aaaagochaa

<210> 14

<211> 420

<212> AND

ES 2371262713

<213> Desconocido

<220>

<223> Par j 1 de tipo silvestre (secuencia codificante)

<400> 14

16

60

120

180

249

300

360

420

&60C

120

180

240

300

360

420



gaagaaacct
aaagagaaag
aagacgggac
tccgacateg
aagctocooge
ccgcaactte

aaagcacggt

gogggactgt
ageceghcaaa
cgcagagggt
acgggaaact
ccattgacgt
cagtctctct

tggagagacc

ES 2371262713

agtgagagcg
ggggtgctge
gcacgettgt
cgtcagoegag
caacatggac
cegteatggt

ccagattaga

ctgatgeegt
ageggcegeca
gagtgcatcc
gtccccaage
tgcaagacac
cececgtecacgg

gttecgecec

17

geetgecgtt
aaagattgga
agaccaccat
actgcggeat
ttggagtggt
geccaagtga

cecgecacogga

cgtgcagygygy
cggggagacy
gaagacctat
cgttgacage
acctcggcaa
cececegeocac

aaaagccraa

60

120

180

240

300

360

420



10

15

ES 2371262713

REIVINDICACIONES

1. Una proteina hipoalergénica obtenible mediante mutagénesis del alérgeno principal de Parietaria judaica Par j 1
(SEC ID Ne: 1), en la que dicha proteina se selecciona entre el grupo que consiste en SEC ID N°: 6 y SEC ID N°: 7.

2. Una molécula de acido nucleico que codifica una proteina de acuerdo con la reivindicacion 1.

3. Una molécula de acido de acuerdo con la reivindicacion 2, que se selecciona entre el grupo que consiste en SEC
ID N°: 12-13.

4. Un vector que contiene la molécula de acido nucleico de las reivindicaciones 2 6 3.
5. Una célula huésped que contiene el vector de la reivindicacion 4.

6. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de una proteina hipoalergénica de Parietaria
de acuerdo con la reivindicacion 1.

7. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 6, en forma de una vacuna.

8. Uso de una proteina hipoalergénica de Parietaria de acuerdo con la reivindicacion 1 para la preparacion de una
composicion farmacéutica para el tratamiento profilactico o terapéutico de enfermedades alérgicas causadas por
polen de plantas de las especies Parietaria.

9. Uso de acuerdo con la reivindicacién 8 para el tratamiento de asma bronquial, rinitis, dermatitis o conjuntivitis
alérgica.

18
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Reactividad a IgE a 450 nm
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% de reactividad a IgE

Figura 2
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Figura 3 (continua en la pagina 4/4)
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Figura 3 (continta de la pagina 3/4)
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